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1. Setiap Orang yang dengan tanpa hak melakukan pelanggaran hak ekonomi 
sebagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf i untuk Penggunaan 
Secara Komersial dipidana dengan pidana penjara paling lama 1 (satu) tahun 
dan/atau pidana denda paling banyak Rp100.000.000 (seratus juta rupiah).  

2. Setiap Orang yang dengan tanpa hak dan/atau tanpa izin Pencipta atau 
pemegang Hak Cipta melakukan pelanggaran hak ekonomi Pencipta 
sebagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf c, huruf d, huruf f, 
dan/atau huruf h untuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan pidana 
penjara paling lama 3 (tiga) tahun dan/atau pidana denda paling banyak 
Rp500.000.000,00 (lima ratus juta rupiah).  

3. Setiap Orang yang dengan tanpa hak dan/atau tanpa izin Pencipta atau 
pemegang Hak Cipta melakukan pelanggaran hak ekonomi Pencipta 
sebagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf a, huruf b, huruf e, 
dan/atau huruf g untuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan pidana 
penjara paling lama 4 (empat) tahun dan/atau pidana denda paling banyak 
Rp1.000.000.000,00 (satu miliar rupiah).  

4. Setiap Orang yang memenuhi unsur sebagaimana dimaksud pada ayat (3) yang 
dilakukan dalam bentuk pembajakan, dipidana dengan pidana penjara paling 
lama 10 (sepuluh) tahun dan/atau pidana denda paling banyak 
Rp4.000.000.000,00 (empat miliar rupiah). 
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KATA PENGANTAR 

 
 
 
 

Assalamualaikum warahmatullahi wabarakatuh  
Segala puji dan syukur atas rahmat Allah SWT, karena berkat 

rahmat serta karunia-Nya buku dengan berjudul Kajian Penyebaran 
& Karakterisasi Molekuler: Perlakuan Benih Untuk Mengeliminasi 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Pada Tomat 
selesai disusun. Salawat dan salam senantiasa teruntuk kepada Nabi 
besar Muhammad SAW yang telah mengantarkan nilai-nilai ilahiah 
dan jalan keselamatan kepada umat manusia. 

Bahan dasar buku ini merupakan pengembangan dari disertasi 
penulis yang memiliki judul asli Penyebaran dan Karakterisasi 
Molekuler Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) 
Serta Perlakuan Benih untuk Mengeliminasi Cmm Pada Tomat. Demi 
memperoleh manfaat yang lebih luas, maka penulis 
membukukannya. 

Buku ini ditulis sebagai media berbagi penulis sekaligus 
melaporkan keberadaan Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis (Cmm) di berbagai sentra penanaman tomat di 
Sumatera dan Jawa. Berdasarkan tipe serangan Cmm yang 
menginfeksi tomat, gejala serangan penyakit masih rendah tetapi 
Cmm telah ada di sejumlah sentra produksi tomat di Indonesia. 
Usaha pengendaliannya belum ditemukan yang efektif. Penggunaan 
varietas tahan sangat menguntungkan bagi petani, pendekatan lain 
adalah ketersediaan benih bebas patogen.  

Keberhasilan buku ini tentu tidak akan terwujud tanpa adanya 
dukungan dan bantuan dari berbagai pihak. Penulis mengucapkan 
terima kasih kepada istri Dr. Maihasni dan anak-anak tercinta Muthia 
Septaprima (mahasiswa koas FK Unand tahun 2020, Maudia Azhara 
Raisa (mahasiswa FK Unand tahun 2019, Achmad Faridzi (siwsa MA 
Ar Risalah Padang tahun 2019) yang senantiasa mendukung dan 
memberikan do’a terbaik dalam setiap perjalanan. Serta ucapan 
terima kasih kepada kedua orang tua dan mertua  kami (almarhum-
almarhumah) semoga diberi kelapangan, penerangan, kesejukan 
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dalam alam kuburnya, kepada anggota keluarga besar penulis yang 
tidak bisa penulis sebutkan satu per satu yang turut mendukung 
penulis. Terima kasih juga kepada Penerbit Amerta Media yang 
bersedia mewujudkan disertasi penulis menjadi sebuah buku yang 
diharapkan bermanfaat bagi dunia akademik maupun non akademik.  

Penulis menyadari tak ada gading yang tak retak, karena itu 
penulis memohon maaf atas ketidak sempurnaan buku ini. Kritik dan 
saran dari pembaca sangat diharapkan untuk kesempurnaan buku 
ini.  
 

Padang,  Desember 2021    
Penulis, 

 
Aprizal Zainal 
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BAB I 

Pendahuluan 
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Pengantar  
 

Bakteri Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)  
merupakan penyebab penyakit kanker bakteri pada tanaman tomat. 
Dalam Crop Protection Compendium (2002) dinyatakan bahwa 
penyakit kanker bakteri yang dapat ditransmisikan melalui benih 
(seed-transmitted pathogen), telah tersebar di hampir seluruh 
penjuru dunia. Tahun yang sama belum ada laporan tentang penyakit 
ini di Indonesia. Bakteri Cmm merupakan patogen tanaman yang 
termasuk dalam daftar patogen karantina di negara-negara Eropa 
bahkan di dunia Internasional (European Union (1995) dalam Jahr et 
al. (2000), Dreier et al. (1997). Tahun 2006 karantina telah 
melakukan pemantauan Cmm di lokasi pertanaman tomat di Solok 
Sumatera Barat. Sejak tahun 2007 dinyatakan bahwa Cmm telah ada 
di areal pertanaman tomat di Indonesia, Cmm telah masuk dalam 
bakteri kategori A2, yang artinya keberadaannya ada di Indonesia, 
tetapi terbatas di suatu daerah (Departemen Pertanian Republik 
Indonesia 2009). Tetapi selanjutnya balai karantina akan melakukan 
pemeriksaan Cmm antar pulau, menganalisis resiko kerusakan oleh 
Cmm di suatu lokasi, dan mempelajari bagaimana perkembangan 
penyakit tersebut lebih lanjut. Hasil penelitian Anwar et al. (2004a) 
mengindikasikan patogen ini sudah masuk ke Indonesia, karena 
beberapa lot benih tomat komersial Indonesia yang diuji ternyata 
positif membawa Cmm.  

Penyakit kanker bakteri telah menyebabkan kerugian yang 
serius di Amerika Utara, Eropa, Australia dan New Zealand 
(Neergaard 1988), serta Afrika, Amerika Selatan dan China, terutama 
selama cuaca panas dengan suhu 26-28 0C (Hayward & Waterston 
1964).   Chang  et al. (1992) menyatakan dari berbagai laporan di 
berbagai negara, kerugian mencapai 80% dapat disebabkan oleh 
penyakit ini. Begitu patogen ini menyebar ke tanah dan sisa tanaman, 
dia dapat bertahan sampai lebih dari 26 bulan (Fatmi & Schaad 
2002) karena itu sulit dikendalikan. 

Pada tahun 1988, Asandhi dan Sastrosiswojo melaporkan 
bahwa hanya sekitar 5% dari seluruh areal produksi sayuran 
komersial yang menggunakan benih bermutu dan semuanya berasal 
dari luar negeri (impor), namun semenjak era 90-an kondisi tersebut 
mulai berubah. Beberapa perusahaan produsen benih mulai 
didirikan, seperti PT. East West Seed Indonesia, PT. Tanindo, dan PT. 
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Riawan Tani, sementara Perum Sang Hyang Seri yang semula 
mandatnya menyediakan benih tanaman pangan khususnya padi, 
juga mulai meramaikan pasar perbenihan sayuran di Indonesia. 

 Konsekuensi dari impor benih yang telah berlangsung selama 
ini dan lalu lintas plasmanutfah untuk perakitan varietas-varietas 
baru adalah semakin besarnya kemungkinan terbawanya patogen 
bersama benih-benih tersebut, karena benih merupakan wahana 
yang sangat cocok bagi patogen untuk menyebar melintasi batasan 
alaminya (Neergard 1988: Agrios 2005).  Dengan menempel di 
permukaan benih atau berada di dalamnya,  patogen dapat melintasi 
gunung, atau bahkan lautan luas sekalipun.  Kenyataan ini,  disadari 
atau tidak telah turut menyebarkan bahkan memasukkan patogen 
baru ke Indonesia diantaranya adalah bakteri Cmm penyebab 
penyakit kanker bakteri pada tomat. 

Sampai sejauh ini belum banyak laporan tentang gejala 
penyakit ini di berbagai sentra produksi tomat Indonesia.  
Berdasarkan laporan Sumarti (2009) Cmm sudah ada di Indonesia 
dan berhasil diisolasi dari batang tanaman tomat bergejala asal 
Kabupaten Solok, Sumatera Barat. Penyakit ini sudah ada di 
Indonesia tetapi gejalanya belum diketahui oleh pihak pengamat 
hama dan penyakit, begitu juga petani. Berdasarkan wawancara 
langsung kami dengan pihak-pihak tersebut, memperkuat keyakinan 
penyakit ini sudah ada di sentra produksi tomat di Indonesia. Gejala 
dan ciri-ciri penyakit ini belum dikenal mereka. Kemungkinan lain, 
persentase tanaman terserang masih jauh di bawah ambang 
ekonomis sehingga belum menjadi perhatian. 

Berdasarkan kondisi tersebut di atas, pada tahap pertama dari 
kegiatan penelitian ini telah dilakukan upaya pelacakan penyakit 
kanker bakteri di enam propinsi Indonesia. Keenam propinsi 
tersebut adalah Sumatera Utara, Sumatera Barat, Bengkulu, Jawa 
Barat, Jawa Tengah, dan Jawa Timur. Masing-masing propinsi 
tersebut merupakan sentra produksi tomat Indonesia (Direktorat 
Jenderal Bina Produksi Hortikultura Departemen Pertanian 2005). 
Diharapkan dari sini dapat diperoleh informasi tentang keberadaan 
penyakit ini di sentra produksi tomat Indonesia dan sejauh mana 
penyebarannya. Pada tahap ini dikumpulkan isolat bakteri penyebab 
penyakit kanker pada tomat dari semua daerah sentra produksi. 
Selanjutnya dideteksi, analisis karakter molekuler isolat tersebut dan 
upaya pengendaliannya. Kegiatan ini merupakan bagian dari 
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penelitian yang berjudul : Penyebaran dan karakterisasi molekuler 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) serta 
perlakuan benih untuk mengeliminasi Cmm pada tomat.  

 
Fokus Pembahasan Buku 

 
Penelitian yang penulis sajikan dalam buku ini memiliki tujuan 

untuk (1) Memantau keberadaan Cmm dengan mengumpulkan 
sampel buah dan tanaman tomat yang bergejala serangan, 
memperkirakan serangan penyakit di lapangan, mengidentifikasi 
keberadaan Cmm, dan menentukan penyebaran Cmm di Sumatera 
and Jawa. (2) Mendeteksi dan mengkarakterisasi molekuler Cmm 
melalui amplifikasi PCR terhadap gen serine protease dan 16S rRNA, 
menentukan sekuen nukleotida gen serine protease dan 16S rRNA 
tersebut, mengidentifikasi bakteri-bakteri yang berasosiasi dengan 
penyakit kanker pada tomat, dan menganalisis diversitas sekuen 
nukleotida gen serine protease dan 16S rRNA dari Cmm yang diteliti. 
(3) Mempelajari reaksi ketahanan genotipe tomat terhadap Cmm 
melalui cara inokulasi yang efektif dan melihat korelasi ketahanan 
genotipe tomat terhadap aktivitas peroksidase. (4) Menskrining 
minyak dan ekstrak tumbuhan yang mampu menghambat Cmm 
secara in vitro, dan mengevaluasi penghambatan minyak dan ekstrak 
tumbuhan terpilih secara in vitro tersebut terhadap benih tomat 
terinfeksi Cmm. (5) Bagian terakhir dari penelitian ini adalah 
mengevaluasi efektivitas perlakuan benih untuk mengeliminasi Cmm 
dengan tetap mempertahankan mutu fisiologis benih tomat 
terinfeksi.  

Kegiatan penelitian dalam buku ini meliputi lima topik 
kegiatan yaitu; (1) Penyebaran Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis di berbagai Sentra Produksi Tomat di Sumatera dan 
Jawa, (2) Deteksi dan Karakterisasi Molekuler Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis berdasarkan Sekuen Gen Serine 
Protease dan 16S rRNA, (3) Reaksi Ketahanan Berbagai Genotipe 
Tomat terhadap Inokulasi Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, (4) Efektivitas Ekstrak Tumbuhan untuk 
Mengeliminasi Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis secara 
in Vitro, (5) Efektivitas Perlakuan Benih dengan Ekstrak Tumbuhan 
untuk Mengeliminasi Cmm dan Perbaikan Mutu Fisiologis Benih 
Tomat Terinfeksi.   
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BAB II 

Landasan Teori 
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Tanaman Tomat 
 

Sistem klasifikasi tumbuhan, tomat (Lycopersicum esculentum 
L.) termasuk ke dalam divisi Spermatophyta (tumbuhan berbiji), sub 
divisi Angiospermae (berbiji tertutup), kelas Dicotyledoneae, ordo 
Tubiflorae, famili Solanaceae dan genus Lycopersicum. Tomat 
merupakan tanaman semusim berbentuk perdu dengan jumlah 
kromosom somatik 2n = 2x = 24 (Jaya 1997).  Tomat berasal dari 
daerah dataran tinggi Andes di Amerika Selatan. Tanaman ini 
diperkirakan masuk ke Asia Tenggara, termasuk Indonesia pada 
abad ke 16-17 (Siemonsma & Piluek 1994).     

Tomat mempunyai akar tunggang dengan batang berbentuk 
silinder dan ditutupi oleh bulu-bulu halus. Tipe pertumbuhannya ada 
yang determinate (contohnya kultivar Intan) dan indeterminate 
(contohnya kultivar Moneymaker).  Bunga tomat berkelamin dua 
(Jaya 1997). Bunga pertama muncul sekitar 5-7 minggu setelah 
tanam pada kondisi optimum. Aslinya tomat adalah menyerbuk 
silang, namun kultivar-kultivar baru cenderung menyerbuk sendiri.  
Penyerbukan umumnya dibantu oleh serangga, pada umumnya 
adalah lebah (Siemonsma & Piluek  1994).  Pollen tube tumbuh 
lambat dan fertilisasi terjadi 50-55 jam setelah polinasi.  Buah akan 
masak 6-8 minggu kemudian. 

Berat 1000 benih tomat sekitar 2,5-3,5 g.  Benih berukuran 3-5 
mm x 2-4 mm berbentuk bulat pipih berwarna coklat terang dan 
berambut, terdiri dari embrio, endosperm dan kulit benih.  Jumlah 
biji dalam satu buah berkisar antara 50-80 pada tomat kecil (cherry 
tomatoes) sampai 250  pada tomat besar  (fresh market cultivar).  
Tipe perkecambahan epigeal.  Benih akan berkecambah 6 hari 
setelah dikecambahkan pada suhu optimum 20-25 0C dan daun 
pertama akan terbentuk seminggu kemudian.  Benih kering, kadar air 
5,5 % dapat bertahan viabilitasnya 90-95 % sampai beberapa tahun 
pada penyimpanan suhu kamar 18-24 0C (Siemonsma & Piluek 1994; 
Desai et al. 1997;  Jaya  1997). 

Tanaman tomat dapat diusahakan di dataran rendah sampai 
tinggi.  Namun produktifitas yang tinggi umumnya diperoleh di 
dataran sedang sampai tinggi.  Temperatur ideal bagi tanaman tomat 
adalah 24–28 0C. Curah hujan yang dibutuhkan antara 750-1250 
mm/tahun dengan irigasi yang baik. Tanah yang subur, sedikit 
berpasir dan kaya akan bahan organik dengan jenis tanah latosol, 
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andosol, dan alluvial dengan kisaran pH 5,5-6,5 merupakan lokasi 
yang ideal bagi pertanaman tomat (Direktorat Jenderal Bina 
Produksi Hortikultura Departemen Pertanian 2005).   

Cuaca yang hangat dengan cahaya matahari berlimpah 
dibutuhkan untuk perkembangan terbaik bagi tanaman tomat, 
namun suhu yang terlalu tinggi menyebabkan tanaman ini tak 
mampu berbuah (Desai et al. 1997).  Pada kondisi yang optimum 
tomat dapat mencapai hasil lebih dari 40 t/ha.  Hasil rata-rata dunia 
25 t/ha pada tahun 1989.  Produktivitas yang cukup tinggi tersebut 
belum dapat diikuti negara berkembang, seperti di negara-negara 
Asia Tenggara yang hasilnya masih sekitar 8-12 t/ha. Sedangkan 
hasil Indonesia selama lima tahun terakhir (2000-2004) masih 
sekitar 12 t /ha dengan luas panen sekitar 50 ribu hektar.  Total areal 
tanaman tomat dunia sekitar 2,7 juta ha dengan produksi sekitar 68 
juta ton (Siemonsma & Piluek 1994).   

Hampir seluruh propinsi di Indonesia memproduksi tomat, 
namun produksi tertinggi dihasilkan oleh pulau Sumatera dan Jawa. 
Lebih dari 80 % produksi tomat Indonesia dihasilkan oleh kedua 
pulau tersebut (Jaya 1997).  Setiap propinsi di Sumatera 
memproduksi tomat. Produksi tomat terbesar berasal dari Sumatera 
Utara (135.410 t), Bengkulu (17.141 t) dan Sumatera Barat   (11.692 
t) diikuti propinsi lainnya di bawah 10 ribu ton masing-masingnya.  
Sementara itu, lebih dari separuh produksi tomat Indonesia 
dihasilkan di Jawa.  Penghasil tomat utama di Jawa adalah Jawa Barat 
(273.818 t), Jawa Timur (38.410 t), dan Jawa Tengah (13.845 t), 
sementara propinsi lainnya menghasilkan tomat dengan produksi 
jauh lebih rendah  (Direktorat Jenderal Bina Produksi Hortikultura 
Departemen Pertanian 2005). 

Tahun 2004 luas pertanaman tomat di Indonesia mencapai 
52.719 ha dengan produktivitas 11,89 ton/ha dan produksi 626.872 
ton. Hasil ini lebih rendah dibandingkan produksi tahun 2003 yaitu 
sebesar 657.459 ton dan produktivitasnya 17,33 ton/ha, sedangkan 
luas pertanaman tomat hanya 47.884 ha (Direktorat Jenderal Bina 
Produksi Hortikultura 2005). Salah satu kendala menurunnya 
produksi tomat karena serangan patogen seperti Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria atau bacterial speck yang disebabkan 
Pseudomonas syringae pv. tomato (bakteri gram negatif), Erwinia 
carrotovora yang berupa busuk lunak (soft-rot), damping-off 
(cendawan patogen yakni Rhizoctonia, Phytium, Fusarium, Sclerotinia 
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dan sebagainya) yang menimbulkan penyakit tanaman. Penyakit 
penting yang lain diantaranya kanker bakteri yang disebabkan oleh 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.   

 
Penyakit Kanker Bakteri pada Tomat 

 
Penyakit kanker bakteri pada tomat pertama kali dilaporkan 

pada tahun 1909 di Michigan, Amerika Serikat oleh Smith (Hayward 
& Waterston, 1964 dan Jones  et al. 1993). Semenjak itu, berbagai 
laporan tentang penyakit ini terus dilaporkan dan dalam Crop 
Protection Compendium (2002) dinyatakan bahwa penyakit kanker 
bakteri yang disebabkan Clavibacter (Corynebacterium) 
michiganensis subsp. michiganensis adalah penyakit yang 
ditransmisikan melalui benih (seed-transmitted patogen) telah 
tersebar di hampir seluruh penjuru dunia.    Penyakit ini merupakan 
salah satu penyakit penting pada tanaman tomat di dunia karena 
dapat menimbulkan kerusakan mencapai 80% (Hadas et al. 2005).  
Inang utama Cmm adalah tomat (Lycopersicum esculentum), 
sedangkan inang sekundernya adalah paprika (Capsicum annuum) 
dan tumbuhan liar black nightshade (Solanum nigrum) (CAB 
International 2007). Berdasarkan laporan Balai Besar Uji Standar 
Karantina Pertanian (BBUSKP) tahun 2006, 2007, dan 2008 Cmm 
telah terdeteksi pada tanaman tomat bergejala yang merupakan 
sampel pemantauan dari Unit Pelaksanaan Teknis (UPT) Teluk Bayur 
Sumatera Barat dengan uji ELISA.  Saat ini belum banyak data yang 
menunjukkan bahwa bakteri tersebut telah ditemukan di Indonesia 
dan sejauh mana penyebarannya.  

Gejala awal yang dapat dilihat adalah bercak dan layu pada 
helaian daun terbawah. Daun yang layu menggulung ke atas, ke arah 
dalam dan kemudian berwarna coklat dan mengering tetapi tidak 
gugur. Seringkali daun yang menunjukkan gejala hanya pada satu sisi 
saja.  Gejala layu akan menjalar dari satu daun ke daun berikutnya, 
bahkan sampai seluruh daun dan menghancurkan seluruh daun 
(Agrios 2005).  Awalnya petiole daun yang layu akan tetap segar 
(Jones et al. 1993). Infeksi stadium awal bakteri Cmm mengkoloni 
pada pembuluh xylem, kemudian ke pembuluh phloem, inti sel, dan 
kortex. Gejala layu pada tanaman merupakan akibat dari 
tersumbatnya pembuluh xylem oleh koloni Cmm dalam konsentrasi 
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tinggi dan adanya produksi exopolysaccharides (EPS) dengan berat 
molekul yang tinggi (Jahr et al. 2000).    

Goresan berwarna terang muncul di batang dan petiole, 
biasanya antara petiole dan batang.  Rengkahan muncul pada 
goresan tersebut dan membentuk kanker. Kondisi cuaca yang panas 
dan lembab, massa bakteri berlendir keluar melalui bagian ini dan 
menyebar ke daun dan buah dan menyebabkan infeksi sekunder 
(Agrios 2005). 

Gejala pada buah kelihatan seperti bercak putih kecil, pusatnya 
kemudian sedikit membengkak, berwarna gelap dan kasar.  Akhirnya 
muncul bercak seperti mata burung (bird’s-eye-like spots) dengan 
bagian tengah coklat dengan diameter sekitar  3 mm dan lingkaran 
(halo) putih sekelilingnya (Agrios 2005).  Secara internal, jaringan 
pembuluh (vascular) di dalam buah yang menuju biji akan berwarna 
kuning, warna kuning dapat juga terjadi pada guratan kaliks.  Gejala 
pada buah ini tak selalu terjadi, tetapi apabila ditemukan akan sangat 
membantu mengenalinya karena gejala ini sangat khas Cmm (Jones et 
al. 1993). 

Irisan longitudinal batang yang terinfeksi garis berwarna 
putih-krem, kuning atau coklat kemerahan dapat dilihat pada 
jaringan yang mengayu dan sepanjang phloem. Jaringan pengangkut 
mengalami diskolorasi kecoklatan dan cavities besar muncul pada 
pith dan korteks dan meluas ke bagian luar batang dimana terbentuk 
kanker.  Diskolorasi pada jaringan pengangkut berlanjut menuju 
buah, baik ke arah luar menuju permukaan dan ke dalam menuju biji, 
dan lobang kecil berwarna gelap akan berkembang di dalam buah 
tersebut (Agrios 2005). 

Infeksi primer dapat berasal dari penyebaran bakteri dari 
benih ke kotiledon atau daun, tetapi kebanyakan infeksi berasal dari 
penetrasi bakteri melalui pelukaan pada akar, batang, daun dan buah. 
Bakteri menyebar pada bagian tersebut melalui penanganan selama 
transplanting, air tanah, hujan, dan melalui kultur teknis seperti 
pemangkasan, pengikatan dan perompesan. Begitu berada di dalam 
tanaman, bakteri memasuki sistem pembuluh dan bergerak dan 
memperbanyak diri pentingnya di jaringan xylem dan bergerak di 
dalamnya dan keluar menuju phloem, kambium, dan korteks, dimana 
akan membentuk luka dan menghasilkan kanker (Agrios 2005). 
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Menurut Neergaard (1988) seed-borne bacteria seringkali 
disebut sebagai “deep-seated” tetapi biasanya terbatas hanya sampai 
di seed-coat. Salah satu contoh Corynebacterium michiganense dari 
jaringan pembuluh terus menyebar melalui khalaza dan terus ke sel-
sel bagian dalam seed-coat tetapi tidak ke endosperm dan embrio. Di 
dalam Working Sheet ISTA Handbook of Seed Health testing No. 67 
dinyatakan bahwa lokasi Cmm adalah di permukaan benih dan di 
bawah kulit benih. 

Bakteri Cmm merupakan bakteri gram positif, aerob, non motil, 
tidak berspora, katalase positif, oksidase negatif (CAB International 
2007,  Schaad et al. 2001). Medium SCM koloni Cmm agak cembung, 
ireguler, mukoida, dengan warna abu-abu sampai hitam (gray-to-
black), sedangkan pada media YDC koloni Cmm berwarna kuning 
cerah sampai kuning tua, cembung, dan mukoida (Fatmi and Schaad 
1998). Klement et al. (1990) menjelaskan bahwa genus Clavibacter 
membentuk koloni yang convex, mucoid, fluidal dengan warna putih, 
kuning atau jingga (orange) pada 1% GNA.  Aktivitas ureasenya 
negatif, pertumbuhan pada suhu 36 0C juga negatif.   Isolat bakteri 
coryneform ini sebaiknya diinkubasi pada suhu 27 0C.  

Uji patogenisitas dan hipersensitivitas merupakan tahapan 
pengujian patogen yang sangat penting.  Kedua pengujian ini 
digolongkan oleh Lelliott & Stead (1987) sebagai uji inang (host test). 
Pengujian ini merupakan indikator yang sangat baik bagi sifat 
(properties) patogenik isolat bakteri dan merupakan metode yang 
paling tepat dalam menentukan identitas bakteri tersebut. Uji 
hipersensitivitas, disarankan menggunakan tumbuhan dengan daun 
yang lembut dan sukulen. Uji patogenisitas, dianjurkan menggunakan 
kultivar yang peka.  

Uji hipersensitivitas, penggunaan tanaman Mirabilis jalapa 
sudah dilaporkan oleh Gitaitis (1990),  Alarcon et al.  (1998) dan 
Anwar et al. (2005). Semua bakteri patogen tanaman punya 
kemampuan menginduksi HR pada tanaman bukan inang, terutama 
bakteri penyebab nekrotik.  HR ditandai dengan kolapsnya jaringan 
tanaman dalam waktu (7-8 jam) setelah diinfiltrasi dengan bakteri 
dengan konsentrasi tinggi (> 107 sel/ml).  Kapasitas menginduksi HR 
dari bakteri merupakan prediket patogenisitas dan digunakan dalam 
kriteria diagnose penyakit yang disebabkan bakteri. Tanaman Nicotiana 
tabaccum yang merupakan indikator standar untuk uji hipersensitivitas 
bakteri gram negatif, juga dapat digunakan untuk bakteri Cmm.   



-11- 

Berbagai metode uji patogenisitas bakteri Cmm telah 
dilaporkan, seperti memotong daun pertama dengan gunting yang 
sebelumnya direndam dengan suspensi Cmm (Moffett et al. 1983) 
atau memotong bagian epikotil sekitar 1 cm dari kotiledon dengan 
gunting yang sebelumnya direndam dengan suspensi Cmm (ISTA 
Worksheet No. 67). Umur/stadia bibit yang dianjurkan oleh van 
Vaerenbergh & Chauveau (1987) adalah setelah bibit mempunyai 
dua helai daun.  Semua uji patogenisitas yang sudah dicoba adalah 
untuk isolat yang berasal dari subtropik dengan kondisi lingkungan 
subtropik. Belum dilaporkan metode uji yang tepat untuk  isolat Cmm 
yang berasal dari Indonesia.  

 
Identitas Patogen Berdasarkan Karakter Molekuler 

 
Metode karakterisasi bakteri dapat dilakukan dengan 

menggunakan analisis fenotipik yaitu dengan mempelajari sifat 
fisiologis atau biokimianya maupun analisis genotipik secara 
molekuler. Seringkali hasil uji biokimia atau fisiologis tersebut sangat 
dipengaruhi oleh faktor lingkungan atau kondisi sel itu sendiri 
karena perbedaan ekspresi gen. Karakterisasi strain-strain dalam 
satu spesies perlu dilihat sifat yang paling mendasar dan relatif stabil 
yaitu dengan analisis genotipik (Suwanto 1994).  

Cara yang efektif mendeteksi bakteri Cmm adalah PCR 
menggunakan pasangan primer CM3/CM4 yang menghasilkan 
potongan DNA ukuran 645 bp (Hadas et al. 2005). Guna mengetahui 
nukleotida DNA 645 bp dapat disekuen dan dianalisis menggunakan 
pangkalan data internet dengan program Blast. Sekuen hasil analisis 
ini ternyata belum dapat mengungkap filogeni dari taksa yang 
berdekatan terhadap identifikasi genus dan spesies bakteri.       

Salah satu teknik standar yang digunakan untuk identifikasi 
bakteri yang belum diketahui spesiesnya adalah menggunakan 
sekuensing gen 16S-rRNA.  Sekuensing gen 16S-rRNA merupakan 
kriteria penting dalam taksonomi mikroba (Krueze ta al. 1999). 
Semua organisme memiliki ribosomal RNA dan merupakan molekul 
target yang baik. Sekuen gen 16S-rRNA sering spesifik spesies dan 
memiliki copy ganda dalam genom mikroba (Dickstein et al. 2001). 
Molekul RNA merupakan kerangka dari ribosomal yang sangat 
berperan dalam proses translasi (Gutell et al. 1994). Peran fungsional 
semua rRNA identik yaitu berperan dalam proses translasi. Peran 
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fungsional semua rRNA identik yakni berperan dalam produksi 
protein, namun ada bagian tertentu dari sekuen tersebut terus 
berevolusi dan mengalami perubahan pada tingkat struktur primer 
sambil terus mempertahankan struktur sekunder dan tersier yang 
homologus. 

Gen 16S rRNA pada bakteri sangat konservatif dengan variasi 
sangat kecil. Adapula beberapa segmen RNA sangat lambat 
evolusinya sehingga filogeni dari taksa yang berdekatan dapat 
dikonstruksi kembali. Kombinasi dari persamaan dan sekuen yang 
bervariasi ini sangat berguna dalam identifikasi genus dan spesies 
bakteri, dan mengungkap bagaimana proses keberadaan bakteri itu 
(Alizadeh et al. 1997).  

Sekuensing gen 16S-rRNA dapat dilakukan pertama-tama 
dengan mengamplifikasi bagian 16S-rRNA dengan menggunakan 
teknik PCR dan primer universal untuk prokaryot.Teknik PCR 
merupakan teknik yang dapat mengamplifikasi DNA secara in vitro 
dengan sensitivitas dan spesifitas yang tinggi untuk deteksi dan 
identifikasi bakteri patogen (Browns et al. 2002; Horita & Tsuchiya 
2001; Lee et al. 1997; Pastrik & Rainey 1999).  

Produk amplifikasi PCR dapat langsung disekuen atau 
dipurifikasi dahulu dan diligasi ke dalam vector.  Sel E. coli 
ditransformasikan dengan plasmid yang berisi insersinya.  Sel ini 
kemudian ditumbuhkan pada kultur cair dan selanjutnya plasmid 
diisolasi dan dipurifikasi kembali. Hasil klon atau produk amplifikasi 
dapat disekuensing menggunakan kit sekuensing yang tersedia 
secara komersial atau menggunakan system sekuensing otomatis. 
Primer universal dapat digunakan untuk PCR maupun sekuensing. 
Hasil sekuensing dapat dianalisis dengan menggunakan pangkalan 
data internet dengan menggunakan fasilitas program Blast. Program 
Blast ini disediakan oleh National Center for Biotecnology Information 
(NCBI) (Dickstein et al. 2001).    

 
Ketahanan Tomat terhadap Cmm 

 
Ketahanan atau resistensi adalah kemampuan organisme 

untuk meniadakan atau mengatasi secara lengkap atau dalam 
beberapa tingkat pengaruh dari patogen atau faktor yang merusak 
lainnya (Agrios 2005). Resistensi terhadap penyakit pada tanaman 
ditunjukkan dengan terbatasnya gejala, yang mencerminkan ketidak 
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mampuan patogen untuk tumbuh, memperbanyak diri dan menyebar 
ke jaringan lainnya.   

Ketahanan tanaman terhadap patogen bakteri terjadi dalam 
dua kelompok yaitu ketahanan pasif dan ketahanan yang terinduksi 
atau ketahanan aktif.  Sistem ketahanan aktif meliputi pertahanan 
struktural, fisis, juga senyawa kimia yang bersifat antimikroba atau 
anti toksin yang telah ada pada tanaman sebelum terinfeksi bakteri 
fitopatogen.  Ketahanan pasif meliputi induksi ketahanan dan reaksi 
hipersensitif oleh elisitor atau fitoaleksin (Habazar & Rivai 2004). 

Infeksi antara patogen yang tidak mampu menginfeksi 
tanaman inangnya dikelompokkan dalam interaksi yang bersifat 
inkompatibel. Interaksi inkompatibel tanaman mempunyai berbagai 
ragam sistem pertahanan yang rumit yang menyebabkan tahan 
terhadap serangan patogen. Selama interaksi inkompatibel, terjadi 
aktivitas metabolisme setelah terinfeksi patogen, terutama 
peningkatan respirasi, penyembuhan luka, suberisasi, kebocoran 
membran, produksi fitoeleksin, akumulasi dan oksidasi fenolik atau 
sintesis aglutinin (Mansfeid et al. 1987; Vance et al. 1980). 

Upaya pemuliaan tomat yang resisten terhadap Cmm telah 
dimulai di USSR semenjak tahun 1949 (Hayward & Waterston 1964) 
dan diteruskan di beberapa negara lain, namun sampai saat ini belum 
didapatkan varietas yang benar-benar resisten (Francis et al. 2001). 
Thompson (1986) dalam Dreier et al. (1997) menyatakan bahwa 
tidak ada kultivar tomat yang resisten terhadap penyakit kanker 
bakteri ini dan belum ada pengendalian secara kimia yang efektif.  
Habazar (1987) menguji di Jerman ketahanan 97 varietas dan galur 
tomat yang berasal dari berbagai negara termasuk 6 varietas dari 
Indonesia dan menemukan bahwa pada umumnya varietas tersebut 
tergolong rentan, hanya 7 varietas yang tergolong tahan yaitu IRAT-
L3 (dari Perancis); MSU 792009, MSU-79 2112, Heinz 2990 (dari 
Amerika); Okitsu Sozai No.1-20 (dari Taiwan).  

Bakteri Cmm dapat bertahan lama di dalam tanah tanpa 
tanaman inang, dimana kelembaban yang tinggi adalah sangat 
menunjang penyebaran penyakit ini.  Penyebaran dapat melalui 
tanah dan benih serta sisa tanaman yang terinfeksi  yang merupakan 
sumber inokulum di lapangan. Menurut Strider (1969) C. 
michiganensis dapat bertahan pada kotiledon yang mengering selama 
5 bulan. 

 



-14- 

Pemberantasan secara total terhadap penyakit ini sulit 
dilakukan, sekalipun telah dilakukan berbagai cara seperti cara 
bercocok tanam yang optimal, tindakan higienis dan perlakuan benih 
atau pemberantasan secara kimia (Bonn & Mac Neill 1983). Tindakan 
pengendalian tersebut sering tidak berhasil bila epidemi penyakit ini 
telah terjadi (Gitatitis et al. 1992).  Salah satu cara yang penting dan 
sering berhasil dalam pengendalian penyakit ini adalah melalui 
penanaman varietas yang tahan.    

Ketahanan genotipe tomat terhadap C. michiganensis telah 
banyak dilakukan penelitian, sebagai sumber ketahanan adalah 
Lycopersicon peruvianum, L. pimpinellifolium dan L. hirsutum (Russel 
1978). Ketahanan tomat terhadap Cmm di Indonesia belum diketahui 
mengingat patogen ini masih baru dilaporkan.  Melalui percobaan ini 
perlu dilakukan uji ketahanan genotipe tomat terhadap Cmm untuk 
menskrining genotipe tomat tahan akibat inokulasi Cmm. Genotipe 
tomat lokal yang ada di Indonesia diduga punya sifat ketahanan 
terhadap Cmm, mengingat genotipe ini sangat adaptif meskipun 
timbul cekaman abiotik (iklim dan pH tanah) dan biotik (serangan 
patogen) di habitatnya. Pekerjaan ini merupakan langkah awal 
program pemuliaan tanaman terhadap pengembangan kultivar 
unggul tahan penyakit kanker bakteri. Langkah pertama adalah 
menguji cara inokulasi suspensi Cmm yang efektif pada tomat, 
sehingga cara inokulasi suspensi yang efektif ini bisa diterapkan 
untuk menguji reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat termasuk 
tomat lokal terhadap Cmm. 

 
Eliminasi Cmm pada benih dengan ekstrak tumbuhan 

 
Pengendalian penyakit kanker bakteri termasuk sulit jika 

sudah terdapat di areal pertanaman. Sampai sejauh ini belum ada 
rekomendasi khusus untuk mengendalikannya di lapangan. 
Mengingat penyakit ini tertular melalui benih maka pengendalian 
yang efektif diperkirakan adalah dengan perlakuan benih (seed 
treatment). Hasil penelitian perlakuan benih sudah dilaporkan 
seperti perendaman benih dengan HCl (Fatmi et al. 1991 dan Desai et 
al. 1997), air hangat, pengaliran udara panas (Maude 1987) dan 
Anwar et al. (2004a) melaporkan bahwa minyak cengkeh cukup 
efektif menekan populasi bakteri Cmm pada benih tomat terinfeksi.     
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Pendekatan pengendalian penyakit dewasa ini juga beralih 
dengan menekankan metode yang ramah lingkungan.  Bahan alami 
(ekstrak tumbuhan) seperti minyak atsiri dalam pengendalian 
penyakit merupakan pilihan yang banyak disarankan akhir ini. 
Indonesia memiliki kekayaan bahan alam yang banyak dan sangat 
terbuka lebar untuk menggali potensi ini.  Saat ini belum ada laporan 
mengenai efektivitas ekstrak tumbuhan untuk pengendalian Cmm 
pada benih tomat, kecuali minyak cengkeh. Pemilihan bahan ekstrak 
tumbuhan yang baik untuk perlakuan benih adalah bahan yang dapat 
mengontrol patogen secara efektif, tidak berbahaya bagi benih, 
ekonomis, mudah didapat, tidak merusak, stabil dalam waktu yang 
panjang, tidak berbahaya/beracun bagi lingkungan (ternak dan 
manusia) (Nurdin et al. 2001). 

Minyak cengkeh sebagai antimikrobial sudah banyak dilakukan 
seperti Arora & Kaur (1999), Dorman & Deans (2000), menghambat 
bakteri gram positif dan negatif yang menyebabkan pembusukan 
daging (Quattara et al.  1996). Minyak atsiri Azadirachta indica (Paul 
& Sharma 2002), sirih hutan menghambat parasit Leishmania 
amazonensis (Torres-Santos et al. 1996), daya insektisida, anti 
bakteri  dan molluscicidal (Rali et al. 2007; Gomez et al. 1997; Orjala 
et al. 1998; Torres-Santos et al. 1999; Novotny et al. 2003). 
Temulawak bahan aktif xanthorizol mempunyai aktivitas fungisida 
(Rukayadi et al. 2006), mempunyai efek anti-inflammantory, 
karsinogenik, hepatoprotective (Fuganti & Serra 2000; Park et al. 
2003). Kulit kayu manis manis sebagai antifungi (Saccharomyces 
cerevisiae) (Belitz & Grosch 1999; Maidment et al. 2006) dan 
antimikroba gram positif (Staphylococcus albus) dan gram negatif 
(Escherichia coli) (Friedman et al. 2002), antibakteri Listeria 
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella 
dysentria, Bacillus cereus dan Staphylococcus aureus (Burt 2004).   

Perbaikan mutu fisiologis benih menjadi pertimbangan utama 
ketika eliminasi patogen dengan ekstrak tumbuhan karena benih 
yang terserang patogen akan mengalami kemunduran mutu lebih 
cepat. Perlu diuji kemampuan bahan ekstrak tumbuhan dalam 
mengeliminasi Cmm yang terinfeksi pada benih yang 
diinkorporasikan dalam matriconditioning. Media yang biasa 
digunakan untuk matriconditioning adalah karbon aktif, abu gosok, 
serbuk gergaji dan arang sekam (Yunitasari & Ilyas 1994). 
Matriconditioning bertujuan untuk mencegah terjadinya infeksi yang 
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disebabkan oleh patogen yang terbawa benih baik di dalam, di 
permukaan maupun bersama benih sehingga akan didapatkan benih 
yang sehat.  Perlakuan benih dapat pula melindungi benih dari 
serangan patogen yang berada dalam  tanah.   

Conditioning adalah peningkatan proses fisiologi dan biokimia 
selama penghambatan perkecambahan dengan penambahan air 
terkontrol pada media imbibisi dengan potensial air rendah sehingga 
dicapai keseimbangan potensial air pada benih dan media imbibisi 
(Khan 1992). Matriconditioning dengan media karbon aktif dengan 
atau tanpa penambahan fungisida sintetis ataupun botani seperti 
minyak cengkeh telah dilakukan untuk menguji efektivitas perlakuan 
benih terhadap kemampuannya melindungi benih cabai dari patogen 
seedborne Colletotrichum capsici, dengan nisbah 2 : 1 : 1 (benih : 
ekstrak tumbuhan : karbon aktif) pada suhu 22 oC selama 3 hari 
(Ilyas & Sudarsono 2002). Penelitian lainnya bubuk arang sekam 
(210 µ) digunakan sebagai media matriconditioning benih cabai 
dengan nisbah 2 : 2 : 1,5  pada suhu 20 0C selama 4 hari.  Penelitian 
Untari (2004), pada benih cabai merah yang diberi perlakuan 
fungisida nabati yang dikombinasikan dengan  matriconditioning 
menunjukkan penurunan tingkat kontaminasi Colletotrichum capsici. 
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BAB III  
Penyebaran Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis di Berbagai Sentra 
Produksi Tomat Di Sumatera dan Jawa 
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Pengantar  
 

Kanker bakteri, disebabkan oleh Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis (Cmm) adalah penyakit baru pada tomat di 
Indonesia.  Keberadaannya secara resmi dilaporkan tahun 2004.  
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memonitor keberadaan Cmm 
diberbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa. Sampel 
tomat menunjukkan gejala infeksi Cmm dikumpulkan dari berbagai 
sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa dan agen penyebab 
penyakit  diisolasi dari sampel. Berdasarkan type serangan Cmm 
yang menginfeksi tomat, gejala serangan berkisar antara 1-20%. 
Terhadap sejumlah 74 sampel tanaman tomat, diperoleh 24 isolat 
memiliki koloni morfologi sama dengan Cmm. Setelah uji fisiologis, 
reaksi hipersensitif dan patogenisitas, 18 isolat berasal dari 15 sentra 
produksi tomat di enam propinsi Sumatera dan Jawa diidentifikasi 
sebagai Cmm. Walaupun serangan penyakit masih rendah, penelitian 
menunjukkan bahwa Cmm telah ada di Indonesia dan telah menyebar 
di sejumlah  sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa.  
Identifikasi positif Cmm dari sampel tomat  seharusnya menjadi 
peringatan bagi semua pihak yang terkait terhadap produksi tomat di 
Indonesia, khususnya bertanggungjawab dalam regulasi 
perdagangan benih, importasi dan karantina tumbuhan. 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), 
menyebabkan penyakit kanker bakteri pada tomat, adalah bakteri 
patogen yang dapat ditularkan melalui benih. Kanker bakteri telah 
menyebabkan kerusakan serius pada tanaman tomat (Hayward & 
Waterston 1964). Penurunan hasil akibat infeksi Cmm pada tomat 
bisa mencapai 80% (Chang & Pataki 1992; Vasinauskienë 2002). 
Pertumbuhan Cmm dan perkembangan penyakit optimal pada cuaca 
panas dengan suhu 26 – 28 0C (Hayward & Waterston 1964). 

Kanker bakteri merupakan penyakit baru di Indonesia sejak 
negara ini dilaporkan bebas dari penyakit kanker bakteri hingga 
tahun 2002. Deteksi Cmm pada benih tomat yang diperdagangkan 
secara komersial di Indonesia pertama kali dilaporkan oleh Anwar et 
al. (2004a,b). Ada kemungkinan patogen ini telah menyebar ke 
sejumlah sentra produksi tomat di Indonesia. 
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Cmm bisa saja dimasukkan ke pusat-pusat produksi melalui 
benih yang terinfeksi. Cmm dapat dengan cepat menyebar di antara 
tanaman tomat melalui berbagai cara dan infeksi Cmm skala besar 
pada tanaman tomat dapat terjadi hanya dalam beberapa musim. 
Akan sulit untuk membasmi Cmm setelah patogen  dikenal dan 
terbentuk di daerah tertentu (Ark 1994; Fatmi & Schaad 2002). Oleh 
karena itu, pemantauan keberadaan patogen ini dan seberapa luas 
penyebarannya di lapangan merupakan langkah yang diperlukan 
dalam mencegah penyebaran kanker bakteri lebih lanjut. 
Pengumpulan langsung Cmm yang dicurigai dari tomat yang ditanam 
di lapangan yang terinfeksi diikuti dengan analisis menggunakan 
prosedur laboratorium standar untuk identifikasi Cmm perlu 
dilakukan. 

Penelitian ini bertujuan untuk memantau keberadaan Cmm di 
berbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa. Tujuan 
khusus penelitian ini adalah (1) mengumpulkan sampel buah dan 
tanaman tomat yang menunjukkan gejala infeksi Cmm, (2) 
memperkirakan kejadian penyakit di lapangan berdasarkan gejala 
infeksi Cmm, (3) mengidentifikasi adanya Cmm antara sampel tomat 
yang dikumpulkan, dan (4) untuk mengetahui sebaran Cmm di 
berbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa. 

 
Koleksi Sampel Tomat yang Terinfeksi Cmm 

 
Sampel Cmm dari jaringan dan buah tanaman tomat yang 

terinfeksi dikumpulkan sampai dengan Juli 2006. Sampel yang 
dikumpulkan terdiri dari daun, batang, dan buah yang menunjukkan 
berbagai gejala yang berhubungan dengan infeksi Cmm. Pengambilan 
sampel dilakukan dengan stratified random sampling dari berbagai 
sentra produksi tomat utama di Sumatera dan Jawa. Lihat bagian 
hasil untuk lokasi pengambilan sampel tomat. 

Bahan tanaman yang dikumpulkan diambil dari masing-masing 
lokasi dan dibawa kembali secara langsung atau dikirim melalui pos 
kilat (Titipan Kilat - TIKI) dari lokasi ke Padang, Sumatera Barat. 
Isolasi bakteri patogen dari sampel tomat dilakukan di Lab 
Bakteriologi Jurusan Fitopatologi Fakultas Pertanian Universitas 
Andalas Sumatera Barat. 
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Peristiwa pendugaan infeksi Cmm dievaluasi dengan observasi 
lapangan langsung di setiap lokasi. Jumlah tanaman tomat yang 
menunjukkan gejala infeksi Cmm dicatat dan persentase kemunculan 
gejala di antara perkebunan tomat dihitung. 
 
Isolasi Cmm Terduga dari Sampel Tomat 

 
Sampel tomat yang dikumpulkan (5 g) dicelupkan selama 15 

menit dalam 15 ml buffer fosfat tris (PBT) pada suhu 4 °C dan 
dihomogenkan menggunakan mortar dan alu. Setelah sentrifugasi 
pada 1,844 xg selama 5 menit, ekstrak tumbuhan supernatan 
dipindahkan ke dalam tabung sentrifus mikro steril dan diberi label 
sebagai stok murni. Pengenceran serial 10-1 dan 10-2 dibuat dari 
masing-masing stok yang tidak diencerkan menggunakan PBT steril. 
Selanjutnya, masing-masing ekstrak yang tidak diencerkan dan 
diencerkan (100 l) dilapiskan dua kali ke media agar nutrien (NA) 
dan diinkubasi pada suhu 23-27 °C. 

Kemunculan koloni bakteri pada media NA dievaluasi 2 minggu 
setelah pelapisan. Semua koloni bakteri yang menunjukkan karakter 
yang mirip dengan koloni Cmm referensi dipindahkan ke media YDC. 
Koloni bakteri terpilih yang tumbuh pada media YDC yang 
menunjukkan kesamaan karakteristik koloni Cmm referensi (kuning, 
basah, dan mukoid) diisolasi dan dievaluasi berbagai karakter 
fisiologisnya. Suspensi isolat Cmm 542 (Anwar et al. 2004b; Anwar et 
al. 2005) pada 102, 103, dan 104 cfu.ml-1 disepuh pada media NA 
dan YDC dan digunakan sebagai kontrol. 

 
Identifikasi Isolat Bakteri yang Dicurigai 

 
Koloni Cmm yang dicurigai diidentifikasi dari media YDC 

menjadi sasaran reaksi Gram (Suslow et al. 1982; Kritzman 1991; 
Fatmi dan Schaad 1998), produksi pigmen fluoresen, aktivitas 
pektinase, oksidasi dan uji reduksi nitrat, berturut - turut. Isolat yang 
dicurigai juga ditumbuhkan pada media TTC dan diuji toleransinya 
terhadap NaCl 6%. Cmm isolat 542 juga dikenai pengujian yang sama 
dan digunakan sebagai kontrol. 

Setelah serangkaian uji fisiologis, isolat bakteri yang secara 
fisiologis diidentifikasi mirip dengan Cmm menjadi sasaran uji reaksi 
hipersensitif (HR) menggunakan daun Nicotiana tabacum dan 
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Mirabilis jalapa (Gitaitis 1990; Alarcon et al. 1998) dan diuji 
patogenisitasnya menggunakan tomat bibit. Pengujian HR dilakukan 
dengan menyuntikkan isolat bakteri yang diuji ke dalam daun N. 
tabacum dan M. jalapa menggunakan jarum suntik 1 ml (Alarcon et 
al. 1998; Anwar et al. 2005). Terjadinya lesi nekrotik pada daun yang 
disuntik setelah 24 jam menunjukkan hasil positif untuk tes HR. 

Uji patogenisitas dilakukan dengan menggunakan bibit tomat 
rentan Cmm umur empat minggu cv. Marta. Inokulasi bibit dengan 
isolat bakteri uji dilakukan dengan memotong epikotil pada 1 cm di 
atas kotiledon menggunakan gunting. Gunting sebelumnya telah 
dicelupkan ke dalam suspensi bakteri yang diuji (107 cfu.ml-1). Bibit 
yang diinokulasi ditutup dengan kantong plastik transparan untuk 
menjaga kelembaban dan diinkubasi selama 48 jam di rumah kaca. 
Terjadinya gejala khas yang terkait dengan infeksi Cmm seperti layu 
kotiledon, perubahan warna jaringan, dan layu atau kematian bibit 
dicatat dan digunakan untuk menentukan patogenisitas isolat yang 
diuji terhadap tanaman tomat. 

 
Distribusi Cmm di Berbagai Sentra Produksi Tomat 

 
Survei yang dilakukan di berbagai lokasi di Jawa dan Sumatera 

(Tabel 1) menghasilkan 74 sampel tomat yang menunjukkan gejala 
infeksi Cmm. Sampel terdiri dari daun atau batang (72 sampel) dan 
buah yang menunjukkan gejala bercak mata burung (2 sampel). 
Berbagai gejala yang ditunjukkan oleh tanaman tomat dari beberapa 
sentra produksi tomat disajikan pada Tabel 1. Representatif gejala 
yang ditunjukkan oleh tanaman tomat dan tepat pada buah dari 
Solok, Kediri, Banjarnegara dan Cianjur disajikan pada Gambar 1. 
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Gambar 1 Contoh tomat yang menunjukkan gejala khas yang dicurigai  

infeksi Cmm yang diamati di lapangan. (a) Buah tomat menunjukkan gejala 
bercak mata burung (panah) dari Danau Kembar, Solok, Sumatera Barat dan 

tanaman tomat menunjukkan (b) nekrosis batang (perubahan warna 
jaringan) dari Cipanas, Cianjur, Jawa Barat (c) daun layu dan nekrosis pada 
lingkar daun Matus, Kediri, Jawa Timur (d) batang menghitam, daun layu 

dan nekrosis di lingkar daun Wanayasa, Banjarnegara, Jawa Tengah dan (e) 
sekret batang pecah dan menunjukkan perubahan warna empulur (panah) 

dari Lembah Gumanti, Solok, Sumatera Barat. 

Kejadian Dugaan Infeksi Cmm di Lapangan 

Peneliti melakukan wawancara dengan petani lokal 
menunjukkan bahwa sebagian besar dari mereka tidak mengenali 
gejala infeksi Cmm pada tomat. Survei yang dilakukan berdasarkan 
kejadian gejala khas infeksi Cmm pada tanaman tomat menunjukkan 
bahwa kejadian dugaan infeksi Cmm berkisar antara 1–20% (Tabel 
1). Insiden penyakit tertinggi (sampai 20%) diamati di Pejawanan, 
Banjarnegara, Jawa Tengah, dan di Pujon, Malang, Jawa Timur (Tabel 
1). Insiden penyakit berkisar antara 10-12 % diamati di Ngantang, 
Malang, Jawa Timur; Wanayasa, Banjarnegara, Jawa Tengah; Baso 
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dan Banuhampu, Agam, Sumatera Barat, dan Peceran, 
Berastagi/Karo, Sumatera Utara. Insiden hingga 5-7% diamati di 
Logumba, Berastagi/Karo, Sumatera Utara, Cipanas dan Pacet, 
Cianjur, Jawa Barat. 

 
Tabel 1. Lokasi pengambilan sampel tomat, pengamatan gejala sampel yang 

dikumpulkan, kejadian penyakit dan jumlah isolat bakteri yang teridentifikasi positif 
sebagai Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) dari berbagai sentra 

produksi tomat di Sumatera dan Jawa. 

Provinsi: Lokasi, 
Kabupaten 

Gejala yang diamati pada sampel 
tomat yang dikumpulkan 

Insiden 
penyakit 

(%) * 

Jumlah 
isolat Cmm 

** 
Sumatera Utara:    
Peceran, Berastagi/ Karo Batang tomat kerdil yang 

menghitam 
2-10 3 

Logumba, Berastagi Batang tomat kerdil yang 
menghitam 

1-5 1 

Sumatera Barat:    
Danau Kembar, Solok Gejala bintik mata burung 1-3 2 
Lembah Gumanti, Solok Membagi sekresi batang   0.8 1 
Tanjung Baru, Tanah Datar Daun layu dan nekrosis pada tepi 

daun 
1-4 1 

Baso, Agam Daun layu dan nekrosis pada tepi 
daun 

2-11 1 

Banuhampu, Agam Nekrosis batang (perubahan 
warna jaringan) 

2-10 1 

IV Angkek, Agam Daun layu dan nekrosis pada tepi 
daun 

1-2 1 

Bengkulu:    
Selupu Rejang, Rejang 
Lebong 

Daun layu dan nekrosis pada tepi 
daun, nekrosis batang 

 0.8 1 

Talang Rimbo, Kepahiang Batang tomat kerdil yang 
menghitam 

 0.8 1 

Jawa barat:    
Cipanas, Cianjur Daun layu dan nekrosis pada tepi 

daun 
1- 5 2 

Pacet, Cianjur Membagi sekresi batang 1-7 1 
Jawa Tengah:    

Pejawanan, Banjarnegara Nekrosis batang, daun layu dan 
nekrosis pada tepi daun 

2-20 1 

Wanayasa, Banjarnegara Membagi sekresi batang dan 
menunjukkan perubahan warna 
empulur 

5-10 2 

Jawa Timur:    
Matus, Kediri Daun layu dan nekrosis 2-4 1 
Kepung, Kediri Membagi sekresi batang dan 

menunjukkan perubahan warna 
empulur 

2 2  

Pujon, Malang Nekrosis batang, daun layu dan 
nekrosis pada tepi daun 

3-20 1 

Ngantang, Malang Nekrosis batang 5-12 1 
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Keterangan: 
*Kejadian penyakit dihitung berdasarkan jumlah gejala yang dicurigai yang 

diamati pada tanaman di lapangan. 
 **Identifikasi isolat bakteri yang dicurigai sebagai Cmm dilakukan 
berdasarkan karakteristik morfologi dan fisiologis isolat. 

 
Di berbagai lokasi yang disurvei, tomat cv. Marta merupakan 

kultivar tomat yang paling banyak menunjukkan gejala infeksi Cmm. 
Kultivar ini direkomendasikan untuk dibudidayakan di dataran 
tinggi. Varietas tomat lain yang menunjukkan gejala infeksi Cmm di 
lapangan adalah tomat cvs. Permata, Montera, dan Cosmonot. 
Keempat kultivar tomat tersebut merupakan kultivar yang paling 
banyak ditanam di Sumatera Utara, Sumatera Barat, Bengkulu, Jawa 
Timur, dan Jawa Barat. 
 
Isolasi Cmm dari Sampel Tomat 

 
Isolat bakteri yang ditumbuhkan pada media NA menunjukkan 

banyak morfologi koloni yang berbeda. Dari koloni yang dievaluasi, 
hanya 24 yang menunjukkan morfologi yang mirip dengan isolat 
Cmm referensi 542 dan 24 isolat ini dipilih untuk percobaan lebih 
lanjut. 

Untuk mendapatkan koloni tunggal murni, 24 isolat disebarkan 
ke media YDC dan diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu kamar. 
Koloni Cmm yang diharapkan pada media YDC harus tumbuh lambat, 
berlendir, dan berwarna kuning hingga jingga pucat (Anwar et al. 
2005). Hasil pemurnian koloni tunggal menunjukkan bahwa enam 
isolat bukan Cmm dan hanya 18 isolat (Tabel 2) yang berwarna 
kuning dan merupakan koloni berlendir dan basah (Gambar 2a). 
Keenam isolat bakteri lainnya tumbuh cepat dan tidak menunjukkan 
koloni berlendir maupun kuning hingga pucat pada media YDC. 

 
Identifikasi Isolat Bakteri 

 
Berbagai tes fisiologis dilakukan untuk mengkonfirmasi 

identitas isolat sebagai Cmm. Hasil evaluasi menunjukkan 18 isolat 
terpilih adalah gram positif (Tabel 2). Hasil juga menunjukkan bahwa 
18 isolat tersebut semuanya menunjukkan hasil uji fisiologis yang 
sama dengan isolat Cmm 542 (Tabel 2), yang menunjukkan bahwa 
mereka adalah Cmm. 
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Isolat kontrol Cmm 542 jelas menginduksi respon HR positif 
pada daun N. tabacum dan M. jalapa (Tabel 2). Hasil tes HR 
menunjukkan bahwa 17 dari 18 isolat juga menginduksi respon HR 
pada daun kedua spesies (Tabel 2). Satu isolat (KAR19), meskipun 
secara fisiologis menunjukkan karakter yang mirip dengan isolat 
Cmm 542, tidak menginduksi respon HR baik pada N. tabacum atau 
M. jalapa. 

 

 

Gambar 2. Hasil representatif uji fisiologis terhadap isolat yang dicurigai 
Cmm diperoleh dari berbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa. 

(a) Morfologi koloni bakteri yang dicurigai sebagai Cmm pada media TSA 24 
jam setelah pelapisan. (b) Hasil positif uji Gram dengan larutan KOH pada 
isolat SLK 11 asal Danau Kembar, Solok, Sumatera Barat, (c) Uji pektinase 
pada isolat AGM-3 dari Baso, Agam, Sumatera Barat dan (d) Uji oksidasi 

pada isolat RJL -74 dari Talang Rimbo, Kepahiang, Bengkulu. 
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Hasil uji patogenisitas selanjutnya menegaskan identitas isolat 
sebagai Cmm. Inokulasi 11 dari 18 isolat ke bibit tomat menghasilkan 
gejala yang mirip dengan isolat Cmm 542 (Tabel 2) dan 11 isolat ini 
diidentifikasi positif sebagai Cmm. Meskipun menunjukkan hasil yang 
tidak konsisten, uji patogenisitas dari enam isolat lainnya juga positif 
mengidentifikasi mereka sebagai Cmm. Setelah inokulasi bibit tomat 
dengan enam isolat yang dicurigai, beberapa bibit menunjukkan 
gejala khas infeksi Cmm sementara yang lain tidak. Selain itu, bibit 
yang diinokulasi juga menunjukkan berbagai tingkat keparahan 
gejala. 

Meskipun isolat KAR19 tidak menginduksi respon HR, bibit 
tomat yang diinokulasi dengan isolat ini menunjukkan gejala khas 
infeksi Cmm pada setidaknya satu bibit tomat. Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa isolat KAR19 juga Cmm. Inokulasi isolat BJN28 
pada bibit tomat menghasilkan gejala negatif infeksi Cmm (Tabel 2). 
Namun, karakter fisiologis isolat BJN28 mirip dengan isolat Cmm 542 
dan memang menginduksi respon HR pada N. tabacum dan M. jalapa 
(Tabel 2). Uji patogenisitas lebih lanjut perlu dilakukan untuk 
memastikan identitas isolat BJN28. Ini tetap harus dilakukan. 
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Tabel 2. Karakteristik isolat bakteri yang diduga sebagai Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) dari berbagai sentra produksi 

tomat di Sumatera dan Jawa. 

Nomor 
Kode 

Isolasi 

Asal 
pendugaan 

Isolasi Bakteri 

Karakteristik isolat 

A B C D E F G H I 
 
J 

 
K 

 
L 

KAR-15 Peceran, 
Berastagi/Karo 

+ + - + + - - + + + - + 

KAR-17 Peceran, 
Berastagi/Karo 

+ + - + * - - + + + - + 

KAR-19 Peceran, 
Berastagi/Karo 

+ + - - * - - + + + - + 

KAR-22 Logumba, 
Berastagi/Karo 

+ + - + + - - + + + - + 

AGM-1 IV Angkek, 
Agam 

+ + - + * - - + + + - + 

AGM-3 Baso, Agam + + - + + - - + + + - + 
AGM-7 Banuhampu, 

Agam 
+ + - + + - - + + + - + 

SLK-9 Danau Kembar, 
Solok 

+ + - + + - - + + + - + 

SLK-11 Danau Kembar, 
Solok 

+ + - + + - - + + + - + 

SLK-13 Lembah 
Gumanti, Solok 

+ + - + * - - + + + - + 

TND-5 Tanjung Baru, 
T. Datar 

+ + - + * - - + + + - + 

RJL-74 Talang Rimbo, 
Kepahiang 

+ + - + + - - + + + - + 

CJR-45 Cipanas, 
Cianjur 

+ + - + + - - + + + - + 

CJR-53 Pacet, Cianjur + + - + * - - + + + - + 
BJN-28 Wanayasa, 

Banjarnegara 
+ + - + - - - + + + - + 

MLG-65 Pujon, Malang + + - + + - - + + + - + 

MLG-66 Kepung, Kediri + + - + + - - + + + - + 

KDR-68 Matus, Kediri + + - + + - - + + + - + 
Cmm 
542 

PRI, 
Wageningen-
Holland 

+ + - + + - - + + + - + 

Kunci: Karakteristik isolat bakteri:: (A) Uji Reaksi Gram, (B) Uji Pektinase, 
(C) Uji Oksidasi, (D) Uji Respon Hipersensitif (HR), (E) Uji Patogenisitas 
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pada Bibit Tomat cv. Marta, (F) Uji Pigmen Fluorescent pada medium King's 
B, (G) Uji Reduksi Nitrat, (H) Uji Aerobik, (I) Toleransi terhadap NaCl 6%, (J) 
Uji Protease, (K) Uji Sulfida (H2S) , (L) Uji Katalase *Menunjukkan hasil uji 
Patogenisitas yang tidak konsisten pada bibit tomat yang diuji. 

 
Enam isolat bakteri yang diidentifikasi non-Cmm berdasarkan 

morfologi koloninya juga menunjukkan karakteristik fisiologis yang 
berbeda dibandingkan dengan isolat Cmm 542. Keenam isolat bakteri 
non-Cmm juga tidak menginduksi respon HR pada daun N. tabacum 
dan M. jalapa maupun gejala khas infeksi Cmm pada bibit tomat (Data 
tidak disajikan). Hasil tersebut mengkonfirmasi identitas isolat ini 
sebagai non-Cmm. 
 
Diskusi 

 
Masuknya suatu penyakit baru ke daerah atau negara tertentu 

seperti Indonesia merupakan salah satu konsekuensi dari banyak 
perdagangan dan pertukaran benih antar negara (Chang et al. 1989, 
1991). Impor benih gratis ke Indonesia dan pertukaran plasma 
nutfah untuk program pemuliaan pada tahun 2000 mungkin telah 
memperkenalkan patogen tertentu yang sebelumnya tidak ada di 
Indonesia, seperti Cmm. Hasil penelitian lebih lanjut menunjukkan 
bahwa Cmm, agen penyebab kanker bakteri pada tomat, telah ada di 
Indonesia dan tersebar di beberapa sentra produksi tomat di 
Sumatera dan Jawa. 

Hasil positif identifikasi Cmm dari sampel tomat yang dicurigai 
harus dilihat sebagai tanda peringatan bagi semua pemangku 
kepentingan produksi tomat di Indonesia, terutama yang 
bertanggung jawab dalam mengatur perdagangan benih, impor dan 
karantina tanaman. 

Di beberapa lokasi, infeksi Cmm hanya terjadi pada satu atau 
dua tanaman, menunjukkan bahwa penyebaran patogen ini masih 
terbatas. Namun, jika tidak dikelola dengan benar, kondisi tersebut 
dapat berkembang menjadi infeksi yang menyebar luas di antara 
perkebunan tomat dan mengakibatkan wabah kanker bakteri yang 
akan menyebabkan kerugian besar bagi petani tomat. Oleh karena 
itu, petani tomat di daerah yang disurvei harus waspada terhadap 
penyakit tomat yang baru diperkenalkan ini untuk mencegah 
kemungkinan wabah kanker bakteri. Wabah kanker bakteri akibat 
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infeksi Cmm telah dilaporkan di berbagai negara (Hausbeck et al. 
2000; Sahin et al. 2002). 

Gejala infeksi Cmm yang diamati di lapangan antara lain daun 
layu dan nekrosis pada tepi daun (Basim et al. 2004), buah 
menunjukkan gejala bercak mata burung (Medina-Mora 2001), serta 
kanker batang dan batang pecah (Burokiene et al. .2005). Gejala layu 
daun pada tanaman tomat terjadi karena infeksi Cmm berkembang 
secara unilateral dari posisi bawah ke atas pada batang dan akhirnya 
merusak seluruh daun. Pada percobaan ini diamati gejala bird's eye 
spot di Danau Kembar, Solok, Sumatera Barat; sekret batang terbelah 
dan perubahan warna empulur diamati di Lembah Gumanti, Solok, 
Sumatera Barat; daun layu dan nekrosis pada tepi daun di Matus, 
Kediri, Jawa Timur; batang menghitam, daun layu dan nekrosis pada 
tepi daun diamati di Wanayasa, Banjarnegara, Jawa Tengah; 

Inkonsistensi antara survei lapangan dan pengamatan 
laboratorium tidak dapat mengesampingkan fakta bahwa Cmm telah 
diidentifikasi secara positif di sejumlah lokasi yang disurvei. Gejala 
infeksi Cmm di lapangan seringkali mirip dengan Xanthomonas spp. 
Infeksi (bakteri gram negatif) pada tomat. Dalam kasus seperti itu, 
survei lapangan berdasarkan gejala mungkin menghasilkan insiden 
penyakit yang lebih tinggi daripada yang diidentifikasi secara positif 
sebagai infeksi Cmm berdasarkan studi laboratorium. Gejala yang 
salah diidentifikasi di lapangan yang disebabkan oleh Xathomonas 
spp. dapat dengan mudah dihilangkan di laboratorium dengan uji 
reaksi Gram sederhana, karena Xanthomonas spp. adalah gram 
negatif sedangkan Cmm adalah gram positif. 

Selanjutnya, uji HR menggunakan daun N. tabacum dan M. 
jalapa (Gitaitis 1990) dapat digunakan sebagai indikator cepat untuk 
memverifikasi keberadaan Cmm. Dengan menggunakan tes HR ini, 
identifikasi Cmm positif hanya dapat dilakukan setelah 12 jam 
inokulasi bakteri yang dicurigai ke dalam daun N. tabacum dan M. 
jalapa. Di sisi lain, pengujian patogenisitas menunjukkan hasil yang 
bervariasi dalam penelitian ini. Identifikasi positif Cmm yang 
diharapkan adalah bibit tomat yang diinokulasi menunjukkan gejala 
layu kotiledon, hipokotil, kematian bibit yang diinokulasi (Gitaitis et 
al. 1991; Anwar et al. 2005). Namun, dalam beberapa kasus dalam 
percobaan ini, hasil pemotongan yang jelas tidak diamati dan bibit 
tomat yang diinokulasi tidak menunjukkan gejala infeksi Cmm yang 
jelas. 
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Inkonsistensi dalam uji patogenisitas mungkin karena (i) 
kondisi lingkungan mungkin tidak optimal untuk perkembangan 
penyakit setelah inokulasi Cmm, (ii) tomat cv. Marta mungkin bukan 
indikator terbaik untuk uji patogenisitas, dan (iii) isolat yang diuji 
mungkin menunjukkan tingkat virulensi yang berbeda terhadap 
tomat cv. Marta. Dalam penelitian ini, uji patogenisitas dilakukan di 
rumah kaca. Suhu di dalam rumah kaca terkadang mencapai 30 oC. 
Suhu seperti itu mungkin tidak cocok untuk perkembangan penyakit 
setelah infeksi Cmm.  

Kultivar tomat yang paling umum digunakan untuk uji 
patogenisitas terhadap Cmm adalah tomat sangat rentan cv. Money 
Maker. Namun, kultivar tomat ini tidak tersedia di Indonesia. Oleh 
karena itu, tomat kultivar Marta yang banyak ditanam digunakan 
sebagai indikator dalam penelitian ini. Tanggapan dari tomat cv. 
Marta terhadap infeksi Cmm belum dilaporkan di tempat lain. 
Sejumlah isolat Cmm yang dicurigai diuji dan hasil uji patogenisitas 
tidak konsisten. Namun hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 
kultivar tomat Ratna rentan terhadap infeksi dari sebagian besar 
isolat Cmm yang teridentifikasi. Perbedaan virulensi antara isolat 
Cmm dapat mengakibatkan inkonsistensi dalam pengujian 
patogenisitas (Berry et al. 1989). Tampaknya isolat Cmm yang 
teridentifikasi dari berbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan 
Jawa terdiri dari banyak isolat yang berbeda derajat virulensinya 
terhadap tomat cv. Marta. Untuk menguji hipotesis ini, 
bagaimanapun, analisis lebih lanjut dari isolat Cmm yang 
diidentifikasi menggunakan penanda molekuler diperlukan. 
Identifikasi lebih lanjut dari isolat Cmm yang diisolasi akan dilakukan 
dan hasilnya akan disajikan pada laporan selanjutnya. 
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BAB IV 
Deteksi dan Karakterisasi Molekuler  

Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis Berdasarkan Sekuen Gen 

Serine Protease dan 16S rRNA 
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Pengantar 
 

Infeksi Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) 
pada tomat menyebabkan penyakit serius dan kehilangan hasil. 
Tujuan penelitian ini adalah (i) mengamplifikasi gen serine protease 
dan gen 16S rRNA untuk Cmm menggunakan primer spesifik; (ii) 
menentukan sekuen nukleotida dari gen serine protease dan sekuen 
nukleotida gen 16S rRNA hasil amplifikasi PCR; (iii) mengidentifikasi 
bakteri-bakteri yang berasosiasi dengan penyakit kanker pada tomat; 
dan (iv) menganalisis diversitas sekuen nukleotida dan asam amino 
prediksi dari gen serine protease dan diversitas sekuen nukleotida 
dari gen 16S rRNA di antara isolat-isolat yang diidentifikasi. Isolasi 
DNA total dari isolat-isolat yang diduga Cmm dari sampel tanaman 
tomat yang menunjukkan gejala umum terinfeksi Cmm dari lokasi 
yang berbeda di Sumatera dan Jawa. Amplifikasi Polymerase Chain 
Reaction (PCR) menggunakan asam nukleat total dan primer spesifik 
Cmm untuk gen serine protease, primer universal spesifik prokaryot 
Cmm untuk gen 16S rRNA, sekuensing secara langsung dari hasil 
PCR, dan analisis sekuen asam nukleat dan asam amino 
menggunakan BLAST telah dilakukan.  Kesimpulan dari penelitian ini 
adalah (i) adanya pita DNA hasil amplifikasi dengan teknik PCR 
membuktikan bahwa sampel-sampel tanaman tomat yang sakit 
terinfeksi oleh Cmm, (ii) hasil analisis Blast menggunakan sekuen 
nukleotida dan asam amino menunjukkan bahwa fragmen DNA hasil 
amplifikasi PCR adalah gen serine protease dan 16S rRNA dari Cmm, 
(iii) identitas sekuen nukleotida dari gen 16S rRNA di antara isolat-
isolat Cmm mengindikasikan bahwa isolat-isolat tersebut punya 
kemiripan homologi 100% dengan bagian sekuen nukleotida gen 16S 
rRNA aksesi D84128 (Cmm Jepang di pangkalan data GeneBank), ini 
memperlihatkan bahwa Jepang dan Indonesia diduga dapat isolat 
dari negara ketiga yang sama, dan (iv) hasil filogenetik berdasarkan 
sekuen gen serine protease dan 16S rRNA dari enam isolat Cmm 
(intra spesies) merupakan satu kelompok, isolat tersebut adalah 
strain yang sama dari satu sumber dan keberadaan patogen ini baru 
di Indonesia.     

Analisis genotipik secara molekuler untuk karakterisasi bakteri 
dapat dilakukan untuk mengkonfirmasi analisis fenotipik yang sudah 
dilakukan.  Menurut Louws & Cuppels (2001)  metode molekuler 
yang berbasiskan DNA memiliki keuntungan karena keakuratan 
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identifikasi tidak tergantung pada kondisi lingkungan, umur, atau 
sifat fisiologi dari patogen, namun lebih tergantung pada kualitas 
DNA yang diekstraksi. Alvarez (2004) menyatakan bahwa 
perkembangan yang cepat dari teknik genomik untuk karakterisasi 
bakteri benar-benar sangat menyederhanakan dan memajukan 
deteksi dan identifikasi patogen. Sekuen primer dapat dipergunakan 
bersama dengan polymerase chain reaction (PCR) untuk 
mengidentifikasi berbagai bakteri patogen tanaman yang umum.   

Analisis PCR dengan primer spesifik CM3/CM4 menghasilkan 
potongan DNA ukuran 645 bp, metode ini efektif mendeteksi bakteri 
Cmm (Dreier et al. 1995; Lee et al. 1997; Louws et al. 1998; Pastrik & 
Rainey 1999; Burokienė  et al. 2005; Hadas et al. 2005). Namun 
demikian analisis sekuen DNA ukuran 645 bp menggunakan 
pangkalan data internet dengan program Blast dapat mengetahui 
spesies bakteri tetapi belum menjawab filogeni dari taksa yang 
berdekatan terhadap identifikasi spesies. Sekuensing gen 16S rRNA 
merupakan salah satu metode yang digunakan untuk identifikasi 
bakteri yang belum diketahui spesiesnya (unknown bacteria). 
Lafontaine & Tollervey (2007) menyebutkan bahwa ribosomal RNA 
merupakan gen yang sangat konservatif (hanya sedikit variasinya) 
dalam sel. Menurut Bavykin et al. (2004) analisis dari sekuen gen 16S 
rRNA adalah metode yang sederhana dan umum digunakan untuk 
identifikasi mikroorganisme. Meskipun secara umum sekuen gen 16S 
rRNA sangat konservatif, gen 16S rRNA sebenarnya menunjukkan 
variasi yang besar dalam beberapa bagian. Perbedaan ini dapat 
digunakan sebagai dasar untuk merancang probe asam nukleat dari 
bermacam-macam spesifisitas, berkisar dari probe yang targetnya 
semua organisme hidup sampai spesifik grup dan spesifik spesies. 
Keuntungan lain, molekul ini secara alami diamplifikasi dalam sel. 
Secara umum, rRNA mewakili sekitar 80% dari asam nukleat total 
dalam sel mikroba, dengan demikian ada ribuan kopi per sel.      

Sekuensing gen 16S rRNA dapat dilakukan dengan 
mengamplifikasi gen 16S rRNA dengan teknik Polymerase Chain 
Reaction (PCR)  dan primer universal untuk prokaryot. Hasil 
amplifikasi PCR dapat disekuensing menggunakan kit sekuensing 
yang tersedia secara komersial atau menggunakan sistem sekuensing 
otomatis (Louws & Cuppels 2001). White et al. (1990)  menyatakan 
bahwa PCR dan sekuensing langsung memiliki beberapa keuntungan 
antara lain metode ini relatif menggunakan persiapan kasar dari DNA 
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total seperti minipreps, hanya membutuhkan sejumlah kecil DNA 
yakni antara 0,1 sampai 10 ng per amplifikasi, kedua utas benang gen 
DNA dapat disekuen sehingga dapat mengurangi kesalahan, dan 
metode ini kompatibel dengan alat sekuensing DNA otomatis yang 
menggunakan primer sekuensing berlabel fluoresens atau 
dinukleotida trifosfat. 

Tulisan ini melaporkan analisis sekuen gen serine protease dan 
16S rRNA isolat positif Cmm di berbagai sentra produksi tomat di 
Sumatera dan Jawa hasil penelitian sebelumnya. Sangat penting 
untuk mengkarakterisasi molekuler Cmm sebagai dasar 
ditemukannya patogen tersebut di Indonesia dan pengembangan 
strategi pengendalian penyakit.   

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler 
PAU IPB, Laboratorium Biologi Molekuler dan Bakteriologi Fakultas 
Pertanian Universitas Andalas Padang. Penelitian dilaksanakan dari 
bulan Maret sampai dengan Desember 2007. 

 
Pengumpulan Isolat Bakteri 

 
Isolasi dan identifikasi Cmm dari tanaman tomat yang bergejala 

serangan penyakit kanker bakteri telah dikoleksi dari berbagai 
sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa dari hasil penelitian 
sebelumnya. Isolat yang diduga Cmm dilakukan isolasi DNA untuk 
dideteksi dan dikarakterisasi terhadap runutan sekuen 
nukleotidanya. 

 
Ekstraksi DNA dan Analisis Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 
Isolasi DNA total dari delapan belas isolat yang diduga Cmm 

hasil penelitian sebelumnya (Tabel. 2) dilakukan menurut metode 
Lee et al. (2001) yang dimodifikasi sebagai berikut. Koloni bakteri 
ditumbuhkan pada media YDC dan diinkubasi pada suhu 27 0C 
selama 48-72 jam. Koloni yang tumbuh disuspensikan dalam akuades 
steril. Masing-masing isolat sebanyak 5 µl suspensi dimasukkan ke 
dalam tabung mikro dan disentrifugasi pada 16000 g selama 10 
menit. Pelet disuspensikan dalam 25 µl NaOH (0,25N) dan direbus 
selama 2 menit. Suspensi ditambah 25 µl HCl (0,25N), dan 12,5 µl 
Tris-HCl (pH 8) yang mengandung 0,1% (v/v) Tween 20, dan 
disentrifugasi 6000 g selama 2 menit.  Kemudian pelet disuspensikan 
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dalam 62,5 µl TE buffer (pH 7,5). Ekstrak DNA disimpan pada suhu -
20 0C untuk penggunaan PCR. 

Amplifikasi PCR terhadap gen serine protease dari isolasi 18 
sampel DNA yang diduga Cmm menggunakan 1 µl DNA template dan 
sepasang primer spesifik CM3-CCTCGTGAGTGCCGGGAACGTATCC3’ 
dan CM4-5’CC ACGGTGGTT GATGCTCGCGAGAT3’ (Santos et al. 1997). 
Reaksi PCR sejumlah 25 µl terdiri dari 1,5 unit Tag DNA Polimerase, 
10 mM Tris HCl (pH 9,0 pada suhu kamar), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 
200 µM tiap-tiap dNTP, dan bahan penstabil termasuk BSA. Protokol 
PCR yang digunakan adalah pra denaturasi 94 0C selama 5 menit, 
denaturasi 94 0C selama 1 menit, penempelan (annealing) 62 0C 
selama 1 menit, sintesis 72 0C selama 30 detik, dan pasca PCR 72 0C 
selama 5 menit dengan jumlah siklus sebanyak 40 kali (Hadas et al. 
2005). Hasil PCR dianalisis pada gel agarose (1%) dan staining 
dengan ethidium bromide dan visualisasi di bawah sinar UV 
menggunakan Chemidoc gel system. 

Amplifikasi PCR gen 16S rRNA dilakukan terhadap sampel DNA 
yang positif Cmm berdasarkan PCR dengan primer CM3/CM4 
sebelumnya. Amplifikasi PCR menggunakan 1 µl DNA template dan 
universal primer spesifik prokaryot (Marchesi et al. 1998) yaitu 
Forward primer 63f (5′-CAGGCCTAAC ACATGCAAGTC-3′) dan Reverse 
primer 1387r (5′-GGGCGGWGTGTACAAG GC-3′). Reaksi PCR 
sejumlah 25 µl terdiri dari 1,5 unit Tag DNA Polimerase, 10 mM Tris 
HCl (pH 9,0 pada suhu kamar), 50 mM KCl,  1,5 mM MgCl2, 200 µM 
tiap-tiap dNTP, dan bahan penstabil termasuk BSA. Protokol PCR 
yang digunakan adalah pra denaturasi 94 oC selama 2 menit, 
denaturasi 94 oC selama 30 detik, penempelan (annealing) 55 oC 
selama 30 detik, sintesis 72 oC selama 2 menit, dan pasca PCR 72 oC 
selama 5 menit dengan jumlah siklus sebanyak 30 kali. Hasil PCR 
dianalisis pada gel agarose (1%) dan staining dengan ethidium 
bromide  dan visualisasi di bawah sinar UV menggunakan Chemidoc 
gel system (Biorad).    

 
Penentuan Runutan (Sequencing) DNA 

 
Fragmen DNA hasil PCR dengan primer spesifik CM3/CM4 

ditentukan runutan nukleotidanya dengan memanfaatkan layanan 
Automatic DNA Sequensing (First BASE Laboratories Malaysia). Data 
runutan nukleotida yang didapat ditranslasi ke asam amino 
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selanjutnya dibandingkan dengan koleksi runutan asam amino yang 
ada di pangkalan data GeneBank, NCBI untuk identifikasi.  Fragmen 
DNA Cmm hasil PCR dengan primer universal spesifik prokaryot juga 
ditentukan runutan nukleotidanya dengan memanfaatkan layanan 
Automatic DNA Sequensing (First BASE Laboratories Malaysia). Data 
runutan nukleotida gen 16S rRNA yang didapat selanjutnya 
dibandingkan dengan koleksi runutan nukleotida gen 16S rRNA yang 
ada di pangkalan data GeneBank, NCBI untuk identifikasi sekuen yang 
dianalisis. 

 
Analisis Runutan Gen Serine Protease dan 16S rRNA Cmm 

 
Data runutan nukleotida gen serine protease Cmm Indonesia 

ditranslasi ke asam amino, homologi antar isolat dan runutan asam 
amino gen serine protease Cmm yang ada di pangkalan data GeneBank 
NCBI menggunakan program Blast (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast) (Altschul et al. 1990). Penentuan variasi runutan asam 
amino gen serine protease Cmm Indonesia dengan Cmm di pangkalan 
data GeneBank, NCBI dilakukan analisis pensejajaran menggunakan 
program Multiple pensejajaran Sequence Genebee Clustal-W version 
1.83 (http://www.gene bee.msu.Su/clustal/advanced.html). Jarak 
matrik runutan asam amino pensejajaran berganda digunakan untuk 
menentukan jarak genetik antar isolat yang dideterminasi. Hasil 
pensejajaran juga digunakan untuk analisis filogenetik. Data runutan 
asam amino gen serine protease Cmm Indonesia yang dideterminasi 
dan runutan asam amino gen serine protease Cmm di pangkalan data 
GeneBank, NCBI digunakan sebagai kelompok Cmm pembanding 
dalam analisis filogenetik. Hubungan filogenetik ditentukan 
berdasarkan Topological Algorithm Rectanguler 2 berdasarkan 
analisis Bootstrap dengan menggunakan ClustalW 1.83 
http://www.genebee.msu.su/clustal/advan ced.html).     

Analisis runutan nukleotida gen 16S rRNA Cmm Indonesia dan 
runutan nukleotida gen 16S rRNA Cmm di pangkalan data GeneBank 
NCBI dilakukan menurut pola yang sama dengan analisis runutan gen 
serine protease. Analisis gen 16S rRNA menggunakan runutan 
nukleotida. Runutan nukleotida gen 16S rRNA Cmm Indonesia, 
runutan nukleotida gen 16S rRNA spesies Clavibacter sp, genomic 
16S rRNA Cmm, dan spesies lain di pangkalan data GeneBank, NCBI 
digunakan sebagai pembanding dalam analisis filogenetik. 

http://www.genebee.msu.su/clustal/advanced.html).%20Distance%20matrices
http://www.genebee.msu.su/clustal/advanced.html).%20Distance%20matrices
http://www.genebee.msu.su/clustal/advan
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Amplifikasi PCR Gen Serine Protease dan 16S rRNA  
 
Deteksi Cmm dengan PCR menggunakan primer spesifik 

CM3/CM4 dihasilkan fragmen DNA tunggal berukuran 645 bp pada 6 
Cmm dari berbagai sentra produksi tomat di Sumatera dan Jawa 
(Gambar 4). Enam Cmm tersebut yaitu; (1) AGM-7, Agam-Sumatera 
Barat; (2) SLK-11, Danau Kembar, Solok-Sumatera Barat; (3) RJL-74, 
Rejang Lebong- Bengkulu; (4) CJR-45, Cianjur-Jawa Barat; (5) MLG-
65, Malang-Jawa Timur; dan (6) KDR-68, Kediri-Jawa Timur. 
Fragmen DNA tunggal ini akan ditentukan runutan nukleotidanya 
untuk karakterisasi terhadap gen serine protease. Oligonukleotida 
primer CM3/CM4 yang digunakan adalah spesifik mengamplifikasi 
gen serine protease Cmm, hasil penelitian ini mempertegas bukti 
keberadaan Cmm di sentra tanaman tomat di Indonesia. 

 

 

Gambar 3. Elektroforesis gel agarose fragmen DNA amplifikasi Polymerase 
Chain Reaction (PCR) gen serine protease. Fragmen DNA diamplifikasi PCR 

menggunakan primer spesifik CM3/CM4 dari sejumlah asam nukleat bakteri 
yang diisolasi dari tanaman tomat terserang penyakit kanker bakteri; (1) 

AGM-7, Agam-Sumatera Barat; (2) SLK-11, Danau Kembar, Solok-Sumatera 
Barat; (3) RJL-74, Rejang Lebong- Bengkulu; (4) CJR-45, Cianjur-Jawa Barat;  

(5) MLG-65, Malang-Jawa Timur; dan (6) KDR-68, Kediri-Jawa Timur. λ 
(Marker) : marka DNA 1 kb plus (Invitrogen). 
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Amplifikasi PCR dengan primer universal spesifik prokaryot 
dihasilkan fragmen DNA tunggal berukuran 1300 bp terhadap 6 Cmm 
yang dideteksi positif hasil uji sebelumnya (Gambar 5). 
Oligonukleotida primer universal yang digunakan untuk PCR adalah 
spesifik mengamplifikasi gen 16S rRNA. 

 

 

Gambar 4 Elektroforesis gel agarose fragmen DNA PCR gen 16S rRNA. 
Fragmen DNA diamplifikasi PCR menggunakan primer universal spesifik 
prokaryot dari sejumlah asam nukleat Cmm; (1) AGM-7, Agam-Sumatera 

Barat; (2) SLK-11, Danau Kembar, Solok-Sumatera Barat; (3) RJL-74, Rejang 
Lebong- Bengkulu; (4) CJR-45, Cianjur-Jawa Barat;  (5) MLG-65, Malang-

Jawa Timur; dan (6) KDR-68, Kediri-Jawa Timur. λ (Marker) : marka DNA 1 
kb plus (Invitrogen). 

  
Penentuan Runutan (Sequencing) DNA   

 
Sekuensing hasil PCR dengan primer CM3/CM4 dapat 

mengidentifikasi sekuen gen serine protease Cmm ukuran 615 – 623 
bp dari jumlah nukleotida yang ada pada gen tersebut (Tabel 3). 
Determinasi sekuen asam amino gen serine protease disubmit ke 
pangkalan data GeneBank DNA. Homologi inter spesies Cmm ini 
ditunjukkan ketika sekuen nukleotida disejajarkan untuk 
memprediksi sekuen asam amino parsial gen serine protease dari 6 
Cmm yang diidentifikasi dan sekuen asam amino yang ada di 
pangkalan data GeneBank DNA (Gambar 5). 
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Gambar 5. Pensejajaran parsial sekuen asam amino prediksi dari sekuen 
nukleotida gen serine protease 6 Cmm yang diidentifikasi dan Cmm di 

pangkalan data GeneBank DNA. Aksesi (YP_001220667, YP_001222690, 
YP_001222689, YP_001220814, YP_001222684, YP_00122078, 

YP_001220780, YP_001220789, YP_001220781) adalah putative 
extracellular serine protease Cmm NCPPB 382 di pangkalan data GeneBank 

DNA pada http://www. ncbi.nlm.nih. gov/blast/Blast.cgi. 

  
Sekuensing hasil PCR dengan primer universal spesifik 

prokaryot dapat mengidentifikasi  sekuen gen 16S rRNA Cmm ukuran 
1221-1238 bp dari jumlah nukleotida yang ada pada gen tersebut. 
Determinasi sekuen nukleotida gen 16S rRNA tersebut disubmit ke 
pangkalan data GeneBank. Homologi inter spesies Cmm ditunjukkan 
ketika sekuen nukleotida disejajarkan untuk memprediksi sekuen 
nukleotida parsial gen 16S rRNA enam Cmm yang dikarakterisasi dan 
sekuen nukleotida di pangkalan data GeneBank DNA (Gambar 7). 
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Tabel 3. Identitas isolat, observasi gejala pada sampel tomat yang dikoleksi, 
lokasi pengambilan sampel, ukuran sekuen asam nukleat, dan prediksi 

sekuen asam amino berdasarkan amplifikasi Polymerase chain reaction gen 
serine protease. 

Catatan : * Prediksi asam amino berdasarkan kepada penentuan sekuen 
nukleotida. 
 

   Ukuran sekuen 
Identitas 
isolat 

Observasi gejala 
pada sampel tomat  

 Lokasi 
sampel                        

Nukleotida    
(bp) 

Asam 
amino 

(residues)* 

AGM-7 Nekrotik pada 
batang     (tissue 
discoloration) 

Agam-
Sumatera 
Barat 

616 205 
 

SLK-11 Gejala Bird’s eye spot 
pada buah 

D. Kembar, 
Solok-
Sumatera 
Barat 

618 206 
 

RJL-74 
 

Kerdil, batang 
bewarna 
hitam 

Rejang 
Lebong 
Bengkulu 

619 
 

207 
 

CJR-45 Daun layu dan 
nekrotik 

Cianjur-Jawa 
Barat 

615 205 
 

MLG-65 Nekrotik pada 
batang,      daun layu 
dan nekrotik 

Malang-Jawa 
Timur 

620 207 
 

KDR-68 Daun layu dan 
nekrotik 

Kediri-Jawa 
Timur 

623 208 
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Gambar 6.  Pensejajaran parsial sekuen gen 16S rRNA 6 isolat Cmm yang 

dikarakterisasi dan 6 Cmm di pangkalan data GeneBank. Aksesi AB299158 - parsial 
sekuen 16S rRNA Cmm Jepang, Aksesi D84128 - parsial sekuen 16S rRNA Cmm 

Jepang, Aksesi AM410696 - parsial 16S rRNA Cmm type strain DSM 46364 Jerman, 
Aksesi CMU09762 – 16S rRNA Cmm LMG 7333 Kanada, Aksesi EU685335 parsial 

sekuen 16S rRNA Cmm Korea, dan Aksesi FJ418769 parsial sekuen 16S rRNA Cmm 
Cina yang didapat dari GeneBank pada http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ blast/Blast.cgi.  

*) menunjukkan nukleotida yang sama. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Determinasi Identitas Cmm  

Perbandingan sekuen asam amino gen serine protease antara 
enam Cmm yang diidentifikasi dalam penelitian ini dengan sekuen 
asam amino gen serine protease Cmm  di pangkalan data GeneBank 
DNA menunjukkan bahwa enam Cmm yang diteliti homologi 99% 
dengan aksesi YP_001220667 (putative extracellular serine protease 
Cmm NCPPB 382) (Garteman et al. 2008), dan homologi ± 20% 
dengan aksesi YP_001222690, YP_001222689, YP_001220814, 
YP_001222684, YP_0012207, YP_001220780, YP_001220789, 
YP_001220781 (putative extracellular serine protease Cmm NCPPB 
382) (Garteman et al. 2008). 

Matrik jarak sekuen asam amino gen serine protease 6 Cmm 
yang diidentifikasi dengan aksesi YP_001220667 (putative 
extracellular serine protease Cmm NCPPB 382) (Garteman et al. 2008) 
adalah ± 0,5%, sedangkan dengan aksesi YP_001222690, 
YP_001222689, YP_001220814, YP_001222684, YP_00122078, 
YP_001220780, YP_001220789, YP_001220781 (putative 
extracellular serine protease Cmm NCPPB 382) (Garteman et al. 2008) 
adalah ± 80% (Tabel 4).   

Tabel 4. Matrik jarak (%) berdasarkan pada prediksi sekuen asam amino gen serine 
protease dari Cmm yang diidentifikasi, aksesi (YP_001220667, YP_001222690, 

YP_001222689, YP_001220814, YP_001222684, YP_00122078, YP_001220780, 
YP_001220789, YP_001220781) putative extracellular serine protease Cmm. 
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Catatan : aksesi (YP_001220667, YP_001222690, YP_001222689, 
YP_001220814, YP_001222684, YP_0012207, YP_001220780, 
YP_001220789, YP_001220781) adalah putative extracellular serine 
protease Cmm NCPPB 382 di pangkalan data GeneBank DNA pada 
http://www. ncbi.nlm.nih. gov/blast/Blast.cgi  
  

Perbandingan nukleotida gen 16S rRNA 6 Cmm dikarakteridasi 
di penelitian ini dengan nukleotida gen 16S rRNA di pangkalan data 
GeneBank (inter spesies) menunjukkan bahwa 6 Cmm ini homologi 
100% dengan aksesi D84128 (16S rRNA Cmm Jepang) (Sasaki et al. 
1998),  dan homologi 99,8% dengan genomic 16S rRNA Cmm, aksesi 
AB299158 (16S rRNA Cmm Jepang) (Takikawa et al. 2007), aksesi 
AM410696 (16S rRNA Cmm Jerman) (Stackebrandt et al. 2006), 
aksesi CMU09762 (16S rRNA Cmm Kanada) (Li et al. 1995), aksesi 
EU685335 (16S rRNA Cmm Korea) (Myung et al. 2008), serta 
homologi 97,4% dengan aksesi FJ418769 (16S rRNA Cmm 
Cina)(Gang 2008). Sekuen 16S rRNA Cmm yang dikarakterisasi 
dalam penelitian ini adalah parsial sekuen dari gen 16S rRNA Cmm 
(Tabel 5).    
     

Tabel 5. Identitas sekuen gen 16S rRNA antar Cmm yang dikarakterisasi 
dengan Cmm di pangkalan data GeneBank DNA. 

 
Catatan : AB299158-16S rRNA Cmm Jepang,  D84128-16S rRNA Cmm 
Jepang,  AM410696-16S rRNA Cmm Jerman, CMU09762-16S rRNA Cmm 
Kanada, EU685335-16S rRNA Cmm Korea, FJ418769-16S rRNA Cmm Cina di 
pangkalan data GeneBank pada http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast /Blast.  
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Matrik jarak nukleotida gen 16S rRNA 6 isolat Cmm yang 
dikarakterisasi di penelitian ini dengan aksesi D84128 (16S rRNA 
Cmm Jepang) (Sasaki et al. 1998) adalah 0%, dengan aksesi 
AB299158 (16S rRNA Cmm Jepang) (Takikawa et al. 2007), aksesi 
AM410696 (16S rRNA Cmm Jerman) (Stackebrandt et al. 2006), 
aksesi CMU09762 (16S rRNA Cmm Kanada) (Li et al. 1995), aksesi 
EU685335 (16S rRNA Cmm Korea) (Myung et al. 2008) adalah 0,2%, 
sedangkan dengan aksesi FJ418769 (16S rRNA Cmm Cina) (Gang 
2008) adalah ± 2,6%  (Tabel 6).    
 

Tabel 6. Matrik jarak (%) berdasarkan sekuen nukleotida gen 16S 
rRNA yang dikarakterisasi, aksesi AB299158 (16S rRNA Cmm 

Jepang), aksesi D84128 (16S rRNA Cmm Jepang), aksesi AM410696 
(16S rRNA Cmm Jerman), aksesi CMU09762 (16S rRNA Cmm 

Kanada), aksesi EU685335 (16S rRNA Cmm Korea), dan aksesi 
FJ418769 (16S rRNA Cmm Cina). 

Catatan : AB299158-16S rRNA Cmm Jepang,  D84128-16S rRNA Cmm 
Jepang,  AM410696-16S rRNA Cmm Jerman, CMU09762-16S rRNA Cmm 
Kanada, EU685335-16S rRNA Cmm Korea,  FJ418769-16S rRNA Cmm Cina 
di pangkalan data GeneBank pada http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
Blast. 
 
 
 
 
 
 

 
Isolat 

AGM-7 SLK- 
11 

RJL-
74 

CJR-
45 

MLG- 
65 

KDR-
68 

AGM-7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
SLK-11 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
RJL-74 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
CJR-45 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MLG-65 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
KDR-68 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
D84128 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Genomic 16S rRNA Cmm 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
AB299158 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
AM410696 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
CMU09762 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
FJ418769 2,6 2,6 2,5 2,6 2,6 2,6 
EU685335 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
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Filogenetik Berdasarkan Sekuen Gen Serine Protease dan 16S 
rRNA 
 

Filogenetik berdasarkan sekuen asam amino gen serine 
protease Cmm yang diidentifikasi di penelitian ini  dan Cmm di 
pangkalan data GeneBank DNA (inter spesies) ada pada (Gambar 8). 
Enam Cmm yang diidentifikasi dalam penelitian ini mengelompok 
dengan aksesi YP_001220667 (putative extracellular serine protease 
Cmm NCPPB 382) di pangkalan data GeneBank DNA. Aksesi 
YP_001222690, YP_001222689, YP_001220814, YP_001222684, 
YP_0012207, YP_001220780, YP_001220789, dan YP_001220781 
(putative extracellular serine protease Cmm NCPPB 382 di pangkalan 
data GeneBank DNA) mengelompok tersendiri.  

 
Gambar 7.  Hubungan filogenetik berdasarkan sekuen gen serine protease 
Cmm yang diidentifikasi dan Cmm di pangkalan data GeneBank. Putative 

extracellular serine protease Cmm NCPPB 382 (aksesi 
YP_001220667,YP_001222690, YP_001222689, YP_001220814, 
YP_001222684, YP_00122078, YP_001220780, YP_001220789, 

YP_001220781) di pangkalan data GeneBank pada http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/blast/ Blast.cgi 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/%20Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/%20Blast.cgi
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Analisis filogenetik berdasarkan sekuen nukleotida gen 16S 

rRNA enam Cmm yang dikarakterisasi di penelitian ini dan sekuen 
nukleotida gen 16S rRNA Cmm dan Clavibacter sp di pangkalan data 
GeneBank (inter spesies) ada pada (Gambar 9). Enam Cmm ini 
mengelompok dengan aksesi D84128 (16S rRNA Cmm Jepang di 
pangkalan data GeneBank).  Enam isolat (16S rRNA Cmm di 
pangkalan data GeneBank) (tanda panah) meliputi; aksesi 
AM410696, aksesi AB299158, aksesi CMU09762, aksesi FJ418769, 
Genomic 16S rRNA Cmm, aksesi EU685335 ada dalam satu kelompok. 
Sembilan isolat (16S rRNA Clavibacter sp di pangkalan data 
GeneBank) yakni; aksesi AM410694, aksesi DQ339609, aksesi 
AF479348, aksesi AM410693, aksesi NR_025976, aksesi EU584501, 
aksesi AB042095, aksesi GQ332310, aksesi X77435 ada dalam satu 
kelompok lain. Satu isolat (16S rRNA Bacillus subtilis di pangkalan 
data GeneBank) yakni aksesi EU373393 ada dalam satu kelompok 
tersendiri. 
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Gambar 8.  Hubungan filogenetik berdasarkan sekuen nukleotida gen 16S 

rRNA Cmm yang dikarakterisasi dan Cmm di pangkalan data GeneBank DNA. 
Gen 16S rRNA aksesi AM410694 (Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus type strain DSM 20744 Jerman), aksesi DQ339609 (Clavibacter 
sp. Enf37 Cina), aksesi AF479348 (Glacial ice bacterium G50-PD1 Cina), 
aksesi AM410693 (Clavibacter michiganensis subsp. tessellarius, aksesi 

NR_025976 (Clavibacter michiganensis subspecies tessellarius strain 78181 
Kanada), aksesi EU584501 (Clavibacter sp. Everest-gws-100 Cina), aksesi 
AB042095 (Curtobacterium sp. VKM Ac-2060 Jepang), aksesi GQ332310 

(Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus isolat Cmi18b1 Polandia), aksesi  
AM410696 (Cmm type strain DSM-46364 Jerman), aksesi X77435 

(C.michiganense DSM 46364 Jerman), aksesi AB299158 (Cmm Jepang), 
aksesi CMU09762 (Cmm LMG 7333 Kanada), aksesi FJ418769 (Cmm China, 
tipe strain DSM 20741 Jerman),Genomic 16S rRNA Cmm, aksesi EU685335 

(Cmm Korea), aksesi D84128 (Cmm Jepang), aksesi EU373393 (Bacillus 
subtilis strain TPL16 Korea). Data dari pangkalan data GeneBank DNA pada 

http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/ Blast.cgi 
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis adalah bakteri 
gram positif penyebab penyakit kanker pada tanaman tomat dan 
merupakan bakteri patogen tular benih (seedborne pathogen). 
Sejumlah lot benih tomat komersial yang beredar di Indonesia 
dilaporkan terkontaminasi bakteri Cmm (Anwar et al. 2004a,b). 
Sumber inokulum primer penyakit kanker bakteri adalah benih yang 
terinfeksi Cmm (Lelliot & Stead 1987; Chang et al. 1992). Adanya 
Cmm pada benih komersial yang beredar di Indonesia ternyata 
ditemukan juga pada tanaman tomat di lapangan (Zainal et al. 2008; 
Sumarti 2009). Tulisan ini, melaporkan tentang deteksi dan 
karakterisasi molekuler Cmm di berbagai sentra tanaman tomat di 
Sumatera dan Jawa, Indonesia. Deteksi dan karakterisasi molekuler 
berdasarkan sekuen nukleotida gen serine protease dan 16S rRNA 
Cmm hasil PCR. Sekuensing hasil PCR dilakukan setelah parameter 
PCR dioptimasi, metode ini punya satu keuntungan dibanding 
strategi lain, yakni sangat efisien menganalisis sejumlah besar 
sekuen dalam waktu yang singkat. 

Analisis sekuen nukleotida gen serine protease menunjukkan 
bahwa bakteri penyebab penyakit kanker pada tomat di Sumatera 
dan Jawa adalah Cmm. Hasil NCBI Blast sekuen asam amino gen 
serine protease di penelitian ini homologi 99% dengan aksesi 
YP_001220667 (putative extracellular serine protease Cmm NCPPB 
382) di pangkalan data GeneBank DNA (Garteman et al. 2008), tetapi 
dengan putative extracellular serine protease Cmm NCPPB 382 lain di 
pangkalan data GeneBank DNA homologi ± 20%. Perbedaan ini 
terjadi karena situs aktif sekuen asam amino itu adalah serine 
protease tetapi domain yang lainnya berbeda yang dikenal dengan iso 
enzim. Analisis sekuen asam amino gen putative extracellular serine 
protease tidak menjawab filogeni yang berdekatan dengan spesies 
bakteri, tetapi analisis ini hanya mendeteksi cepat, sensitif dan 
spesifik bahwa bakteri yang dideterminasi adalah benar Cmm 
(Santos et al. 1997; Hadas et al. 2005).  

Analisis filogenetik berdasarkan sekuen nukleotida inter 
spesies gen 16S rRNA Cmm yang dikarakterisasi di penelitian ini 
homologi 100% dengan bagian sekuen nukleotida gen 16S rRNA 
pada aksesi D84128 (Cmm Jepang di pangkalan data GeneBank) 
(Sasaki et al. 1998). Matrik jarak inter spesies  antara 6 Cmm yang 
dikarakterisasi berdasarkan sekuen nukleotida gen 16S rRNA 
tersebut dengan sekuen nukleotida gen 16S rRNA dari aksesi D84128 
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(Cmm Jepang di pangkalan data GeneBank) adalah 0%. Diduga bahwa 
sekuen nukleotida gen 16S rRNA Cmm yang dikarakterisasi dari 
jumlah nukleotida yang ada pada gen tersebut punya kemiripan 
dengan bagian sekuen nukleotida gen 16S rRNA aksesi D84128 
(Cmm Jepang di pangkalan data GeneBank).         

Data sekuen nukleotida gen 16S rRNA ini menunjukkan bahwa 
Cmm di Sumatera dan Jawa ini berasal dari introduksi. Patogen ini 
dilaporkan belum ada di Indonesia sampai tahun 2002 dan tergolong 
sebagai organisme pengganggu tumbuhan karantina (OPTK).  
Konsekuensi dari perdagangan benih antar negara atau pertukaran 
plasma nutfah untuk perakitan varietas baru diduga menyebabkan 
masuknya Cmm ke Indonesia. Data sekuen nukleotida gen serine 
protease dan 16S rRNA intra spesies enam isolat Cmm yang 
dikarakterisasi ini menunjukkan bahwa patogen ini satu strain yang 
sama (homologinya 99%), walaupun sampel dari lokasi yang 
berbeda, patogen ini diduga berasal dari satu sumber, dan 
keberadaannya baru di Indonesia. Patogen ini mungkin belum 
mengalami mutasi untuk beradaptasi dengan iklim dan keragaman 
tanaman inang yang berbeda. Masuknya penyakit baru ke wilayah 
tertentu atau negara seperti Indonesia adalah salah satu konsekuensi 
perdagangan dan pertukaran plasmanutfah antar negara (Chang et 
al. 1989, 1991).  

Kemiripan karakterisasi molekuler Cmm dari berbagai lokasi di 
Sumatera dan Jawa dengan karakterisasi molekuler aksesi D84128 
(Cmm Jepang di pangkalan data GeneBank) bukan berarti patogen ini 
berasal dari Jepang. Secara langsung Jepang memang tidak 
mengekspor benih ke Indonesia, jadi Jepang dan Indonesia diduga 
dapat isolat dari negara ketiga yang sama.       

Ditemukannya Cmm di lapangan dan ditingkat petani di 
Indonesia perlu diwaspadai untuk masa yang akan datang, perlu 
disusun strategi pengendalian penyakit yang efektif untuk 
menghindari timbulnya ledakan penyakit (outbreak) yang akan 
merugikan petani. Salah satu pendekatan yang tepat dalam 
pengendalian penyakit ini adalah penanaman kultivar tomat tahan 
atau rotasi tanaman. Langkah awal dalam pengembangan kultivar 
tomat tahan adalah menguji ketahanan berbagai genotipe tomat 
terhadap Cmm. Reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat terhadap 
inokulasi Cmm telah diuji dalam penelitian ini dan ditampilkan 
secara lengkap pada bab berikutnya. 
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Simpulan 
 
1. Adanya pita DNA hasil amplifikasi dengan teknik PCR 

membuktikan bahwa sampel-sampel tanaman tomat yang sakit 
terinfeksi oleh Cmm. 

2. Hasil analisis Blast menggunakan sekuen nukleotida dan asam 
amino menunjukkan bahwa fragmen DNA hasil amplifikasi PCR 
adalah gen serine protease dan 16S rRNA dari Cmm. 

3. Identitas sekuen nukleotida dari gen 16S rRNA di antara isolat-
isolat Cmm mengindikasikan bahwa isolat-isolat tersebut punya 
kemiripan homologi 100% dengan bagian sekuen nukleotida gen 
16S rRNA aksesi D84128 (Cmm Jepang di pangkalan data 
GeneBank), ini menunjukkan Jepang dan Indonesia diduga dapat 
isolat dari negara ketiga yang sama.      

4. Hasil analisis filogenetik berdasarkan sekuen gen serine protease 
dan 16S rRNA mengindikasikan bahwa enam isolat Cmm (intra 
spesies) merupakan satu kelompok, isolat-isolat tersebut adalah 
strain yang sama yang berasal dari satu sumber, dan keberadaan 
patogen ini baru di Indonesia.     
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BAB V 
Reaksi Ketahanan Berbagai Genotipe 

Tomat Terhadap Inokulasi Clavibacter 
michiganensis subsp. Michiganensis  
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Pengantar  
 

Identifikasi ketahanan genotipe adalah langkah awal dalam 
pengembangan kultivar tahan terhadap serangan patogen. Tujuan 
penelitian ini adalah (i) mendapatkan cara inokulasi dengan jumlah 
dan konsentrasi inokulum Cmm yang efektif untuk mengevaluasi 
ketahanan tomat terhadap Cmm di rumah kaca, (ii)  mendeterminasi 
reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat akibat inokulasi Cmm, (iii) 
melihat korelasi reaksi ketahanan genotipe tomat terhadap aktivitas 
peroksidase akibat inokulasi Cmm. Percobaan ini menggunakan 38 
genotipe tomat yang terdiri dari 7 genotipe tomat lokal, 15 genotipe 
tomat komersial, dan 16 genotipe koleksi Pusat Studi Pemuliaan 
Tanaman IPB Bogor (PSPT/IPB). Agen penyebab penyakit yang 
digunakan adalah 6 isolat Cmm hasil percobaan sebelumnya. Cara 
inokulasi Cmm yang efektif terhadap tomat cv. Marta (sangat rentan),  
uji reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat terhadap Cmm, dan 
korelasi reaksi ketahanan genotipe tomat terhadap aktivitas 
peroksidase akibat inokulasi Cmm telah dilakukan.  Kesimpulan dari 
penelitian ini adalah (i) inokulasi dengan menyuntikkan inokulum 
Cmm 5 µl konsentrasi 106 cfu/ml pada beberapa tempat di ketiak 
daun (daun pertama, daun tengah dan pucuk) merupakan cara yang 
paling efektif mengevaluasi ketahanan tomat terhadap Cmm. (ii) 
Terhadap berbagai genotipe tomat yang diuji belum ada yang tahan 
teradap Cmm, genotipe tomat lokal ada yang agak rentan dan agak 
tahan, (iii) Aktivitas peroksidase tidak berkorelasi dengan reaksi 
ketahanan genotipe tomat akibat inokulasi Cmm. 

Penyakit kanker bakteri disebabkan Cmm, adalah salah satu 
penyakit penting pada tomat di dunia (Chang & Pataki 1992; 
Vasinauskienë 2002). Penelitian sebelumnya telah ditemukan 
penyakit kanker bakteri di beberapa daerah sentra produksi tomat di 
Sumatera dan Jawa.   

Pengendalian penyakit  ini sering tidak berhasil bila epidemi 
penyakit telah terjadi (Gitaitis et al. 1992).  Beberapa faktor 
penyebabnya adalah: (1) agen penyebab penyakit ini memiliki 
kisaran inang yang luas; sisa tanaman  (Hasan et al. 1968; Strider 
1969),  kelembaban yang tinggi, infeksi primer oleh tanaman (Ricker 
& Rieder 1993) dalam CAB International 2007, (2) belum ada 
pestisida komersial dapat mengendalikan bakteri.   
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Cara yang paling efektif untuk mengurangi penyakit ini adalah 
penanaman kultivar tomat tahan (Russel 1978; Francis et al. 2001; 
Agrios 2005) atau rotasi tanaman. Penggunaan kultivar tomat tahan 
sangat efektif dan ramah lingkungan.  Sampai saat ini belum 
diketahui kultivar tomat tahan Cmm di Indonesia mengingat patogen 
ini baru dilaporkan.  Pemuliaan tanaman perlu dilakukan dan 
penapisan reaksi tanaman tomat terhadap infeksi Cmm perlu 
dikembangkan. 

Tulisan ini melaporkan tentang optimasi  inokulasi Cmm pada 
tanaman uji, mendeterminasi reaksi ketahanan berbagai genotipe 
tomat akibat inokulasi Cmm, dan korelasi reaksi ketahanan tomat 
akibat inokulasi Cmm terhadap aktivitas peroksidase. Program ini 
merupakan langkah awal pemuliaan tanaman dalam pengembangan 
kultivar unggul tahan penyakit kanker bakteri.   

Secara fisiologis, mekanisme ketahanan tomat terhadap Cmm 
belum diketahui secara pasti. Penelitian melaporkan bahwa 
mekanisme ketahanan tanaman terhadap patogen melibatkan 
peningkatan aktivitas enzim tertentu antara lain aktivitas enzim 
peroksidase, peroksidase merupakan salah satu enzim yang terkait 
dengan mekanisme ketahanan tanaman terhadap cekaman (Artilip & 
Funkhouser 1995). Aktivitas peroksidase dilaporkan berperanan 
dalam ketahanan tanaman terhadap virus pada tanaman mentimun 
(Yurina et al. 1993) dan kedelai (Andreeva 1989). 

Percobaan ini bertujuan (i) mendapatkan cara inokulasi 
dengan jumlah dan konsentrasi inokulum Cmm yang efektif untuk 
mengevaluasi ketahanan tomat terhadap Cmm di rumah kaca, (ii) 
mendeterminasi reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat akibat 
inokulasi Cmm, (iii) melihat korelasi reaksi ketahanan genotipe 
tomat terhadap aktivitas peroksidase akibat inokulasi Cmm.  

Percobaan dilaksanakan di laboratorium Bakteriologi  dan 
rumah kaca kedap serangga Fakultas Pertanian Universitas Andalas, 
Padang dari bulan Februari sampai dengan September 2008. 

 
Bahan Tanaman dan Penanaman 

 
Genotipe tomat yang digunakan adalah 7 genotipe tomat lokal 

yaitu ceri oval Pasaman, ceri  bulat Pasaman, ceri berlekuk Kerinci, 
ceri bulat kecil Kerinci, ceri bulat sedang Bengkulu, ceri rimbang 
paragi Tanah Datar,  15 genotipe tomat komersial yaitu Sapira, Dira, 
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Marta, Cosmonot, Brastagi, Hawai, Warani, Martabat, Tamara, Rizky, 
Samina, Natama, Montera, Permata, Lyla, 16 genotipe koleksi 
PSPT/IPB Bogor yaitu SSH3, SSH8, SSH9, SSH10, AVGV, Gondol 
lembang, Gondol putih,  Apel Belgia, Apel Belgia indeterminate,  
Karibia buah besar,  Karibia buah kecil, Intan, Mahkota, Ceri buah 
besar, Pointed, Caraibe.   

Sebelum ditanam, benih tomat disemai pada kotak persemaian 
(20 x 10 x 5 cm).  Bibit dipindah tanam ke polibag (15 x 25 cm) 
setelah berumur tiga minggu. Media tanam yang digunakan adalah 
campuran tanah dan pupuk kandang (4:1)  yang sudah disterilisasi 
dengan uap panas (suhu 100 0C ± 10 0C) selama 8 jam. Polibag yang 
sudah ditanam kemudian diletakkan secara teratur berjarak 50 cm 
(antar baris tanaman) x 50 cm (dalam baris tanaman). Tanaman dari 
satu genotipe diletakkan dalam lajur yang sama sedangkan 
ulangannya diletakkan secara acak, setiap polibag ditanam satu 
tanaman tomat. Saat berumur enam minggu, individu tanaman yang 
tidak menunjukkan gejala serangan hama dan penyakit dipilih untuk 
diinokulasi dengan Cmm. Pemupukkan tanaman dilakukan dua kali, 
pupuk pertama diberikan bersamaan waktu tanam dengan dosis 
Urea, SP36 dan KCl masing-masing 5 g/tanaman, sedangkan 
pemupukkan kedua setelah tanaman berumur 6 minggu dengan 
dosis Urea, SP36 dan KCl masing-masing 7 g/tanaman.   
 
Persiapan Inokulum C. michiganensis subsp. Michiganensis 
Asal Isolat.  
 

C. michiganensis subsp. michiganensis yang digunakan adalah 
enam Cmm dari berbagai lokasi di Sumatera dan Jawa : RJL-74 
(Rejang Lebong-Bengkulu), AGM-7 (Agam-Sumatera Barat), SLK-11 
(asal Danau Kembar,Solok-Sumatera Barat), CJR-45 (Cianjur-Jawa 
Barat), MLG-65 (Malang-Jawa Timur), dan KDR-68 (Kediri-Jawa 
Timur) (Zainal et al. 2008). 

 
Perbanyakan Isolat Bakteri.  

 
Biakan murni Cmm diinokulasikan pada media NBY kemudian 

diinkubasi pada suhu 30 0C selama 48-72 jam. Biakan murni bakteri 
disentrifus dengan kecepatan 1,564 x g selama 10 menit pada 
temperatur ruangan. Hasil sentrifus diresuspensi dengan akuades 
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steril dan suspensi bakteri ditetapkan dengan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 480 nm dengan OD 0,67 yang diperkirakan 
mengandung sel bakteri 108 CFU/ml, kemudian diencerkan lagi 1 : 
100 (± 1 x 106 CFU/ml) (Hadas et al. 2005). Uji patogenisitas Cmm 
sudah dilakukan pada penelitian sebelumnya. 

 
Uji Efektivitas Berbagai Cara Inokulasi Cmm pada Tanaman 
Tomat 

 
Uji inokulasi memakai Cmm SLK-11 yang virulen hasil 

penelitian sebelumnya, yang diisolasi dari buah tomat yang bergejala 
bird’s eye spot (asal Danau Kembar, Solok-Sumatera Barat) (Zainal et 
al. 2008). Tanaman diinokulasi ketika berumur 6 minggu. Pra 
penelitian ini dilakukan menggunakan 3 cara inokulasi inokulum 
yaitu, (inokulasi inokulum pada tangkai daun dengan 2 cara dan 
inokulasi inokulum pada ketiak daun dengan 1 cara) dengan 
berbagai konsentrasi bakteri pada varietas tomat  sangat rentan (c.v 
Marta) hasil penelitian sebelumnya. Cara inokulasi pada tangkai 
daun adalah daun pertama tanaman dipotong miring dengan gunting 
steril berjarak 0,5 dan 2,0 cm dari batang sehingga terdapat 
permukaan yang agak datar, kemudian suspensi bakteri diteteskan 
dengan pipet eppendorf. Konsentrasi bakteri diukur secara 
fotometer pada OD 0,67 dan 0,06 dan jumlah suspensi bakteri yang 
diinokulasi adalah 5 µl dan 20 µl. Inokulasi pada ketiak daun adalah 
dengan cara menyuntikkan suspensi bakteri pada beberapa tempat 
di ketiak daun tanaman (daun pertama, daun tengah dan pucuk). 
Konsentrasi bakteri diukur secara fotometer pada OD 0,67 dan 0,06 
dan jumlah suspensi bakteri yang diinokulasi adalah 5 µl dan 20 µl. 
Kontrol negatif diinokulasi dengan akuades steril. Masing-masing 
cara inokulasi dilakukan sebanyak lima ulangan dan tiap ulangan 
terdiri dari 3 tanaman, tiap tanaman tomat  ditanam dalam wadah 
satu polibag.   

Tingkat serangan Cmm diamati pada tanaman tomat yang 
diinokulasi secara buatan berdasarkan gejala serangan mengacu 
kriteria (Habazar 1990) pada Tabel 7.   
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Tabel 7. Tingkat serangan C. michiganensis yang diinokulasi buatan 
pada tanaman tomat. 

  Tingkat   
serangan 

 Gejala 

1 sehat 
2 sehat, tetapi terlihat gejala layu pada ujung daun (1-2 

helai daun) 
3 pertumbuhan agar terlambat, terlihat gejala layu ringan 

(daun layu 20%) sampai sedang (daun layu hingga 50%)  
4 pertumbuhan terhambat, terlihat gejala layu berat (daun 

layu hingga 70%) 
5 pertumbuhan sangat terhambat, terlihat gejala layu dan 

semua daun mati atau mengering 

6 pertumbuhan total terhambat, semua daun mengering 

7 tanaman mati total 
 
Cara inokulasi dengan konsentrasi dan jumlah suspensi 

bakteri yang paling efektif menimbulkan gejala menurut tingkat 
serangan seperti pada Tabel 7, dilanjutkan untuk pengujian tingkat 
kelayuan dengan menggunakan beberapa pengenceran suspensi 
bakteri yaitu tanpa pengenceran, pengenceran 1 : 10, dan 
pengenceran 1 : 100. Penilaian ketahanan tanaman menurut tingkat 
kelayuan ini didasarkan kepada indeks serangan (tingkat kelayuan) 
yang berdasarkan pada kriteria menurut Mavridis (1982) yang dapat 
dilihat pada Tabel 8.    

 
Tabel 8. Reaksi ketahanan varietas tomat terhadap serangan C. 

michiganensis (Mavridis 1982) 
Indeks 

serangan 
   Reaksi          Tingkat kelayuan 

0    tahan          tidak ada layu 
1    agak tahan          1 – 2 helai daun layu  
2    agak rentan          daun layu 20% 
3    rentan          daun layu 50 – 70% 
4    sangat rentan ha               hampir semua daun layu 
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Pengamatan waktu inkubasi diamati saat melakukan inokulasi Cmm 
pada tomat sampai saat timbulnya gejala pertama (skala 4) (hari). 
Pengamatan interval waktu antara inokulasi dengan tanaman layu 
total diamati saat melakukan inokulasi Cmm pada tomat sampai 
tanaman layu total (skala 4) (hari) (Tabel 9).    
 

Tabel 9. Kriteria penilaian pengamatan reaksi tanaman tomat yang 
diinokulasi dengan C. michiganensis 

Reaksi Interval waktu antara inokulasi 
dengan 

Nilai 

gejala pertama 
(hari) 

layu total (hari) 

tahan 
agak tahan 
agak rentan 
rentan 
sangat rentan 

> 35 
25 – 35 
15 – 25 
10 – 15 

< 10 

> 60 
50 – 60 
40 – 50 
35 – 40 

< 35 

0,5 
1,5 
2,5 
3,5 
4,0 

 
Reaksi Ketahanan 38 Genotipe Tomat terhadap Inokulasi 
Cmm 
  

Cara inokulasi Cmm yang dipakai untuk uji reaksi ketahanan 
berbagai genotipe tomat adalah dengan menyuntikkan suspensi 
bakteri 5 µl konsentrasi 106 CFU/ml melalui ketiak daun pada 
beberapa tempat (daun pertama, daun tengah dan pucuk) pada 
tanaman tomat berumur 6 minggu. Kontrol negatif dilakukan dengan 
menyuntikkan akuades steril.  

Percobaan rekasi ketahanan 38 genotipe tomat ini dilakukan 
terhadap enam isolat Cmm hasil percobaan sebelumnya. Sehingga 
terdapat enam seri percobaan, setiap seri percobaan terdiri dari uji 
reaksi ketahanan 38 genotipe tomat terhadap satu isolat Cmm. 
Masing-masing genotipe diulang sebanyak lima ulangan dan masing-
masing ulangan terdiri dari 3 tanaman, tiap tanaman tomat ditanam 
dalam wadah satu polibag.  Percobaan seri selanjutnya sampai seri 
keenam dilakukan seperti halnya dengan seri percobaan sebelumnya.   

Pengamatan gejala dilakukan sejak inokulasi Cmm ke tanaman 
sampai tanaman berbuah. Pengamatan ditujukan untuk melihat masa 
inkubasi dan tipe gejala yang muncul. Penilaian ketahanan genotipe 
tomat terhadap Cmm (Tabel 8) adalah nilai masing-masing 



-66- 

pengamatan dikalikan dengan faktor yang berbeda sebagai berikut 
(i) interval waktu sejak inokulasi sampai saat tanaman layu total 
dengan faktor 6, (ii) tingkat kelayuan dengan faktor 3, (iii) saat mulai 
timbulnya gejala dengan faktor 1. Nilai yang diperoleh pada masing-
masing pengamatan ditambahkan, kemudian dibagi 10.   

Percobaan dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan rumah 
kaca kedap serangga Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang. 
Kondisi suhu dan kelembaban (RH) di laboratorium  terkontrol (27 
0C dan 80%), sedangkan suhu dan kelembaban (RH) di dalam rumah 
kaca tidak terkontrol. 

Aktivitas perosidase  adalah salah satu enzim yang 
berhubungan dengan ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen 
(Chen et al. 2000). Aktivitas enzim peroksidase diukur pada sampel 
daun tomat 4 hari setelah inokulasi (hsi) Cmm. Prosedur analisis 
dilakukan mengikuti prosedur (Silva 2004). 

Tingkat variabilitas pengamatan ketahanan diukur 
berdasarkan nilai koefisien variasi (KV) rumus Singh & Chaudhary 
(1979), Steel & Torrie (1981).    

 s  
KV =          x 100% 

  x 
 
s, dan x adalah standar deviasi, dan nilai rata-rata pengamatan. Untuk 
menentukan tinggi rendahnya variabilitas masing-masing 
pengamatan berdasarkan koefisien variasi mengikuti 
pengelompokkan yang dikemukakan oleh Mattjik & Sumertajaya 
(1999), yaitu rendah (KV < 20%), sedang (20% ≤ KV ≤ 25%, dan 
tinggi KV > 25%. 

Korelasi antar variabel dilihat berdasarkan koefisien korelasi 
(r) menurut rumus Singh & Chaudhary (1979); 
  covxy 

 r =                         

  sx sy    
 

Dengan covxy, sx, sy berturut-turut adalah kovarian variabel xy, 
standar deviasi variabel x, standar deviasi variabel y. Menurut Young 
(1982) dalam Djarwanto dan Subagyo (1993) tingkat korelasi antar 
variabel dilihat dari nilai koefisien korelasi (r).  Nilai 0.7 < r  ≤ 1,0 
erat 0,4 < r ≤ 0,7 sedang 0,2 < r ≤ 0,4 rendah r ≤ 0,2 tidak berkorelasi.   
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Konfirmasi Cmm pada sampel tanaman uji dilakukan 3 minggu 
setelah inokulasi menggunakan metode dilution plating pada 
medium SCM. Sampel tanaman uji diekstraksi menggunakan buffer 
PBT dan cairan hasil ekstraksi tanaman diencerkan hingga 100 kali. 
Selanjutnya ekstrak tanaman yang telah diencerkan (0,5 ml) 
ditumbuhkan pada médium SCM dalam ruang bersuhu 26-28 oC.  
Jumlah koloni Cmm dan bakteri saprofit dihitung pada 10 hari setelah 
plating sebagai konfirmasi Cmm pada sampel uji.   
 
Efektivitas Berbagai Cara Inokulasi Cmm pada Tanaman Tomat 
 Inokulasi melalui pemotongan tangkai daun berjarak 2 cm 
dari batang menghasilkan gejala serangan yang lemah dibandingkan 
dengan pemotongan tangkai daun berjarak 0,5 cm dari batang. 
Inokulasi pada ketiak daun terlihat gejala serangan berat, 
pertumbuhan tanaman terhambat semua daun mengering pada 
semua kombinasi perlakuan, kontrol tidak terlihat gejala 
menunjukkan gejala serangan hanya disebabkan Cmm. Perbedaan 
konsentrasi dan volume inokulum tidak banyak perbedaan pada 
kedua cara inokulasi (Tabel 10).  

Tabel 10. Perbandingan tingkat serangan Cmm menggunakan beberapa cara 
inokulasi dengan konsentrasi dan volume inokulum Cmm pada tanaman 

tomat cv. Marta. 
 
 

     Cara inokulasi 

Tingkat serangan   
Kontrol 

(air) 
Konsentrasi dan jumlah inokulum 

OD 0,67 OD 0,06 
5 µl 20 µl 5 µl 20 µl 

1.  Tangkai daun pertama 
dipotong miring berjarak 0,5 
cm dari batang dengan gunting 
steril, kemudian inokulum 
Cmm diteteskan 

4 3 4 5 1 

2. Tangkai daun pertama dipotong 
miring berjarak 2,0 cm dari 
batang dengan gunting steril, 
kemudian inokulum Cmm 
diteteskan 

3 2 2 3 1 

1. Menyuntikkan inokulum 
Cmm pada  beberapa 
tempat di ketiak daun 
tomat 

6 6 6 6 1 
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 Penelitian lebih lanjut menggunakan cara inokulasi dengan 
menyuntikkan inokulum Cmm pada beberapa tempat di ketiak daun 
tomat (daun pertama, daun tengan dan pucuk), konsentrasi pada OD 
0,67 dengan volume inokulum 5 µl dengan beberapa pengenceran 
menunjukkan tidak banyak perbedaan dalam tingkat kelayuan, 
namun konsentrasi inokulum tanpa pengenceran menyebabkan 
tanaman lebih cepat layu (Tabel 11).   

Pengamatan saat timbulnya gejala pertama (hari) terlihat pada 
inokulum  konsentrasi tinggi dimana gejalanya timbul lebih awal 9 
(hsi) (OD 0,67 tanpa pengenceran). Demikian juga dengan interval 
waktu sejak inokulasi sampai tanaman layu total yakni 28 hari 
setelah inokulasi. Perlakuan kontrol tidak terlihat bergejala, 
menunjukkan bahwa gejala serangan penyakit pada tanaman uji 
hanya disebabkan oleh Cmm (Tabel 12). 
 

Tabel 11. Laju infeksi Cmm pada berbagai konsentrasi inokulum setelah 
diinokulasi dengan menyuntikkan inokulum Cmm pada beberapa tempat di 

ketiak daun tomat cv. Marta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Konsentrasi 
inokulum pada 
OD 0,67 

Tingkat Kelayuan 

Hari Setelah Inokulasi (hsi) 

 
10 

 
13 

 
16 

 
19 

 
22 

 
25 

 
28 

 
31 

 
34 

 
37 

 

   Tanpa 
pengenceran 

1 1 1 2 2 3 4    

Pengenceran 1 : 
10 

0 1 1 1 1 2 2 3 4 4 

   Pengenceran 1 : 
100 

0 1 1 1 1 2 2 3 4 4 

 Kontrol (air) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Tabel 12. Pengaruh perbedaan konsentrasi inokulum Cmm yang diinokulasi 
dengan menyuntikkan inokulum pada beberapa tempat di ketiak daun 

tomat cv. Marta. 

  
Berdasarkan hasil percobaan ini didapatkan bahwa cara 

inokulasi Cmm dengan menyuntikkan 5 µl inokulum kerapatan 106 

CFU/ml pada beberapa tempat di ketiak daun, (daun pertama, daun 
tengah dan pucuk) sudah menimbulkan kerusakan berat pada 
tanaman uji. Cara inokulasi ini selanjutnya digunakan untuk uji 
reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat terhadap Cmm. 
 
Reaksi Ketahanan 38 Genotipe Tomat terhadap Cmm 

 
Reaksi ketahanan genotipe tomat terhadap Cmm menurut 

interval waktu antara inokulasi dengan saat timbul gejala 
menunjukkan variabilitas yang rendah (15,1%). Masa inkubasi Cmm 
paling cepat 5 (hsi) terjadi pada sebagian genotipe tomat komersial 
dan genotipe PSPT/IPB sedangkan saat timbul gejala paling lama (9 
hsi) terjadi pada sebagian genotipe tomat lokal, genotipe tomat 
komersial, dan genotipe tomat PSPT/IPB. Interval waktu antara 
inokulasi dengan layu total menunjukkan variabilitas yang tinggi 
(38,6%) paling cepat (11 hsi) pada genotipe Lyla dan SSH10, paling 
lambat lebih 60 hari umumnya pada genotipe tomat lokal.  Tingkat 
kelayuan berbagai genotipe tomat menunjukkan variabilitas yang 
rendah (17,0%) terlihat dengan indeks serangan paling rendah pada 
genotipe tomat lokal dan indeks serangan paling tinggi pada genotipe 
tomat komersial dan genotipe tomat PSPT/IPB.  

 
Konsentrasi 
inokulum pada OD 
0,67 

 

Pengamatan 
Saat timbulnya 
gejala pertama 
(hari) 

Tingkat   
kelayuan 

Interval waktu 
sejak inokulasi 
sampai terjadi layu 
total (hari) 

Tanpa 
pengenceran 

             9 4 28 

Pengenceran  
1 : 10 

            12 4 32 

Pengenceran  
1 : 100 

            13 4 34 

  Kontrol (air)              0 0 0 
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Terhadap 38 genotipe tomat yang diuji tidak ada yang tahan 
terhadap Cmm.  Genotipe tomat lokal umumnya bereaksi agak tahan 
dan atau agak rentan, sebagian genotipe tomat lokal lebih dari 60 
(hsi) baru memperlihatkan gejala daun layu sekitar 20% namun 
setelah itu tanaman mentolerir, beberapa dari genotipe ini  
memperlihatkan layu total sebelum 60 hari setelah inokulasi. 
Genotipe tomat komersial dan genotipe tomat koleksi PSPT/IPB 
bereaksi sangat rentan, rentan dan  agak rentan (Tabel 13).  

Gejala yang muncul akibat inokulasi Cmm pada berbagai 
genotipe tomat  antara lain terjadinya layu daun, klorotik, nekrotik, 
kering pada bagian tepi daun, petiol daun kering dan kanker batang.  
Gejala layu dan klorotik dapat diikuti dengan gejala nekrotik atau 
daun kering  dan atau kerdil. Semua tanaman tomat akhirnya 
menunjukkan gejala kanker batang dan beberapa tanaman akhirnya 
mati (Gambar 10). Gejala pada buah paling spesifik adalah bird’s eye 
spot tapi belum ditemukan di percobaan ini, karena genotipe tomat 
yang rentan dan sangat rentan pertumbuhannya sangat terhambat 
terlihat gejala layu, dan semua daun mati atau mongering dan tidak 
sampai berbunga. 
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Gambar  9.  Gejala penyakit kanker bakteri yang disebabkan Cmm pada 
tanaman tomat terinfeksi. (a) nekrotik pada batang, daun layu dan nekrotik 
terjadi pada genotipe Lyla akibat diinokulasi Cmm KDR-68 asal Kediri-Jawa 
Timur, (b) daun yang layu menggulung ke atas dan ke arah dalam, menjadi 
coklat dan mengering, tetapi tangkai daun tetap segar dan daunnya tidak 

gugur terjadi pada genotipe kosmonot akibat diinokulasi Cmm CJR-45, asal 
Cianjur-Jawa Barat), (c) gejala layu akan menjalar dari satu daun ke daun 

berikutnya, bahkan sampai seluruh daun dan menghancurkan seluruh daun 
terjadi pada genotipe Marta akibat diinokulasi Cmm SLK-11 asal Danau 
Kembar, Solok-Sumatera Barat, (d) Gejala yang muncul terjadinya layu 

daun, klorotik, nekrotik, kering pada bagian tepi daun, petiol daun kering 
terjadi pada genotipe apel belgia indeterminate akibat diinokulasi Cmm RJL-

74 asal Rejang Lebong-Bengkulu, (e) batang terbelah dan disklorosi 
rengkahan muncul pada goresan batang dan biasanya membentuk kanker 
terjadi pada genotipe permata akibat diinokulasi Cmm AGM-7 asal Agam-
Sumatera Barat, (f) nekrotik pada batang, bercak dan layu pada helaian 
daun terbawah, terjadi pada genotipe apel belgia indeterminate akibat 

diinokulasi Cmm MLG-65 asal Malang-Jawa Timur. 

 
Waktu pembungaan dari berbagai genotipe tomat yang telah 

diuji diduga dipengaruhi oleh infeksi Cmm. Genotipe tomat yang 
bereaksi sangat rentan dan rentan hampir semua daunnya telah layu 
sebelum pembungaan, sedangkan genotipe lokal yang bereaksi agak 
tahan dan agak rentan umur berbunganya rata-rata 39 (hsi) dan 
sampai menghasilkan buah, tetapi buah yang terbentuk tidak 
(belum) menunjukkan gejala bird’s eye spot.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



-72- 

Tabel 13.  Reaksi ketahanan 38 genotipe tomat akibat diinokulasi enam Cmm 

No 
 

Genotipe 
 

Asal 
 

Reaksi ketahanan terhadap Cmm 

SLK-11 AGM-7 CJR45 RJL74 MLG-65 KDR-68 
1 Ceri oval            Pasaman AR AR AT AR AT AT 
2 Ceri bulat               Pasaman AR AR AR AT AT AT 
3 
 

Ceri berlekuk 
tidak beratur 

Kerinci AR 
 

AR 
 

AT 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

4 
 

Ceri bulat kecil Kerinci AR 
 

AR 
 

AT 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

5 
 

Ceri bulat 
sedang 

Bengkulu AR 
 

AR 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

AT 
 

6 
 

Ceri rimbang 
paragi 

T. Datar AR 
 

AR 
 

AT 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

7 
 

Ceri 
bulat/rimbang 

Solok AR 
 

AR 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

AT 
 

8 Sapira Komersial SR SR SR SR SR R 

9 Dira Komersial SR SR R R R R 
10 Marta Komersial SR SR SR R R R 
11 Cosmonot Komersial SR SR SR R R R 
12 Brastagi Komersial R R AR AR AR AR 
13 Hawai Komersial SR SR R R AR AR 
14 Warani Komersial SR SR AR R AT AT 
15 Martabat Komersial R R AR AR AR AR 
16 Tamara Komersial SR SR AR AR AT AT 
17 Rizky Komersial R R AR AR AR AR 
18 Samina Komersial R R AT AR AT AT 
19 Natama Komersial R R AR AR AT AT 
20 Montera Komersial SR SR SR R R R 
21 Permata Komersial SR SR SR R R R 
22 Lyla  Komersial SR SR SR SR SR SR 
23 SSH3 PSPT/IPB SR SR SR R SR SR 
24 SSH8 PSPT/IPB SR SR R R AR AT 
25 SSH9 PSPT/IPB R SR R AR AR AR 
26 SSH10 PSPT/IPB SR SR SR R SR R 
27 AVGV PSPT/IPB SR SR SR R SR R 
28 
 

Gondol 
Lembang 

PSPT/IPB AR 
 

SR 
 

AR 
 

AR 
 

AT 
 

AT 
 

29 Gondol Putih PSPT/IPB AR AR AR R AT AT 
30 Apel Belgia PSPT/IPB AR AR AR R AR AR 
31 
 

ABelgia 
Indeterminate 

PSPT/IPB SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

32 
 

Karibia buah 
besar 

PSPT/IPB SR 
 

SR 
 

AR 
 

R 
 

AR 
 

AR 
 

33 
 

Karibia buah 
kecil 

PSPT/IPB SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

R 
 

R 
 

34 Intan PSPT/IPB SR SR SR SR R SR 
35 Mahkota PSPT/IPB SR R AR R AR AT 
36 
 

Ceri buah 
besar 

PSPT/IPB SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

SR 
 

37 Pointed PSPT/IPB SR SR AR R AR AR 

38 Caraibe PSPT/IPB SR SR SR R R SR 
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Catatan: (T) tahan; (AT) agak tahan; (AR) agak rentan; (R) rentan;  (SR) 
sangat rentan. CV (%) saat timbul gejala (15,1), interval waktu inokulasi 
dengan layu total (38,6), dan tingkat kelayuan (17,0).  

  
Koefisien korelasi reaksi ketahanan dengan saat muncul gejala 

(r) = -0,226**, artinya nilai ketahanan rendah sangat nyata dengan 
saat muncul gejala.  Nilai r negatif menunjukkan semakin tahan 
genotipe semakin lama saat muncul gejala serangan. Korelasi reaksi 
ketahanan dengan tingkat kelayuan berkaitan erat dan sangat nyata, 
dengan koefisien korelasi = 0,727**. Artinya semakin tinggi indeks 
serangan Cmm semakin rentan tomat tersebut. Koefisien korelasi 
reaksi ketahanan dengan interval waktu inokulasi sampai layu total 
erat dan sangat nyata, yaitu r = -0,933**. Genotipe tahan gejala layu 
terjadi lebih lama bahkan sama sekali tidak layu, genotipe tomat 
rentan gejala layu total sangat cepat bahkan kurang dari 35 hari 
setelah inokulasi.  
 

Tabel 14. Koefisien korelasi antara peubah aktivitas peroksidase, reaksi 
ketahanan, interval inokulasi sampai layu total (hari), tingkat kelayuan, dan 

saat muncul gejala (hari). 
 Inteval 

inokulasi 
sampai layu 

total 

Tingkat 
kelayuan 

Saat muncul 
gejala (hari) 

Peroksidase -0,404 ** 0,302** -0,101 
Reaksi Ketahanan -0,933** 0,727** -0,226** 
Inteval inokulasi sampai 
layu total 

 -0,560** 0,244** 

Tingkat Kelayuan   -0,167 
Catatan: (*) = nyata, (**) = sangat nyata, (r) didasarkan pengamatan variabel     
ketahanan 6 isolat Cmm 

  
Variabilitas aktivitas peroksidase antar genotipe yang terserang 

Cmm  tinggi yaitu 54,4%. Korelasi aktivitas peroksidase dengan interval 
waktu inokulasi sampai terjadi layu total (hari) dan tingkat kelayuan 
adalah sedang dan sangat nyata (Tabel 14), nilai koefisien korelasinya  -
0,404 ** dan 0,302**. Korelasi positif aktivitas peroksidase dengan tingkat 
kelayuan, korelasi negatif interval inokulasi sampai layu total dengan 
peroksidase menunjukkan aktivitas enzim peroksidase cenderung 
berlawanan dengan reaksi ketahanan tomat terhadap Cmm.             
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Pembahasan 
 

Cara inokulasi melalui ketiak daun pada percobaan ini paling 
efektif untuk pengujian ketahanan tomat terhadap Cmm, karena 
melalui penyuntikan pada beberapa tempat di ketiak daun tanaman 
tomat, bakteri dapat langsung masuk ke jaringan phloem. Disamping 
itu dengan konsentrasi inokulum yang relatif rendah 106 CFU/ml 
sebanyak 5 µl telah dapat menimbulkan gejala serangan berat pada 
tanaman, bila dibandingkan dengan konsentrasi inokulum yang lebih 
tinggi (108 CFU/ml) lagi pula tanaman tomat hanya mengalami 
sedikit perlukaan pada tempat inokulasi. Metode inokulasi pada 
ketiak daun adalah yang terbaik untuk uji reaksi ketahanan berbagai 
genotipe tomat terhadap Cmm untuk percobaan ini. Inokulasi kontrol 
(air) tidak terlihat gejala, berarti gejala yang timbul pada tanaman uji 
hanya disebabkan oleh Cmm. Foster & Echandi (1973) menggunakan 
metode penusukan batang melalui kotiledon dengan “dental root 
canal file” yang direndam dalam inokulum bakteri dengan 
konsentrasi 109. Mavridis (1982) menggunakan pemotongan tangkai 
daun dengan konsentrasi inokulum 108, inokulasi melalui akar 
(Emmatty & John 1973), melalui batang (Forster & Echandi 1973), 
melalui pucuk diketiak daun dan daun (Kontaxis 1965). De Jong & 
Honma (1976) melaporkan penusukan pada batang sering 
menyebabkan patahnya tanaman yang diinokulasi sebelum 
munculnya lessio pada batang, sehingga menyebabkan sulitnya 
penilaian ketahanan.  

Pengamatan terhadap gejala mempunyai arti penting terhadap 
penilaian akhir ketahanan tomat.  Pengamatan dalam percobaan ini 
yang merupakan kriteria utama adalah interval waktu sejak inokulasi 
sampai tanaman layu total. Pengamatan ketahanan tomat 
berdasarkan tingkat kelayuan kurang meyakinkan, karena ada 
beberapa genotipe yang telah layu (indeks serangan 4) tiga minggu 
setelah inokulasi sedangkan genotipe yang lain sampai akhir 
pengamatan masih belum menunjukkan gejala yang khas. 
Pengamatan ketahanan tanaman berdasarkan munculnya gejala 
pertama bukan pula faktor penentu dalam penilaian ketahanan 
tomat terhadap Cmm, karena ada beberapa varietas yang 
menunjukkan gejala pertama lebih awal tetapi baru layu pada waktu 
pengamatan hampir berakhir, sebaliknya pada varietas yang lain 
gejalanya yang muncul lebih lambat tetapi tanaman layu dalam 
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waktu relatif singkat. Penilaian ketahanan tomat terhadap inokulasi 
Cmm adalah setiap unsur pengamatan dikalikan dengan faktor yang 
berbeda sebagai berikut; (a) interval waktu sejak inokulasi sampai 
saat tanaman layu total dikali dengan 6, (b) tingkat kelayuan dengan 
3, (c) saat mulai timbulnya gejala pertama dengan 1. 

Penelitian uji ketahanan tomat yang telah dilakukan para 
peneliti terdahulu biasanya hanya menggunakan satu kriteria 
ketahanan, tetapi dalam penelitian ini menjadi masalah. Metode 
penilaian ketahanan tomat terhadap Cmm juga sama halnya dengan 
yang dilakukan (Habazar et al. 1987, 1990). Elenkov (1962) 
menggunakan interval sejak inokulasi sampai munculnya gejala 
pertama sebagai kriteria penentu dalam pengujian ketahanan 
genotipe. Berry et al. (1989) menggunakan kriteria layunya pucuk 
pada ketiak daun, selanjutnya peneliti lain hanya menggunakan 
tingkat kelayuan sebagai kriteria ketahanan (Forster & Echandi 
1973, Mavridis 1982). Ketahanan tomat terhadap Cmm di Indonesia 
belum banyak dilaporkan mengingat patogen ini masih baru 
dilaporkan.    

Uji reaksi ketahanan berbagai genotipe tomat ini dengan 
menggunakan 6 Cmm dari hasil penelitian terdahulu, yang berarti 
pengujian ketahanan ini dilakukan sebanyak 6 seri percobaan. 
Berdasarkan kombinasi penilaian ketahanan yang berbeda, maka 
penelitian uji reaksi ketahanan 38 genotipe tomat yang terdiri dari 
genotipe tomat lokal (asal Pasaman-Sumatera Barat, Kerinci-Jambi, 
Rejang Lebong-Bengkulu), genotipe tomat komersial, dan genotipe 
koleksi PSPT IPB belum ada yang tahan terhadap inokulasi Cmm.  

Genotipe tomat lokal seperti tomat-tomat ceri cenderung 
memperlihatkan reaksi agak tahan dan atau agak rentan akibat 
inokulasi Cmm dibandingkan dengan genotipe tomat koleksi PSPT 
IPB dan genotipe tomat komersial. Diduga genotipe tomat lokal ini 
toleran terhadap infeksi patogen Cmm, walaupun tanaman terinfeksi 
dengan bergejala daun layu hingga 20% tetapi pada tahap 
selanjutnya tanaman mentolerir gejala ini. Penghambatan ini terjadi 
diduga adanya sifat ketahanan atau toleran pada genotipe yang pada 
mulanya ketahanan tanaman masih rendah kemudian seiring dengan 
pertumbuhan akan terbentuk ketahanan pada genotipe ini. 
Ketahanan pada genotipe tersebut akan menghambat penyebaran 
bakteri lebih lanjut ke seluruh bagian tanaman (Francis et al. 2001).  
Genotipe tomat lokal yang diuji di penelitian ini hanya berasal dari 
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beberapa lokasi di Sumatera Barat, Jambi, dan Bengkulu. Diduga ada 
genotipe tomat  lain di berbagai lokasi yang bisa dipelajari 
ketahanannya terhadap inokulasi Cmm, guna meningkatkan peluang 
menseleksi genotipe tomat tahan.  Pendekatan lain yang mungkin 
dilakukan adalah dengan melakukan backcross berulang antar 
genotipe tomat lokal yang agak tahan dan atau agak rentan tersebut, 
sehingga menyebabkan terakumulasi alel dan lokus gen tahan pada 
satu genotipe turunan hasil backcross berulang, ini bisa dijadikan 
sumber gen ketahanan pada program pemuliaan tanaman dalam 
perakitan kultivar tomat unggul tahan kanker bakteri yang 
disebabkan Cmm.    

Aktivitas enzim peroksidase berhubungan dengan ketahanan 
dan dapat digunakan sebagai penanda seleksi ketahanan terhadap 
penyakit (Gupta et al. 1990). Cekaman suhu rendah pada gandum 
dan jagung (Peruanskii et al. 1991), cekaman hara pada kedelai 
(Leidi et al. 1989), cekaman polusi udara (Rao & Dubey 1990), 
cekaman suhu rendah pada apel (Wu & Zhang 1990), dan cekaman 
fisik ataupun fisiologis (Artlip & Funkhouser 1995) dapat 
meningkatkan aktivitas enzim peroksidase. 

Aktivitas peroksidase hasil penelitian ini tidak berkorelasi 
dengan reaksi ketahanan tomat terhadap Cmm. Interaksi tanaman-
patogen seperti interaksi genotipe tomat dengan Cmm adalah reaksi 
sistemik. Aktivitas peroksidase kemungkinan tidak berperan dalam 
mekanisme pertahanan tanaman. Herison et al. (2007) menyatakan 
aktivitas peroksidase tidak berperan dalam mekanisme pertahanan 
cabai merah dengan virus CMV yang menghasilkan reaksi sistemik. 
Aktivitas enzim peroksidase pada fase buah bibit juga tidak berperan 
dalam mekanisme ketahanan penyakit antraknosa pada buah cabai 
(Zen et al. 2002). Tanaman tahan penyakit cenderung 
memperlihatkan aktivitas peroksidase yang lebih tinggi 
dibandingkan tanaman rentan (Andreeva 1989; Gupta et al. 1990; 
Zhou et al. 1992; Yurina et al. 1993). Mekanisme pertahanan di sini  
melibatkan aktivitas peroksidase bekerja pada infeksi cendawan atau 
virus menghasilkan reaksi hipersensitif (Vance at al. 1980; Keppler & 
Novacky 1986; Keppler et al. 1989, Gupta et al. 1990; Hutchenson 
1998).  
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Simpulan   
 

Simpulan dari penelitian ini adalah (i) inokulasi dengan 
menyuntikkan inokulum Cmm 5 µl konsentrasi 106 cfu/ml pada 
beberapa tempat di ketiak daun (daun pertama, daun tengah dan 
pucuk) merupakan cara yang paling efektif mengevaluasi ketahanan 
tomat terhadap Cmm. (ii) Terhadap berbagai genotipe tomat yang 
diuji belum ada yang tahan terhadap Cmm, genotipe tomat lokal ada 
yang agak rentan dan agak tahan. (iii) Aktivitas peroksidase tidak 
berkorelasi dengan reaksi ketahanan genotipe tomat akibat inokulasi 
Cmm.  
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BAB VI 
Efektivitas Ekstrak Tumbuhan untuk 

Mengeliminasi Clavibacter michiganensis 
subsp.  michiganensis Secara In Vitro 
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Pengantar  
 

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi (1) pengaruh 
penghambatan minyak dan ekstrak tumbuhan terhadap Clavibacter 
michiganensis subsp, michiganensis (Cmm) secara in vitro, (2) 
pengaruh penghambatan minyak dan ekstrak tumbuhan terhadap 
infeksi Cmm pada benih tomat terinfeksi. Setelah dievaluasi terhadap 
20 jenis minyak dan ekstrak tumbuhan; ekstrak rizoma temulawak, 
sirih hutan, minyak kulit kayu manis, dan minyak cengkeh dipilih 
untuk uji selanjutnya.  Benih tomat diinokulasi secara buatan dengan 
Cmm untuk mendapatkan tingkat infeksi yang tinggi.  Benih 
terinfeksi direndam masing-masing dalam suspensi ekstrak terpilih 
selama 20 menit. Eliminasi Cmm dari benih tomat terinfeksi 
dievaluasi 10 hari setelah perlakuan. Hasil percobaan menunjukkan 
bahwa; (1)  Perlakuan dengan ekstrak rizoma temulawak, ekstrak 
daun sirih hutan, minyak kulit kayu manis atau minyak cengkeh 
menunjukkan pengaruh penghambatan terhadap Cmm secara in 
vitro. (2) Perendaman benih tomat terinfeksi masing-masing dalam 
ekstrak rizoma temulawak 5%, minyak kulit kayu manis 5%, ekstrak 
daun sirih hutan 5%, atau minyak cengkeh 0,5% efektif 
mengeliminasi Cmm. Perlakuan benih ini berpotensi digunakan dan 
dikembangkan secara komersial untuk mengeliminasi Cmm pada 
benih tomat.               

Aspek penting manajemen mutu benih yaitu manajemen 
kesehatan benih, diantaranya pencegahan infeksi atau kontaminasi 
benih selama proses produksi dan mengurangi infeksi atau 
kontaminasi pada lot benih berpenyakit. Proses pengadaan benih 
sayuran di Indonesia, langkah-langkah manajemen tersebut 
seharusnya melibatkan Badan Karantina Pertanian (BKP), Balai 
Pengawasan dan Sertifikasi Benih Tanaman Pangan dan Hortikultura 
(BPSB TPH), dan produsen benih (Anwar et al. 2005). 

Bakteri Cmm adalah agen penyakit kanker bakteri yang 
ditransmisikan melalui benih (seed-transmitted patogen) dan dapat 
menyebabkan kerugian serius pada pertanaman tomat (Basim et al. 
2004). Evaluasi terhadap lot benih tomat komersial yang beredar 
sepanjang tahun 2000-2003 di Indonesia oleh Anwar et al. (2004a.b) 
menunjukkan bahwa beberapa lot benih telah tercemar bakteri Cmm 
penyebab penyakit kanker bakteri. Keberadaan Cmm di antara benih 
tomat komersial di Indonesia perlu mendapat perhatian serius 
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mengingat benih terkontaminasi merupakan inokulum primer 
penyebaran penyakit kanker bakteri. Penyebaran lebih luas patogen 
ini dapat dicegah antara lain dengan perlakuan benih untuk 
mengeliminasi Cmm dari lot benih tomat terinfeksi. 

Belakangan ini pendekatan pengendalian penyakit mulai 
bergeser meninggalkan fungisida yang berpotensi menimbulkan 
masalah kesehatan, untuk itu pemakaian fungisida untuk perlakuan 
benih perlu dikurangi agar tidak menimbulkan dampak negatif 
terhadap lingkungan. Sebagai contoh di Eropa fungisida berbasis 
merkuri dan lindane telah secara menyeluruh dilarang digunakan 
(Brandl 2001). Pemanfaatan ekstrak tumbuhan (plant extracts) 
seperti minyak atsiri sebagai pestisida untuk pengendalian penyakit 
telah semakin mendapat perhatian (Paul & Sharma 2002; Park et al. 
2003; Pino et al. 2004; Bowers et al. 2004). Minyak dan tepung daun 
cengkeh, minyak sereh wangi, ekstrak mimba dilaporkan mampu 
menghambat pertumbuhan patogen Colletotrichum capsici secara in 
vitro (Biswas et al. 2002; Asie 2004; Sutariati et al. 2005). Kandungan 
2’,6’-dihydroxy-4’methoxychalcone pada sirih hutan menghambat 
98% parasit Leishmania amazonensis secara in vitro (Santos et al. 
1999;  Rali et al. 2007). Temulawak dengan bahan aktif xanthorizol 
memiliki aktivitas fungisida terhadap sejumlah Candida sp. (Rukayadi 
et al. 2006). Kulit kayu manis mengandung cinnamaldehyde sebagai 
anti fungi (Saccharomyces cerevisiae), antimikroba gram positif 
(Staphylococcus albus) dan gram negatif (Escericia coli) (Friedmen et 
al. 2002; Maidment et al. 2006). Namun demikian, efektivitas daya 
hambat ekstrak tumbuhan terhadap berbagai bakteri patogen yang 
menyerang tanaman masih belum banyak dilaporkan. 

Anwar et al. (2004b) telah mencoba mengeliminasi bakteri 
Cmm dari lot benih tomat terinfeksi secara buatan hingga 99% 
terbebas dari infeksi Cmm dengan 0,5 % minyak cengkeh tanpa 
menurunkan kualitas benih.  

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi (1) daya hambat 
in vitro dari berbagai minyak dan ekstrak tumbuhan terhadap Cmm, 
(2) daya hambat minyak dan ekstrak tumbuhan terpilih terhadap 
Cmm pada benih tomat terinfeksi secara buatan. Hasil penelitian ini 
diharapkan dapat dikembangkan formulasi perlakuan benih untuk 
menurunkan kemungkinan penyebaran Cmm lewat benih tomat. 
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Percobaan dilaksanakan di Laboratorium Bakteriologi Fakultas 
Pertanian dan Kimia Bahan Alam FMIPA Universitas Andalas Padang 
dari bulan Juli hingga November 2008.  

 
Minyak dan Ekstrak Tumbuhan sebagai Bakterisida Nabati 

 
Jenis minyak dan ekstrak tumbuhan yang digunakan adalah: 

minyak cengkeh (Syzygium aromaticum), sereh wangi (Cymbopogon 
nardus), kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii); ekstrak daun 
kunyit (Curcuma longa), kencur (Kaempferia galanga), mimba 
(Azadirachta indica A, Juss), surian (Toona sureni), beringin sungsang 
(Ficus deltoidea), pluchea (Pluchea indica), sirih hutan (Piper 
aduncum), gambir (Uncaria gambier), rutin (Manihot utilisima), 
bunga pahit (Thitonia diversifolia), sirih (Piper betel), daun mahkota 
dewa (Phaleria macrocarpa); ekstrak biji pala (Myristica fragrans), 
ekstrak rizoma temulawak (Curcuma xanthorrhiza), ekstrak umbi 
bawang putih (Alium sativum), serta ekstrak buah mahkota dewa 
(Phaleria macrocarpa). Minyak dan ekstrak tumbuhan tersebut 
diperoleh dari Lab. Kimia Bahan Alam FMIPA Universitas Andalas. 
Pemberian antibiotika kloramfenikol digunakan sebagai pembanding. 

 
Benih Tomat Terinfeksi Buatan 

 
Bahan tanaman yang digunakan adalah benih tomat cv. Marta 

nomor lot 6107516024. Benih tomat terinfeksi Cmm secara alami tidak 
tersedia, maka lot benih tomat terinfeksi berat oleh Cmm didapatkan 
dengan perlakuan inokulasi buatan (artificial inoculation). Inokulasi 
buatan dilakukan dengan merendam benih tomat di dalam suspensi 
Cmm SLK-11 (diisolasi dari buah tomat bergejala bird’s eye spot) berasal 
dari Danau Kembar, Solok (Zainal et al. 2008) dengan konsentrasi 3 x 
108 cfu/ml dan dikocok di atas shaker dengan kecepatan 300 rpm 
selama 30 menit. Benih yang telah diinokulasi dikeringkan dengan 
tiupan udara hangat, berasal dari pengering rambut (hair drier) yang 
diatur pada suhu sekitar 360C, selama 45 menit kecepatan angin sekitar 
40 km/jam. Jarak antara pengering rambut dengan benih diatur sekitar 
20 cm. Pengeringan benih dilakukan sehingga kadar air benih setelah 
perlakuan mendekati kadar air benih awal sebelum perlakuan. Benih 
disimpan dalam wadah plastik kedap udara selama satu minggu 
sebelum digunakan dalam percobaan berikutnya. 
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Penentuan Lokasi Cmm pada Benih Hasil Inokulasi Buatan 
 
Benih hasil inokulasi buatan dengan Cmm disimpan pada suhu 

ruang selama satu minggu untuk memberi kesempatan bakteri 
berkembang dan memperbanyak diri pada benihnya. Evaluasi lokasi 
keberadaan Cmm pada benih tomat yaitu 6 g benih yang telah 
terinfeksi Cmm dibilas tiga kali dengan air steril, air bilasan yang 
terakhir ditumbuhkan pada medium SCM, dan jumlah koloni yang 
tumbuh dihitung serta digunakan sebagai data awal tingkat infeksi. 

Enam gram benih yang lain disterilisasi dengan perendaman 
NaClO 2% selama 10 menit, dicuci dua kali untuk menghilangkan 
sterilan, dan dibilas tiga kali dengan akudes steril. Air bilasan yang 
terakhir ditumbuhkan pada medium SCM untuk mendeteksi 
keberadaan Cmm dalam air bilasan. Benih tomat steril selanjutnya 
diekstraksi dengan seed grinder dan hasil ekstraksi ditumbuhkan 
pada medium SCM dengan pengenceran 100 kali (agar dilution 
plating) untuk menghitung tingkat kontaminasi setelah sterilisasi. 
Penentuan lokasi keberadaan Cmm pada benih tomat yang 
diinokulasi secara buatan ditentukan berdasarkan nilai tingkat 
kontaminasi awal, pada air bilasan setelah sterilisasi, dan pada 
ekstrak benih setelah sterilisasi.  

 
Skrining Daya Hambat berbagai Jenis Minyak dan Ekstrak 
Tumbuhan terhadap Cmm Secara in Vitro 

 
Skrining anti mikroba dari 20 jenis minyak dan ekstrak 

tumbuhan terhadap enam bakteri Cmm dari berbagai lokasi di 
Sumatera dan Jawa; RJL-74 (Rejang Lebong-Bengkulu), AGM-7 
(Agam-Sumatera Barat), SLK-11 (asal Danau Kembar,Solok-Sumatera 
Barat), CJR-45 (Cianjur-Jawa Barat), MLG-65 (Malang-Jawa Timur), 
dan KDR-68 (Kediri-Jawa Timur) (Zainal et al. 2008) dilakukan 
melalui skrining awal. Minyak dan ekstrak tumbuhan yang 
menunjukkan daya hambat terhadap Cmm dalam uji in vitro dipilih 
untuk diterapkan dalam pengujian menggunakan benih terinfeksi. 
Penentuan konsentrasi minyak dan ekstrak tumbuhan yang efektif 
sebagai anti mikroba dilakukan melalui uji konsentrasi hambat 
minimal (minimum inactivation concentration (MIC). Uji skrining 
awal dan penentuan konsentrasi tersebut dilakukan secara in vitro 
menggunakan metode difusi agar (Schaad et al. 2001) memakai 
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kertas Whatman No 3 berdiameter 0,5 cm. 
Metode difusi agar dilakukan dengan cara sebagai berikut; stok 

minyak dan ekstrak tumbuhan (konsentrasi 1%) dibuat dengan 
melarutkan minyak dan ekstrak 1 ml dalam DMSO 2,5 ml dan 
disuspensikan dalam air. Stok minyak dan ekstrak tumbuhan dipipet 
sebanyak 10 µl dan diteteskan pada kertas Wathman No 3 
berdiameter 0,5 cm. Kloramfenikol (3 µg/µl) sebanyak 10 µl 
diteteskan pada kertas yang sama dan digunakan sebagai kontrol 
positif, sedangkan larutan DMSO (2,5%) 10 µl diteteskan pada kertas 
yang sama tanpa minyak dan ekstrak tumbuhan digunakan sebagai 
kontrol negatif. Ke dalam medium  NA bersuhu 45 0C ditambahkan 
100 µl suspensi Cmm (OD 0,25 pada λ 580 nm), disuspensikan 
dengan putaran teratur sehingga merata. Campuran bakteri dan 
medium dituangkan ke dalam cawan petri (Ø 9 cm) sejumlah 10 ml 
dan dibiarkan menjadi padat. Kertas Wathman yang sudah diberi 
minyak dan ekstrak tumbuhan, kontrol positif, dan kontrol negatif 
diletakkan pada permukaan campuran bakteri dan medium dan 
diinkubasikan selama 24-48 jam dalam ruang inkubasi bersuhu 26-
28 0C dan diamati terbentuknya halo (transparan) di sekitar kertas 
yang mengandung ekstrak uji. Pengukuran diameter daerah halo 
dilakukan dengan menggunakan jangka sorong.  

Penentuan konsentrasi hambat minimal dari minyak kulit kayu 
manis, ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih hutan, dan 
minyak cengkeh dari hasil skrining awal menggunakan metode difusi 
agar (Schaad et al. 2001) memakai kertas Whatman No. 3 
berdiameter 0,5 cm secara in vitro dengan mikroba uji Cmm SLK-11 
(Zainal et al. 2008). 

Metode difusi agar dilakukan dengan cara sebagai berikut; stok 
masing-masing minyak kulit kayu manis, ekstrak rizoma temulawak, 
ekstrak daun sirih hutan, dan minyak cengkeh dengan konsentrasi 
(0,25%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, dan 10%) dibuat dengan melarutkan 
minyak dan ekstrak tersebut dalam DMSO 2,5 ml dan disuspensikan 
dalam air. Stok minyak dan ekstrak tumbuhan dengan berbagai 
konsentrasi tersebut dipipet masing-masing sebanyak 10 µl dan 
diteteskan pada kertas Wathman No.3 berdiameter 0,5 cm. 
Kloramfenikol (3 µg/µl) sebanyak 10 µl diteteskan pada kertas yang 
sama dan digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan larutan 
DMSO (2,5%) 10 µl diteteskan pada kertas yang sama tanpa minyak 
dan ekstrak tumbuhan digunakan sebagai kontrol negatif, masing-
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masing perlakuan diulang tiga kali. Ke dalam medium  NA bersuhu 45 
0C ditambahkan 100 µl suspensi Cmm (OD 0,25 pada λ 580 nm), 
disuspensikan dengan putaran teratur sehingga merata. Campuran 
bakteri dan medium dituangkan ke dalam cawan petri (Ø 9 cm) 
sejumlah 10 ml dan dibiarkan menjadi padat. Kertas Wathman yang 
sudah diberi minyak dan ekstrak tumbuhan pada berbagai 
konsentrasi, kontrol positif, dan kontrol negatif diletakkan pada 
permukaan campuran bakteri dan medium dan diinkubasikan 
selama 24-48 jam dalam ruang inkubasi bersuhu 26-28 0C dan 
diamati terbentuknya halo (transparan) di sekitar kertas yang 
mengandung ekstrak uji. Pengukuran diameter daerah halo 
dilakukan dengan menggunakan jangka sorong.  

 
Uji Daya Hambat Minyak dan Ekstrak Tumbuhan terhadap 
Cmm pada Benih Terinfeksi 

 
Minyak dan ekstrak tumbuhan yang efektif dari hasil uji in vitro 

yaitu minyak kulit kayu manis, ekstrak rizoma temulawak, ekstrak 
daun sirih hutan, dan minyak cengkeh kemudian diuji daya 
hambatnya terhadap Cmm pada benih tomat terinfeksi. Uji masing-
masing minyak dan ekstrak tumbuhan tersebut disusun dengan 
rancangan lingkungan acak lengkap (RAL), unit percobaan terdiri 
atas satu cawan petri dan  masing-masing perlakuan diulang tiga kali. 
Benih tomat terinfeksi Cmm SLK-11 (6 g) direndam dalam suspensi 
minyak kulit kayu manis dan air dengan konsentrasi 0,%, 1%, 2,5%, 
5%, atau 10% selama 20 menit; ekstrak rizoma temulawak dan air 
dengan konsentrasi 0,%, 0,25%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, atau 10% 
selama 20 menit; ekstrak daun sirih hutan dan air dengan 
konsentrasi 0,%, 1%, 2,5%, 5%, atau 10% selama 20 menit; dan 
minyak cengkeh dan air dengan konsentrasi 0,%, 0,25%, 0,5%, 1%, 
atau 1,5% selama 20 menit. Suspensi minyak dan ekstrak tumbuhan 
dengan berbagai konsentrasi dibuat dengan melarutkan minyak dan 
ekstrak tumbuhan tersebut dalam DMSO 2,5 ml dan disuspensikan 
dalam air. 

Setelah perendaman dalam minyak dan ekstrak tumbuhan, 
benih dibilas satu kali dengan akuades steril dan diekstraksi dalam 
50 ml Phosphate Buffer Tween (PBT) menggunakan seed grinder. 
Ekstrak yang didapatkan diencerkan hingga 100 kali, selanjutnya 
ekstrak benih yang telah diencerkan (0,5 ml) ditumbuhkan dalam 
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media SCM dalam ruang bersuhu 26-28 0C. Jumlah koloni Cmm dan 
bakteri saprofit lainnya yang tumbuh dalam media SCM dihitung 
pada 10 hari setelah dilution plating.   

Percobaan dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Fakultas 
Pertanian Universitas Andalas, Padang. Kondisi suhu dan 
kelembaban (RH) di dalam laboratorium terkontrol (27 0C dan 80%).   

Lokasi Cmm pada Benih Hasil Inokulasi Buatan 

Berdasarkan jumlah koloni yang tumbuh pada medium SCM 
dapat diketahui ekstrak benih hasil inokulasi buatan terinfeksi Cmm 
dengan konsentrasi 368,3 x 102 cfu/ml. Setelah sterilisasi dan 
beberapa tahapan pembilasan, air bilasan terakhir yang 
ditumbuhkan pada medium SCM tidak mengandung bakteri Cmm 
karena tidak ada koloni Cmm yang tumbuh dan berkembang pada 
medium uji  (Tabel 15). 

Hasil evaluasi pada medium SCM untuk ekstrak benih tomat 
hasil inokulasi buatan setelah tahapan sterilisasi mengindikasikan 
tingkat infeksi Cmm dengan konsentrasi 0,7 x 102 cfu/ml. Sebelum 
dan sesudah inokulasi buatan, benih tomat juga terinfeksi oleh 
bakteri saprofit selain Cmm dengan tingkat infeksi antara 0,2 x 102 
hingga 0,3 x 102 cfu/ml. Benih yang digunakan juga terinfeksi oleh 
cendawan, tetapi tingkat infeksinya tidak ditentukan (Tabel 15). 

Tabel 15. Lokasi Cmm SLK-11 pada benih tomat cv. Marta hasil 
perlakuan inokulasi buatan. 

Kondisi benih tomat 
Tingkat infeksi terjadi pada (cfu/ml) 

Cmm Bakteri saprofit lain Cendawan 

Sebelum inokulasi buatan : 

  • Air bilasan benih 0 0,2 x 102 + 

  • Ekstrak benih 0 0,3 x 102 + 

Setelah inokulasi buatan : 

(a) Tanpa sterilisasi 

  • Air bilasan benih TD TD TD 

  • Ekstrak benih 368,3 x 102 0,3 x 102  + 
 
(b) Dengan sterilisasi 

  • Air bilasan benih 0 0,2 x 102  - 

  • Ekstrak benih 0,7 x 102 0,2 x 102 - 
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TD : tidak ditentukan. (+) ada koloni cendawan, (-) tidak ada koloni 
cendawan yang tumbuh pada médium SCM (médium semi-selektif untuk 
menumbuhkan bakteri). 

 
Skrining Daya Hambat berbagai Jenis Minyak dan Ekstrak 
Tumbuhan terhadap Cmm Secara in Vitro 

 
Koloni enam bakteri Cmm yang diuji mampu tumbuh dengan 

baik pada medium NA tanpa penambahan minyak dan ekstrak 
tumbuhan, yang mengindikasikan bakteri dalam kondisi viabel. Dua 
puluh jenis minyak dan ekstrak tumbuhan yang diuji yang 
menunjukkan daya hambat cukup tinggi terhadap Cmm adalah 
ekstrak rizoma temulawak, minyak kulit kayu manis, ekstrak daun 
sirih hutan, dan minyak cengkeh (Tabel 16). Larutan DMSO (kontrol 
negatif) tidak menghambat Cmm sehingga daya hambat terhadap 
Cmm yang diamati betul-betul sebagai akibat perlakuan minyak dan 
ekstrak tumbuhan. 

Konsentrasi minyak dan ekstrak tumbuhan yang efektif 
berdasarkan uji konsentrasi hambat minimal secara in vitro untuk 
ekstrak rizoma temulawak 0,25%, minyak kulit kayu manis 1%, 
ekstrak daun sirih hutan 1%, dan minyak cengkeh 0,25% (Tabel 17, 
Gambar 11). Konsentrasi hambat minimal minyak dan ekstrak 
tumbuhan terhadap mikroba uji terlihat dengan terbentuknya 
daerah bening pada minyak dan ekstrak tumbuhan yang diuji. Empat 
jenis minyak dan ekstrak tumbuhan tersebut ditetapkan untuk 
percobaan mengeliminasi Cmm yang menginfeksi benih tomat dan 
untuk perlakuan benih pada percobaan berikutnya. 
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Tabel 16. Skrining daya hambat dari 20 jenis minyak dan ekstrak tumbuhan pada 
konsentrasi 1% terhadap enam Cmm secara in vitro dengan metode difusi agar. 

Jenis tanaman 
Metode 

ekstraksi 
 

Diameter daerah bening  (mm) penghambatan 
pertumbuhan koloni Cmm 

Nama 
Daerah 

Nama Latin 
 
 

MLG -
65 

KDR  -
68 

RJL-
74 

SLK-
11 

CJR-
45 

AGM -
7 

Cengkeh 
 
 

Syzygium 
aromaticum 

Fr. Heksan 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

Kunyit Curcuma longa Fr. Heksan 
- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Kencur 
Kaempferia 
galanga Fr. Heksan 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Pala 
Myristica 
fragrans Fr. Heksan 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

12,0 
 

Kulit Manis 
Cinnamomum 
burmannii 

Minyak 
 
 

7,2 
 
 

7,3 
 
 

7,7 
 
 

9,2 
 
 

7,5 
 
 

9,2 
 
 

Temulawak 
Curcuma 
xanthorrhiza 

Fr. 
Heksan 
 

8,2 
 
 

8,2 
 
 

9,5 
 
 

9,3 
 
 

10,3 
 
 

8,5 
 
 

Mimba 
Azadirachta 
indica 

MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Surian Toona sureni 
MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

7,8 
 

- 
 

- 
 

Baringin 
sungsang Ficus deltoidea 

MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Pluchea Pluchea indica 
MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Sirih hutan Piper aduncum 
MeOH 
 

7,3 
 

- 
 

8,0 
 

7,8 
 

8,7 
 

8,2 
 

Gambir 
 

Uncaria 
gambier 

Air 
 

- 
 

- 
 

- 
 

10,7 
 

- 
 

- 
 

Bawang 
putih Alium sativum 

EtOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Rutin 
 

Manihot 
utilisima 

MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Bungo paik 
Thitonia 
diversifolia 

MeOH 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Sirih Piper betle MeOH - - - 7,5 - - 
Daun 
Mahkota 
Dewa 

Phaleria 
macrocarpa 
 

EtOH 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

Buah 
Mahkota 
Dewa 

Phaleria 
macrocarpa 
 

EtOH 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

- 
 
 

Sereh wangi 
Cymbopogon 
nardus 

Minyak 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

Cengkeh 
 
 

Syzygium 
aromaticum 
 

Minyak 
 
 

8,3 
 
 

12,3 
 
 

9,5 
 
 

8,0 
 
 

9,0 
 
 

8,5 
 
 

  Kloramfenikol 
(3 ug/ul) 

- 
 
 

- 
 
 

17,3 
 
 

16,2 
 
 

19,5 
 
 

19,7 
 
 

17,3 
 
 

18,3 
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Catatan: isolat MLG-65 dari Pujon, Malang; KDR-68 dari Matus, Kediri; RJL-
74 dari Rejang Lebong, Bengkulu; SLK 11 dari Danau Kembar, Solok; CJR-45 
dari Cianjur, Cipanas; dan AGM-7 dari Agam, Banuhampu. Perlakuan DMSO 
tidak berpengaruh negatif terhadap pertumbuhan koloni semua isolat Cmm.  

 
Tabel 17. Penentuan konsentrasi daya hambat minimal dari minyak dan 

ekstrak tumbuhan sebagai anti mikroba Cmm SLK-11 secara in vitro dengan 
menggunakan metode difusi agar. 

 
Konsentrasi 
perlakuan 

Diameter daerah bening (mm) akibat perlakuan 
ekstrak tumbuhan 

Temulawak 
Kulit kayu 

manis 
Sirih hutan 

Minyak 
cengkeh 

10,0% 12,7 17,5 15,2 12,8 
 5,0% 11,7 12,2 13,2 12,2 
 2,5% 11,5  8,7 10,5 11,5 
 1,0% 11,2  7,0  7,8 11,3 
 0,5%  9,8  0,0  0,0 10,0 

  0,25%  8,7   0,0  0,0  9,0 
DMSO (2,5%)  0,0  0,0  0,0  0,0 

Kloramfenikol (3 
ug/ul) 

20,3 22,3 22,3 21,5 

Angka pada kolom adalah rata-rata pengukuran diameter daerah bening 
(halo) dari aktivitas ekstrak rizoma temulawak, minyak kulit kayu manis, 

ekstrak daun sirih hutan, dan minyak cengkeh terhadap Cmm SLK-11. 
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Gambar 10. Hasil uji aktivitas anti mikroba didasarkan terbentuknya daerah 
bening (halo) dengan metode difusi agar. Bidang hambatan pada perlakuan 
(a) ekstrak rizoma temulawak 5% terhadap Cmm RJL-74, (b) minyak kulit 

kayu manis 2,5% terhadap Cmm SLK-11, (c) minyak cengkeh 0,5% terhadap 
Cmm CJR-45, (d) ekstrak daun sirih hutan 1% terhadap Cmm AGM-7, (e) 

Kloramfenikol 30 µg/10 µl terhadap Cmm MLG-65 (K+), dan (f) DMSO 2,5% 
terhadap Cmm KDR-68 (K-) tidak terbentuk bidang hambatan. ks : kertas 
saring dengan penambahan minyak dan ekstrak tumbuhan. db: daerah 

bening, bidang penghambatan pertumbuhan koloni Cmm oleh minyak dan 

ekstrak tumbuhan. 
 
Daya Hambat Minyak dan Ekstrak Tumbuhan terhadap Cmm 
pada Benih Terinfeksi 

 
Hasil uji daya hambat minyak dan ekstrak tumbuhan yang 

paling efektif terhadap Cmm pada benih tomat terinfeksi adalah 
ekstrak rizoma temulawak konsentrasi 5%, minyak kulit manis 
konsentrasi 5%, ekstrak daun sirih hutan konsentrasi 5%, dan 
minyak cengkeh konsentrasi 0,5%. Hasil percobaan yang dilakukan 
juga menunjukkan tidak terdapat perbedaan penurunan jumlah 
populasi bakteri saprofit lain yang ada pada benih tomat bersama-
sama Cmm, kecuali untuk perlakuan minyak cengkeh (Tabel 18). 

(a

) 

 

(

b

) 

 

(c

) 

 

(

d

)  

) 

(

e

) 

 

(f

) 

 

ks 

 
db 
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Tabel 18. Daya hambat minyak dan ekstrak tumbuhan terpilih 
terhadap jumlah koloni Cmm SLK-11 dan bakteri saprofit lainnya 

pada lot benih tomat terinfeksi. 
 
Kon- 
sentrasi 
(%) 

Ekstrak rizoma 
temulawak 

Minyak kayu 
kulit manis 

Ekstrak daun  
sirih hutan 

Minyak 
cengkeh 

Σ koloni 
Cmm* 

Σ koloni 
saprofit* 

Σ koloni 
Cmm 

Σ koloni 
saprofit 

Σ koloni 
Cmm 

Σ koloni 
saprofit 

Σ koloni 
Cmm 

Σ koloni 
saprofit 

0 391,7 a 4,3 a 375,0 a 4,7 a 368,3 a 4,3 a 371,7 a 4,3 a 
0,25 20,3 b 4,0 a TD TD TD TD 15,0 b 4,0 a 
0,5 16,0 bc 4,0 a TD TD TD TD   4,0 c 1,0 b 
1,0 12,0 bc 2,3 a 24,3 b 4,3 a 19,7 b 4,0 a   4,0 c 1,0 b 
1,5 TD TD TD TD TD TD   4,0 c 0,0 b 
2,5 8,0 c 2,0 a 8,0  c 4,3 a 14,3 c 4,0 a TD TD 
5,0 4,0 c 2,0 a 3,7 d 2,3 a 5,0 d 2,7 a TD TD 

10,0 4,0 c 2,0 a 3,7 d 2,0 a 5,0 d 1,0 a TD TD 

Catatan: * (x 102 cfu/ml). Data pada kolom dengan huruf yang sama, tidak 
berbeda nyata berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%. TD : tidak diamati. 

 
Pembahasan 

 
Bakteri Cmm adalah seedborne patogen, salah satu upaya yang 

paling efektif untuk pengendalian penyakit akibat infeksi Cmm 
adalah dengan mengeliminasi Cmm dari benih. Ekstrak tumbuhan 
seperti minyak atsiri yang efektif dapat digunakan untuk tujuan 
tersebut. Ekstrak rizoma temulawak, minyak kulit kayu manis, 
ekstrak daun sirih hutan, dan minyak cengkeh terbukti dapat 
menghambat pertumbuhan koloni Cmm secara in vitro.  

Minyak dan ekstrak tumbuhan tersebut juga mampu 
mengeliminasi Cmm dari benih tomat terinfeksi secara buatan pada 
tingkat infeksi sebesar 368,3 x 102 cfu/ml. Eliminasi Cmm dari benih 
tomat terinfeksi tersebut berhasil dilakukan hingga 99%. 
Berdasarkan data tingkat eliminasi tersebut maka diduga perlakuan 
benih dengan minyak dan ekstrak tumbuhan akan efektif untuk 
diterapkan secara komersial untuk mengeliminasi Cmm dari lot 
benih komersial.    

Pengamatan yang dilakukan dalam percobaan sebelumnya, lot 
benih tomat komersial dari Indonesia yang terinfeksi Cmm secara 
alami mempunyai tingkat infeksi 0,1 x 102 hingga 1,25 x 102 cfu/ml 
(Anwar et al. 2004a). Tingkat infeksi ini jauh lebih rendah dari 
tingkat infeksi benih tomat yang diinokulasi buatan sehingga 
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eliminasi total Cmm diharapkan dapat terjadi. Sebelum digunakan 
secara komersial perlu dievaluasi ada tidaknya pengaruh negatif 
minyak dan ekstrak tumbuhan yang diuji terhadap perkecambahan 
benihnya. Adanya pengaruh negatif minyak dan ekstrak tumbuhan 
terhadap perkecambahan benih dapat menghilangkan kegunaan 
minyak dan ekstrak tumbuhan untuk tujuan perlakuan benih secara 
komersial. 

Bakteri Cmm diketahui dapat berada di permukaan benih dan 
di bagian dalam kulit benih yang dipanen dari tanaman tomat 
terinfeksi penyakit kanker bakteri di lapangan. Perlakuan inokulasi 
buatan pada benih tomat cv. Marta mampu mensimulasikan kondisi 
tersebut karena pada benih tomat hasil infeksi buatan berhasil 
dibuktikan bahwa Cmm tidak hanya dijumpai di permukaan benih 
tetapi juga di bagian dalam benih yang tidak terjangkau oleh 
perlakuan sterilisasi. Penetrasi Cmm ke bagian dalam benih tomat 
inokulasi buatan diduga masuk melalui hilum dan mikropil benih, 
karena permeabilitas kulit benih yang tertinggi berada pada kedua 
bagian tersebut (Anwar et al. 2004a). 

Senyawa eugenol yang terkandung pada minyak cengkeh 
merupakan anti-mikroba dengan spektrum yang luas (Nurdin et al. 
2001; Friedman et al. 2002; Maidment et al. 2006) dan mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun gram 
negatif (Arora & Keur 1999; Dorman & Deans 2001; Burt 2004). 
Minyak cengkeh 0,25% telah menunjukkan daya hambat terhadap 
Cmm secara in vitro dengan metoda difusi agar, tetapi untuk 
eliminasi Cmm dari benih tomat terinfeksi diperlukan konsentrasi 
yang lebih tinggi yaitu 0,5%.  

Ekstrak daun sirih hutan, ekstrak rizoma temulawak, dan 
minyak kulit kayu manis kurang efektif untuk mengeliminasi Cmm 
dari benih tomat terinfeksi dibandingkan dengan minyak cengkeh. 
Diperlukan konsentrasi lebih tinggi dari ekstrak daun sirih hutan, 
ekstrak rizoma temulawak, dan minyak kulit manis untuk mencapai 
tingkat penghambatan yang sama dengan minyak cengkeh. 
Konsentrasi yang lebih tinggi menuntut penyediaan minyak dan 
ekstrak tumbuhan yang lebih banyak, hal ini tidak diinginkan jika 
dikembangkan secara komersial. Penggunaan konsentrasi minyak 
dan ekstrak tumbuhan yang lebih tinggi dapat berpengaruh negatif 
terhadap perkecambahan benih. Efektivitas minyak dan ekstrak 
tumbuhan diduga dapat ditingkatkan dengan meningkatkan 
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konsentrasi bahan aktifnya, misalnya dengan memakai ekstrak hasil 
penyulingan. 

Perbedaan daya hambat antara minyak cengkeh dengan 
ekstrak daun sirih hutan, ekstrak rizoma temulawak, atau minyak 
kulit kayu manis diduga akibat adanya perbedaan efektivitas antara 
bahan aktif eugenol pada minyak cengkeh, 2’,6’-dihydroxy-
4’methoxychalcone pada sirih hutan, xanthorizol pada temulawak, 
dan cinnamaldehyde pada kulit manis. Eugenol mempunyai 
efektivitas paling tinggi dibanding dengan bahan aktif lainnya untuk 
mengeliminasi keberadaan Cmm secara in vitro. 
 
Simpulan 

 
Simpulan dari penelitian ini adalah; (1) Ekstrak rizoma 

temulawak, minyak kulit kayu manis, ekstrak daun sirih hutan, atau 
minyak cengkeh mampu menghambat pertumbuhan Cmm secara in 
vitro. (2) Penghambatan pertumbuhan Cmm pada benih tomat 
terinfeksi diperlukan konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu ekstrak 
rizoma temulawak 5%, ekstrak daun sirih hutan 5%, minyak kulit 
kayu manis 5% dan minyak cengkeh 0,5%. Perlakuan ini berpotensi 
dikembangkan secara komersial untuk mengeliminasi Cmm pada 
benih tomat terinfeksi.  
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BAB VII 
Efektivitas Perlakuan Benih Dengan 

Ekstrak Tumbuhan Untuk Mengeliminasi 
Cmm dan Perbaikan Mutu Fisiologis Benih 

Tomat Terinfeksi 
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Pengantar  
 

Penelitian ini bertujuan, (1) mengevaluasi efektivitas berbagai 
perlakuan benih untuk mengeliminasi Cmm dari lot benih tomat 
terinfeksi. (2) Mengevaluasi daya berkecambah, kecepatan tumbuh, 
indeks vigor, atau waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 50% total 
pemunculan kecambah (T50) benih tomat terinfeksi Cmm akibat 
perlakuan benih dengan ekstrak tumbuhan untuk mengeliminasi 
Cmm. Ekstrak yang diuji adalah ekstrak rizoma temulawak, ekstrak 
daun sirih hutan, minyak kulit kayu manis, dan minyak cengkeh. 
Benih tomat terinfeksi buatan Cmm direndam masing-masing dalam 
suspensi ekstrak rizoma temulawak 5%, ekstrak daun sirih hutan 
5%, minyak kulit kayu manis 5%, minyak cengkeh 0,5% selama 20 
menit, dan benih terinfeksi diperlakukan matriconditioning 
menggunakan bubuk arang sekam plus masing-masing dalam minyak 
dan ekstrak tumbuhan tersebut. Eliminasi Cmm dari benih dievaluasi 
10 hari setelah perlakuan, dan mutu fisiologis benih di evaluasi 
sebelum dan setelah perlakuan benih. Hasil percobaan menunjukkan, 
(1)  perlakuan eliminasi Cmm pada benih  dengan ekstrak rizoma 
temulawak 5%, ekstrak daun sirih hutan 5%, minyak kulit kayu 
manis 5%, dan minyak cengkeh 0,5% dengan atau tanpa 
matriconditioning menurunkan tingkat infeksi Cmm lebih dari 99%. 
(2) Eliminasi Cmm pada benih tomat terinfeksi menggunakan minyak 
dan ekstrak tumbuhan tersebut tidak menurunkan daya 
berkecambah, kecepatan tumbuh, indeks vigor, atau waktu yang 
dibutuhkan untuk mencapai 50% total pemunculan kecambah (T50) 
benih kecuali perlakuan dengan minyak kulit kayu manis 5% dengan 
atau tanpa matriconditioning. Kajian efektivitas perlakuan minyak 
dan ekstrak tumbuhan terhadap benih yang akan disimpan dalam 
jangka waktu tertentu sangat diperlukan.  

Pengendalian penyakit pada pertanaman dapat dilakukan 
mulai dari persiapan benih yaitu mengendalikan patogen terbawa 
benih. Patogen terbawa benih akan berdampak aborsi pada benih, 
penurunan daya berkecambah, peningkatan kematian bibit atau 
tanaman muda, peningkatan perkembangan penyakit di lapangan, 
dan peluang terjadinya ledakan penyakit di daerah baru, serta toksik 
yang dihasilkan patogen mengubah nutrisi benih. Patogen Cmm 
terbawa benih yang ditemukan pada benih tomat komersial di 
Indonesia perlu pengendalian sedini mungkin, guna mengatasi 
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serangan penyakit di lapangan.   
Pengendalian patogen terbawa benih dapat dilakukan antara 

lain dengan perlakuan benih menggunakan ekstrak tumbuhan 
(pestisida nabati). Perlakuan menggunakan minyak cengkeh 
konsentrasi 0,5% mampu mengeliminasi bakteri Cmm pada lot benih 
tomat yang terinfeksi secara buatan hingga 99% tanpa menurunkan 
kualitas benih (Anwar et al. 2004b).  Efektivitas perlakuan benih 
dengan minyak dan ekstrak tumbuhan untuk mengeliminasi Cmm 
tanpa menurunkan kualitas benih tomat belum banyak dilaporkan. 
Belakangan banyak dikembangkan teknik pengendalian patogen 
terbawa benih secara biologi (Vasudevan et al. 2002) dan atau bahan 
nabati (plant extracts) seperti minyak atsiri (Park et al. 2003; Pino et 
al. 2004; Bowers et al. 2004). 

Pengendalian patogen terbawa benih hendaknya juga 
dikombinasikan dengan peningkatan mutu fisiologis benih. 
Umumnya benih yang terserang patogen akan mengalami 
kemunduran mutu yang lebih cepat.  Peningkatan mutu fisiologis 
dapat dilakukan dengan cara invigorasi. Invigorasi adalah proses 
peningkatan vigor benih secara buatan melalui proses metabolisme 
terkendali yang dapat memperbaiki kerusakan subseluler dalam 
benih. Salah satu perlakuan invigorasi benih adalah matriconditioning.      

Perlakuan benih seperti matriconditoning, coating, atau 
pelleting telah digunakan untuk meningkatkan perkecambahan atau 
melindungi benih dari infeksi patogen (Ilyas 2006). 
Matriconditioning memakai media karbon aktif dengan nisbah 1:2:1 
pada suhu 22 oC selama 3 hari, dengan atau tanpa penambahan 
minyak cengkeh dilaporkan efektif untuk mengeliminir seedborne 
Colletotrichum capsici dari benih cabai (Ilyas & Sudarsono 2002).  

Media yang digunakan untuk matriconditioning harus 
mempunyai potensial matrik rendah dan potensial osmotik yang 
dapat diabaikan, daya larut rendah, tetap utuh selama perlakuan, 
inert, tidak beracun, dan daya pegang air tinggi. Selain itu matrik 
mampu mengalirkan air yang tinggi, memiliki luas permukaan yang 
besar, berat jenis rendah, dan mampu melekat pada kulit benih 
(Khan et al. 1992). Bahan-bahan yang digunakan untuk 
matriconditioning diantaranya adalah karbon aktif, arang sekam, 
serbuk gergaji, abu gosok, zeolit, vermikulit dan micro-Cel E 
(Yunitasari & Ilyas 1994). 
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Matriconditioning efektif meningkatkan perkecambahan 
berbagai jenis benih.  Perlakuan ini dapat diintegrasikan dengan zat 
pengatur tumbuh, pestisida sintetis atau nabati, atau mikroba yang 
berfungsi sebagai agen biokontrol (Ilyas 2005). Perlakuan 
matriconditioning plus Bacillus subtilis pada benih padi menghasilkan 
pertumbuhan  bibit dan penurunan persentase X. oryzae pv. Oryzae yang lebih 
baik dari pada perlakuan lain yang diuji. Perlakuan matriconditioning plus 
minyak serai wangi 1% menghasilkan daya berkecambah tertinggi, 
meningkatkan indeks vigor, dan menurunkan tingkat infeksi X. oryzae pv. 
Oryzae (Ilyas et al. 2008). Pengendalian Cmm mulai dari tahapan persiapan 
benih diharapkan mampu memperbaiki mutu kesehatan benih dan perlakuan 
invigorasi diharapkan dapat memperbaiki mutu fisiologis benih.   

Penelitian ini bertujuan untuk (1) efektivitas berbagai 
perlakuan benih untuk mengeliminasi Cmm dari lot benih tomat 
terinfeksi. (2) Mengevaluasi daya berkecambah, kecepatan tumbuh, 
indeks vigor, atau waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 50% total 
pemunculan kecambah (T50) benih tomat terinfeksi Cmm akibat 
perlakuan eliminasi Cmm menggunakan minyak kulit kayu manis, 
ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih hutan, dan minyak 
cengkeh dengan atau tanpa matriconditioning menggunakan bubuk 
arang sekam. 

Percobaan dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan 
Teknologi Benih Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang dari 
bulan September hingga Desember 2008.   

 
Minyak dan Ekstrak Tumbuhan sebagai Bakterisida Nabati 

  
Minyak dan ekstrak tumbuhan yang digunakan adalah minyak 

cengkeh (Syzygium aromaticum), minyak kulit kayu manis 
(Cinnamomum burmannii), ekstrak daun sirih hutan (Piper aduncum), 
ekstrak rizoma temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dengan 
konsentrasi yang efektif menghambat Cmm pada benih tomat 
terinfeksi. Minyak dan ekstrak tumbuhan tersebut diperoleh dari lab. 
Kimia Bahan Alam FMIPA Universitas Andalas Padang.  
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Benih Tomat Terinfeksi Buatan 
 
 Bahan tanaman perlakuan yang digunakan adalah benih 

tomat cv. Marta nomor lot 6107516024. Benih tomat yang terinfeksi 
Cmm secara alami tidak tersedia, maka lot benih tomat terinfeksi 
berat oleh Cmm didapatkan dengan perlakuan inokulasi buatan 
(artificial inoculation). Inokulasi buatan dilakukan dengan merendam 
benih tomat di dalam suspensi isolat Cmm SLK-11 yang diisolasi dari 
buah tomat yang bergejala bird’s eye spot berasal dari Danau Kembar, 
Solok (Zainal et al. 2008) dengan konsentrasi 3 x 108 cfu/ml dan 
dikocok di atas shaker dengan kecepatan 300 rpm selama 30 menit. 
Benih yang telah diinokulasi dikeringkan dengan tiupan udara 
hangat, berasal dari pengering rambut (hair drier) yang diatur pada 
suhu sekitar 360C, selama 45 menit kecepatan angin 40 km/jam. 
Jarak antara pengering rambut dengan benih diatur sekitar 20 cm. 
Pengeringan benih dilakukan sehingga kadar air benih setelah 
perlakuan mendekati kadar air benih awal sebelum perlakuan.  Benih 
disimpan dalam wadah plastik kedap udara selama satu minggu 
sebelum digunakan dalam percobaan berikutnya. 

 
Penentuan Efektivitas Eliminasi Cmm dengan Minyak dan 
Ekstrak Tumbuhan dari Lot Benih Tomat Terinfeksi 

 
Efektivitas eliminasi Cmm dari lot benih tomat terinfeksi 

dievaluasi dengan menggunakan empat jenis minyak dan ekstrak 
tumbuhan dengan konsentrasi yang efektif menghambat Cmm 
berdasarkan uji daya hambat minyak dan ekstrak tumbuhan 
terhadap Cmm pada benih terinfeksi. Efektivitas eliminasi Cmm dari 
lot benih terinfeksi menggunakan minyak dan ekstrak tumbuhan dan 
juga diinkorporasikan dalam matriconditioning menggunakan bubuk 
arang sekam.  Percobaan disusun dalam rancangan acak lengkap 
(RAL) dengan sepuluh macam perlakuan benih. Masing-masing 
perlakuan diulang tiga kali sehingga terdapat 30 satuan percobaan.  

Setiap perlakuan disiapkan tiga kantong benih tomat terinfeksi 
buatan Cmm (14 g). Perlakuan benih terdiri atas (1) perendaman 
dalam minyak kulit kayu manis 5% selama 20 menit, (2) 
matriconditioning plus minyak kulit kayu manis 5%, (3) perendaman 
dalam minyak cengkeh 0,5% selama 20 menit, (4) matriconditioning 
plus minyak cengkeh 0,5%, (5) perendaman dalam ekstrak daun sirih 
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hutan 5% selama 20 menit, (6) matriconditioning plus ekstrak daun 
sirih hutan 5%, (7) perendaman dalam ekstrak rizoma temulawak 
5% selama 20 menit, (8) matriconditioning plus ekstrak rizoma 
temulawak 5%, (9) matriconditioning saja, dan (10) benih terinfeksi 
Cmm tanpa perlakuan benih sebagai kontrol.  

Benih tomat terinfeksi Cmm direndam selama 20 menit dalam 
90 ml larutan minyak dan ekstrak tumbuhan sesuai dengan 
perlakuan benih tersebut di atas, dengan penambahan 5 tetes Tween 
80 steril. Matriconditioning dilakukan dengan mencampur benih 
tomat terinfeksi Cmm dalam satuan gram terhadap masing-masing 
ekstrak tumbuhan sesuai perlakuan benih tersebut di atas dalam 
milliliter ke dalam botol kultur 250 ml dan terakhir dengan 
menambahkan bubuk arang sekam sebagai carrier (ukuran 210 µ/65 
mesh) dalam satuan gram kemudian diaduk rata. Perbandingan 
antara benih, bubuk arang sekam dan ekstrak tumbuhan adalah 2 : 1 
: 1. Perlakuan matriconditioning tanpa ekstrak tumbuhan digantikan 
dengan akuades steril. Benih tomat terinfeksi yang tidak diberi 
perlakuan, langsung diekstraksi untuk menentukan jumlah koloni 
bakteri. 

Percobaan dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Fakultas 
Pertanian Universitas Andalas Padang. Kondisi suhu dan kelembaban 
(RH) di dalam laboratorium terkontrol (27 0C dan 80%).  
Matriconditioning dilakukan pada suhu 22 0C dan RH 60-70% di 
bawah cahaya lampu diinkubasi selama 4 hari.  Selama waktu 
tersebut benih yang sedang diconditioning diaduk beberapa kali.  
Setelah perlakuan, benih dibilas satu kali dengan akuades steril dan 
dikeringkan kembali dengan hair drier sebagaimana yang telah 
diuraikan sebelumnya. Benih terinfeksi yang telah diberi perlakuan 
masing-masing sejumlah 6 g diekstraksi menggunakan buffer PBT 
dan cairan hasil ekstraksi benih diencerkan hingga 100 kali. 
Selanjutnya ekstrak benih yang telah diencerkan (0,5 ml) 
ditumbuhkan dalam media SCM dalam ruang bersuhu 26-28 0C. 
Jumlah koloni Cmm dan bakteri saprofit lainnya yang tumbuh dalam 
media SCM dihitung pada 10 hari setelah dilution plating. 
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Evaluasi Mutu Fisiologis Benih Tomat Terinfeksi setelah 
Eliminasi Cmm dengan Minyak dan Ekstrak Tumbuhan 

 
Pengaruh perlakuan benih terhadap mutu fisiologis benih 

tomat terinfeksi dievaluasi setelah perlakuan eliminasi Cmm. Benih 
terinfeksi yang telah diberi perlakuan masing-masing sejumlah 6 g 
digunakan untuk evaluasi mutu fisiologis benih. Benih terinfeksi yang 
telah diperlakukan dibilas satu kali dengan akuades steril dan 
dikeringkan kembali dengan hair drier sebagaimana yang telah 
diuraikan sebelumnya. Benih terinfeksi Cmm yang tidak diberi 
perlakuan langsung digunakan untuk evaluasi mutu fisiologis benih.  

Benih terinfeksi yang telah diperlakukan dikecambahkan 
dalam bak/wadah plastik berisi media pasir steril dan dengan 
metode top of paper.  Bak/wadah plastik berukuran 20 x 35 x 7,5 cm 
(lebar x panjang x tinggi) diisi dengan pasir steril sekitar dua 
pertiganya, dilembabkan, kemudian benih tomat ditanamkan di pasir 
tersebut. Bak/wadah plastik tersebut ditempatkan di rumah kaca.  
Pengujian pada metode top of paper kertas yang digunakan terdiri 
atas dua lembar kertas merang sebagai alas dan tiga lembar kertas 
tisu yang ditempatkan di atas kertas merang. Media kertas ini 
ditempatkan di dalam kotak plastik. Benih dikecambahkan di atas 
kertas tisu yang sebelumnya telah dilembabkan. Kotak plastik berisi 
benih tersebut kemudian ditutup dengan kaca transparan dan 
ditempatkan pada ruang inkubasi pada suhu 23 0C. 

Unit percobaan terdiri atas satu wadah plastik berisi pasir 
steril tempat penanaman benih  atau metode top of paper di dalam 
kotak plastik,  untuk masing-masing perlakuan ditanam 100 benih 
tomat dan masing-masing perlakuan terdiri atas tiga ulangan. 
Pengamatan dilakukan terhadap parameter mutu viabilitas dan vigor 
benih;  

                                               
1. Daya berkecambah (DB), menggambarkan viabilitas potensial 

benih (Sadjad et al, 1999), dihitung berdasarkan persentase 
kecambah normal (KN) hitungan pertama yaitu 7 hari setelah 
tanam (HST) dan kedua (14 HST) dengan rumus;    
 

Σ KN hitungan I + Σ KN hitungan II 
DB  =                                                                           x  100% 

Σ   benih yang ditanam 
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2. Kecepatan tumbuh (KCT) 
Kecepatan tumbuh dihitung berdasarkan perbandingan 
persentase kecambah normal setiap hari pengamatan, satuannya 
adalah %/hari, 

tn      Nn – N(n-1) 

KCT  =  Σ 

i=0          t 
 

Nn  = persentase kecambah normal hari ke-n 

N(n-1) = persentase kecambah normal hari ke n-1 
t  = waktu pengamatan (hari ke-i) 
tn  =  waktu akhir pengamatan (hari ke-n) 
 

3. Indeks vigor (IV), menggambarkan vigor kecepatan tumbuh 
(Copeland & Mc Donald 1995), dihitung berdasarkan persentase 
kecambah normal pada hitungan pertama (7 hst) dengan rumus ; 
 

Σ KN hitungan I 
IV   =                                                      x 100% 

Σ benih yang ditanam 
 
4. T50 adalah waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 50% total 

pemunculan kecambah, diamati dengan menghitung jumlah 
benih yang berkecambah setiap hari, T50 menggambarkan vigor 
benih dihitung dengan rumus; 
 

                                (n50 - ni) 
T50 =  ti   +                            

                               (nj  -  ni) 
Keterangan :  
T50 = waktu (hari) yang dibutuhkan untuk mencapai 50% total              

....perkecambahan 
ti  =.waktu (hari) yang dibutuhkan untuk mencapai 50 % 

....total   perkecambahan 
n50       = jumlah kecambah 50% dari total perkecambahan 
ni = jumlah kecambah batas bawah sebelum mencapai 50%                    

....total   perkecambahan 
nj =.jumlah kecambah atas setelah mencapai 50% total 

...perkecambahan 
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Sebagai data pendukung, kadar air benih ditentukan menggunakan 
alat pengukur kadar air OHAUS. 

Percobaan dilakukan di Laboratorium Teknologi Benih dan 
rumah kaca Fakultas Pertanian Universitas Andalas, Padang. Kondisi 
suhu dan kelembaban (RH) di dalam laboratorium terkontrol (27 0C 
dan 80%), sedangkan suhu di dalam rumah kaca tidak terkontrol.  
Konstruksi rumah kaca (atap kaca, dinding kawat kasa kedap 
serangga) menyebabkan kondisi di dalam ruangan (suhu dan RH) 
hampir sama dengan di luar ruangan. Pengamatan terhadap suhu 
dan RH rata-rata harian di dalam rumah kaca menggunakan 
thermohygrometer. 
 
Efektivitas Eliminasi Cmm dengan Minyak dan Ekstrak 
Tumbuhan  dari Lot Benih Tomat Terinfeksi 

 
Benih tomat terinfeksi yang diberi perlakuan matriconditioning 

plus minyak cengkeh 0,5%, ekstrak daun sirih hutan 5%, ekstrak 
rizoma temulawak 5%, minyak kulit manis 5%, atau yang direndam 
dalam minyak cengkeh 0,5% selama 20 menit dapat mengeliminasi 
tingkat infeksi Cmm lebih 99%. Perlakuan perendaman benih tomat 
terinfeksi di dalam ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih 
hutan, atau minyak kulit kayu manis 5% tanpa matriconditioning bisa 
menurunkan tingkat infeksi Cmm hingga 98% (Tabel 19). 

Hasil percobaan juga menunjukkan tidak terdapat perbedaan 
penurunan jumlah populasi bakteri saprofit, kecuali pada perlakuan 
matriconditioning plus minyak cengkeh 0,5%. Matriconditioning plus 
minyak cengkeh 0,5% mampu mengeliminasi bakteri Cmm dan 
saprofit selain Cmm yang menginfeksi benih tomat. Fokus penelitian 
yang dilakukan adalah menguji efektivitas minyak dan ekstrak 
tumbuhan untuk mengeliminasi Cmm dari benih tomat. 
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Tabel 19. Tingkat infeksi Cmm SLK-11 dan bakteri saprofit selain Cmm pada 

benih tomat sebelum dan sesudah perlakuan benih serta persentase 
eliminasi Cmm oleh perlakuan benih. 

Perlakuan pada benih 
tomat terinfeksi Cmm 

Bakteri patogen Cmm 

Infeksi bakteri 
saprofit (cfu/ml) 

Tingkat infeksi 
(cfu/ml) 

Perse
ntase  

elimin
asi * 

Tanpa perlakuan benih      373,7 x 102a    0 4,3 x 102 a 
Temulawak 5%, 20’       5,0 x 102b  98   2,7 x 102 ab 
Sirih hutan 5%, 20’       5,0 x 102b 98   2,7 x 102 ab 
Kulit manis 5%, 20’       4,0 x 102b 98 3,0 x 102 a 
Minyak cengkeh 0.5%, 20’         3,7 x 102b 99 3,7 x 102 a 
Matriconditioning 365,0 x 102a   2 4,7 x 102 a 
Matriconditioning plus 
sirih hutan 5%    

     3,0 x 102b 99 3,3 x 102 a 

Matriconditioning plus 
temulawak 5%  

     3,3 x 102b 99   2,3 x 102 ab 

Matriconditioning plus 
kulit manis 5%  

     2,3 x 102b 99   2,7 x 102 ab 

Matriconditioning plus 
minyak cengkeh 0.5%  

     0,7 x 102b 99 1,3 x 102b 

Catatan: Data pada kolom dengan huruf yang sama, tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%. *Dihitung dengan rumus =  ([T0-
TS]/T0) x 100%; T0 = tingkat infeksi Cmm tanpa perlakuan benih dan TS = 
tingkat infeksi Cmm dengan perlakuan benih.  

 
Pengaruh Mutu Fisiologis Benih Tomat Terinfeksi setelah 
Eliminasi Cmm dengan Minyak dan Ekstrak Tumbuhan 

 
Daya berkecambah benih awal sebelum diinokulasi buatan 

dengan Cmm mencapai 80% pada media pasir (Gambar 12a) dan 
82% pada media kertas sedangkan setelah inokulasi buatan 
mencapai 79% pada  media  pasir  dan 90%  pada media kertas. Daya 
berkecambah benih di media pasir menunjukkan berbeda nyata 
dengan yang tidak diberi perlakuan benih, daya berkecambah benih 
di media kertas tidak berbeda nyata dengan yang tidak diberi 
perlakuan benih  kecuali matriconditioning plus minyak kulit kayu 
manis 5%.  Daya berkecambah benih dengan matriconditioning plus 
minyak kulit kayu manis 5% hanya 51% (Gambar 12c), angka 
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tersebut berbeda nyata dengan yang tidak diberi perlakuan benih 
dan perlakuan benih lain pada kedua sistem pengecambahan (Tabel 
20).  

 
Tabel 20. Pengaruh berbagai perlakuan benih menggunakan ekstrak uji 
terhadap daya berkecambah benih tomat yang terinfeksi Cmm pada dua 

sistem pengecambahan 

Perlakuan pada benih tomat terinfeksi Cmm 

Daya berkecambah benih 
(%) 

Media pasir 
Media 
kertas 

Tanpa perlakuan benih     79  c 90 a 

Temulawak 5%, 20’   97  a 97 a 
Sirih hutan 5%, 20’                               98  a 98 a 
Kulit kayu manis 5%, 20’      85  bc 84 a 

inyak cengkeh 0,5%, 20’    98  a 97 a 
Matriconditioning                         98  a 97 a 
Matriconditioning plus sirih hutan 5%   97  a 98 a 
Matriconditioning plus temulawak 5%    94  ab 81 a 
Matriconditioning plus kulit kayu manis 5%  51 d 51 b 
Matriconditioning plus minyak cengkeh 
0,5%      98  a 91 a 
Data pada kolom yang diikuti dengan huruf yang sama, tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%.  Daya berkecambah awal benih 
tomat sebelum inokulasi buatan dengan Cmm pada media pasir dan media 
kertas masing-masing 80% dan 82%. 
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Gambar 11. Performansi pengecambahan benih tomat pada perlakuan : (a) 

sebelum benih diinokulasi buatan dengan Cmm di media pasir daya 
berkecambahnya 80%, (b) benih terinfeksi Cmm diberi perlakuan 
matriconditioning plus minyak cengkeh 0,5% di media pasir daya 

berkecambahnya 98%, (c) benih terinfeksi Cmm perlakuan 
matriconditioning plus minyak kulit kayu manis 5% di media pasir daya 
berkecambahnya 51%, dan (d) pengecambahan benih di media kertas. 

Setiap perlakuan terdiri atas 100 benih tomat yang dikecambahkan di media 
pasir dan media kertas tissu. 

 
Pola yang sama pada Tabel 21 menunjukkan kecepatan 

tumbuh benih di media pasir berbeda nyata dengan yang tidak diberi 
perlakuan benih kecuali perendaman dalam minyak kulit kayu manis 
5%. Kecepatan tumbuh benih dengan matriconditioning plus minyak 
kulit kayu manis 5% dan matriconditioning plus minyak cengkeh 
0,5% berbeda nyata dengan yang tidak diberi perlakuan benih di 
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media kertas. Kecepatan tumbuh benih dengan matriconditioning 
plus minyak kulit kayu manis 5% hanya sekitar 8%/hari yang jauh 
lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan benih yang lain atau 
tanpa perlakuan benih (Tabel 21). 

 
Tabel 21. Pengaruh berbagai perlakuan benih menggunakan ekstrak uji 
terhadap kecepatan tumbuh benih tomat yang terinfeksi Cmm pada dua 

sistem pengecambahan 

Perlakuan pada benih tomat terinfeksi Cmm 

Kecepatan tumbuh (%/hari) 

Media pasir 
Media 
kertas 

Tanpa perlakuan benih     14  c     20  bc 

Temulawak 5%, 20’   28  a     20  bc 
Sirih hutan 5%, 20’                               26  a    21  b 
Kulit kayu manis 5%, 20’    15  c    14  c 
Minyak cengkeh 0,5%, 20’    26  a    24  b 
Matriconditioning                         19  b     25  ab 
Matriconditioning plus sirih hutan 5%   19  b    21  b 
Matriconditioning plus temulawak 5%  19  b     19  bc 
Matriconditioning plus kulit kayu manis 5%   7  d    8  d 
Matriconditioning plus minyak cengkeh 
0,5%      25  a   31  a 
Data pada kolom yang diikuti dengan huruf yang sama, tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%,  Kecepatan tumbuh benih tomat 
sebelum inokulasi buatan dengan Cmm (benih awal) pada media pasir dan 
media kertas masing-masing 16 dan 22%/hari. 
 

Indeks vigor (IV) benih di media pasir berbeda nyata dengan 
yang tidak diberi perlakuan benih kecuali perendaman dalam minyak 
kulit manis 5%.  Indeks vigor benih pada media kertas tidak berbeda 
nyata kecuali matriconditioning plus minyak kulit kayu manis 5%. 
Matriconditioning plus kayu minyak kulit manis 5% menunjukkan 
indeks vigor yang nyata lebih rendah yakni mencapai 22% dan 25% 
(Tabel 22). 
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Tabel 22. Pengaruh berbagai perlakuan benih menggunakan ekstrak uji 
terhadap indeks vigor (IV) benih tomat yang terinfeksi Cmm pada dua 

sistem pengecambahan. 

Perlakuan pada benih tomat terinfeksi Cmm 

Indeks vigor (%) 

Media pasir Media kertas 

Tanpa perlakuan benih     66  b 77  a 
Temulawak 5%, 20’   97  a 92  a 
Sirih hutan 5%, 20’                               98  a 98  a 

Kulit kayu manis 5%, 20’    59  b  59  ab 

Minyak cengkeh 0,5%, 20’    96  a 95  a 

Matriconditioning                         91  a 88  a 

Matriconditioning plus sirih hutan 5%   91  a 78  a 

Matriconditioning plus temulawak 5%  92  a 72  a 
Matriconditioning plus kulit kayu manis 5%  22  c 25  b 
Matriconditioning plus minyak cengkeh 0,5%      98  a 89  a 
Data pada kolom yang diikuti dengan huruf yang sama, tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%,  Indeks vigor benih tomat sebelum 
inokulasi buatan dengan Cmm (benih awal) pada media pasir dan media 
kertas masing-masing 66% dan 77% 
 

Tabel 23. Pengaruh berbagai perlakuan benih menggunakan ekstrak uji 
terhadap waktu yang dibutuhkan untuk berkecambah 50% (T50) benih 

tomat yang terinfeksi Cmm pada dua sistem pengecambahan 

Perlakuan pada benih tomat terinfeksi Cmm 

T50 (hari) 

Media pasir Media kertas 
Tanpa perlakuan benih     5,2  bc 4,5   bc 

Temulawak 5%, 20’           3,0 d 4,7   bc 

Sirih hutan 5%, 20’                                       3,3 cd 4,5   bc 
Kulit kayu manis 5%, 20’            6,3  b 6,6   bc 
Minyak cengkeh 0,5%, 20’            3,4 cd 5,0   bc 
Matriconditioning                           4,7  bcd 3,5   bc 
Matriconditioning plus sirih hutan 5%           4,5 bcd 5,3   bc 

Matriconditioning plus temulawak 5%          4,7 bcd        6,7  b 

Matriconditioning plus kulit kayu manis 5%        13,3 a        11,0  a 
Matriconditioning plus minyak cengkeh 0,5%              3,6 cd           2,6  c 
Data pada kolom yang diikuti dengan huruf yang sama, tidak berbeda nyata 
berdasarkan uji BNJ pada taraf nyata 5%,  T50 benih tomat sebelum inokulasi 
buatan dengan Cmm (benih awal) pada media pasir dan media kertas 
masing-masing 6,3 dan 3,8. 
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Waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 50% benih 
berkecambah akibat berbagai perlakuan benih pada media pasir dan 
kertas tidak berpengaruh kecuali matriconditioning plus minyak kulit 
kayu manis 5%.  Waktu yang dibutuhkan untuk 50% benih 
berkecambah sekitar 3-6 hari yang tidak berbeda nyata dengan tanpa 
perlakuan benih, sedangkan matriconditioning plus kayu minyak 
kulit manis 5% membutuhkan waktu nyata lebih lama mencapai 50% 
benih berkecambah yaitu  11,0 atau 13,3 hari (Tabel 23). 
 
Pembahasan   

 
Perlakuan menggunakan minyak cengkeh 0,5% dengan atau 

tanpa matriconditioning tidak mampu mengeliminasi Cmm secara 
total dari benih terinfeksi. Ketidak mampuan perlakuan benih 
menggunakan minyak cengkeh 0,5% tersebut untuk mengeliminasi 
Cmm secara total, diduga terjadi karena (1) minyak cengkeh dalam 
perlakuan ini tidak dapat menjangkau Cmm yang ada di bagian dalam 
benih tomat atau (2) konsentrasi Cmm pada benih tomat hasil 
inokulasi buatan yang sangat tinggi. Jika perlakuan yang sama 
digunakan untuk mengeliminasi Cmm dari benih tomat yang 
terinfeksi secara alami yang tingkat infeksinya jauh lebih rendah 
dibandingkan dengan inokulasi buatan, perlakuan minyak cengkeh 
0,5% dengan atau tanpa matriconditioning diduga akan dapat 
mengeliminasi Cmm hingga 100%. 

Eliminasi Cmm pada benih terinfeksi dengan minyak dan 
ekstrak tumbuhan, evaluasi pengaruh negatif setelah perlakuan 
benih dengan minyak dan ekstrak tumbuhan terhadap vigor dan 
viabilitas benih terinfeksi sangat penting.  Perlakuan benih dengan 
ekstrak rizoma temulawak 5%, ekstrak daun sirih hutan 5%, atau 
minyak cengkeh 0,5% dengan atau tanpa matriconditioning tidak 
berpengaruh negatif terhadap perkecambahan benih, kecepatan 
tumbuh, indeks vigor, dan T50 dari benih tomat terinfeksi Cmm. 
Bahan aktif xanthorizol pada temulawak (Rukayadi et al. 2006), 
eugenol pada minyak cengkeh (Nurdin et al.  2001),  2’,6’-dihydroxy-
4’methoxychalcone pada sirih hutan (Torres-Santos et al. 1996; Rali 
et al. 2007) tidak  menghambat daya berkecambah benih tomat.   

Ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih hutan, dan 
minyak cengkeh dapat dimanfaatkan untuk perlakuan benih karena 
selain mengeliminasi Cmm pada benih, penampilan perkecambahan 
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yang baik dan laju perkecambahan serta keseragaman tumbuh yang 
tinggi tetap terjaga setelah benih diberi perlakuan.  Ekstrak rizoma 
temulawak dan ekstrak daun sirih hutan memerlukan konsentrasi 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan minyak cengkeh, hal ini tidak 
efektif bila dikembangkan secara komersial karena tingginya 
konsentrasi menuntut penyediaan estrak tumbuhan yang lebih 
banyak. Efektivitas kedua ekstrak tersebut diduga dapat ditingkatkan 
dengan meningkatkan  konsentrasi bahan aktif dalam ekstrak 
tumbuhan yang digunakan. Penggunaan minyak dan ekstrak 
tumbuhan untuk dapat diterima oleh industri benih, disyaratkan 
bahwa penampilan perkecambahan yang baik dan laju 
perkecambahan serta keseragaman tumbuh yang tinggi tetap terjaga 
setelah benih diberi perlakuan (Brandl 2001). 

Ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih hutan, dan 
minyak cengkeh dapat diterapkan langsung oleh petani dengan 
jumlah benih yang relatif sedikit sebelum persemaian. Jika perlakuan 
ini akan diterapkan pada skala produsen benih komersial perlu dikaji 
terlebih dahulu terutama pengembangan formulasi minyak dan 
ekstrak tumbuhan untuk tujuan perlakuan benih atau penyimpanan 
benih dalam jangka waktu tertentu.  

Perlakuan matriconditioning plus minyak kulit kayu manis 5% 
menurunkan daya berkecambah, kecepatan tumbuh, indeks vigor, 
atau T50 benih tomat terinfeksi dibanding tanpa perlakuan benih. 
Perlakuan menggunakan minyak kulit kayu manis 5% juga 
berpengaruh negatif terhadap vigor dan viabilitas benih terinfeksi. 
Minyak kulit kayu manis tidak memenuhi syarat bagi perlakuan 
benih untuk dapat diterima oleh industri benih. 

Bahan aktif kulit kayu manis Cinnamaldehyde (Belitz & Grosch 
1999; Maidment et al. 2006) diduga menghambat daya berkecambah 
benih tomat. Penurunan vigor dan viabilitas benih tomat sangat 
nyata pada perlakuan minyak kulit kayu manis diinkorporasikan 
dalam matriconditioning. Matriconditioning diduga meningkatkan 
aktivitas bahan aktif Cinnamaldehyde terhadap viabilitas benih 
sehingga menghambat daya berkecambah benih tomat.   

Perlu dikembangkan studi penghambatan vigor dan viabilitas 
benih tomat oleh minyak kulit kayu manis antara lain senyawa kimia, 
bahan aktif, mekanisme reaksi penghambatan untuk formulasi 
teknologi bioherbisida. 
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Simpulan 
 
Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa; (1) perlakuan 

eliminasi Cmm pada benih dengan ekstrak rizoma temulawak 5%, 
ekstrak daun sirih hutan 5%, minyak kulit kayu manis 5%, dan 
minyak cengkeh 0,5% dengan atau tanpa matriconditioning 
menggunakan bubuk arang sekam, mampu menurunkan tingkat 
infeksi Cmm hingga lebih dari 99%. (2) Eliminasi Cmm pada benih 
akibat perlakuan dengan minyak dan ekstrak tumbuhan tidak 
menurunkan daya berkecambah, kecepatan tumbuh, indeks vigor, 
atau waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 50% total pemunculan 
kecambah (T50) benih kecuali perlakuan dengan minyak kulit kayu 
manis 5% dengan atau tanpa matriconditioning. Kajian efektivitas 
perlakuan minyak dan ekstrak tumbuhan terhadap benih yang akan 
disimpan dalam jangka waktu tertentu sangat diperlukan.  
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, agen penyebab 
penyakit kanker bakteri pada tomat  adalah patogen tular benih 
(seedborne pathogen) telah tersebar di hampir seluruh penjuru 
dunia.  Penyakit ini baru di Indonesia karena negara ini dilaporkan 
bebas dari penyakit ini hingga tahun 2002.  Deteksi Cmm diantara 
benih tomat komersial di Indonesia pertama kali dilaporkan oleh  
Anwar et al. (2004a,b).   

Konsekuensi impor benih yang telah berlangsung selama ini 
dan lalu lintas plasmanutfah untuk perakitan varietas-varietas baru 
adalah semakin besar kemungkinan terbawanya patogen bersama 
benih-benih tersebut, karena benih merupakan wahana yang sangat 
cocok bagi patogen untuk menyebar melintasi batasan alaminya 
(Neergard 1988; Agrios 2005). Kenyataan ini disadari atau tidak 
telah turut menyebarkan bahkan memasukkan patogen baru ke 
Indonesia diantaranya adalah Cmm.   

Ditemukannya Cmm pada lot benih tomat komersial yang 
beredar di Indonesia, perlu disusun strategi pengendalian penyakit 
yang berpotensi terjadi di masa yang akan datang. Langkah awal 
adalah memonitor keberadaan penyakit ini di lapangan dalam hal ini 
mengamati gejala serangan pada tanaman tomat di enam provinsi di 
Indonesia yaitu Sumatera Utara, Sumatera Barat, Bengkulu, Jawa 
Barat, Jawa Tengah, dan Jawa Timur. Provinsi tersebut merupakan 
sentra produksi tomat di Indonesia (Direktorat Jenderal Bina 
Produksi Hortikultura Departemen Pertanian 2005).   

Penelitian ini menunjukkan penyakit kanker bakteri yang 
disebabkan Cmm telah ditemukan di sentra produksi tomat di 
Indonesia. Intensitas serangan penyakit ini masih cukup rendah. 
Namun mesti diingat jika hal ini dibiarkan bukan tidak mungkin 
dalam jangka waktu yang tidak terlalu lama akan muncul ledakan 
penyakit (outbreak) yang akan merugikan petani. Ledakan penyakit 
kanker bakteri sudah terjadi di berbagai negara, seperti di Amerika 
Serikat (Hausbeck et al. 2000) dan di Turkey (Sahin et al. 2002). 

Gejala yang terlihat pada tanaman dan buah tomat antara lain, 
gejala bercak mata burung (bird’s eye spot)  diamati di Danau 
Kembar, Solok, Sumatera Barat; sekresi batang yang membelah dan 
terlihat disklorosi jaringan diamati di Lembah Gumanti, Solok, 
Sumatera Barat; layu daun dan nekrosis pada lingkaran daun diamati 
di Matus, Kediri, Jawa Timur; nekrotik pada batang, layu daun dan 
nekrosis pada lingkaran daun diamati di Wanayasa, Banjarnegara, 



-115- 

Jawa Tengah; dan nekrotik pada batang (tissue discoloration) diamati 
di Cipanas, Cianjur, Jawa Barat.   

Metode deteksi standar untuk isolasi Cmm pada tanaman 
tomat sampel adalah agar dilution plating pada medium semi selektif 
(Fatmi & Schaad 1998; Kritzman 1991). Kemudian dikembangkan 
pada pengujian serologi dengan immunofluorescence microscopy (Van 
Vaerenbergh & Chauveau 1987; Francen 1993) analisis asam lemak 
(Gitaitis et al. 1992), ELISA (Alvarez-Derie et al. 1993) dan rep-PCR 
(Louws et al. 1998).  Metode deteksi yang sensitif, cepat dan reliable 
seperti PCR (Santos et al. 1997). Southern hybridization dan PCR 
(Dreier et al. 1995) dapat diterapkan pada Cmm. Namun demikian 
metode serologi dan PCR tidak memberikan data tentang viabilitas 
patogen. Metode real time PCR akan efektif memberikan data tentang 
viabilitas patogen. Pengujian cepat, sensitif, dan spesifik ini dapat 
diterapkan sebagai metode deteksi standar yang dilakukan.     

Metode dilution plating pada medium semi selektif mempunyai 
keunggulan dimana dengan metode ini selain mampu 
mengidentifikasi bakteri sekaligus mampu melihat aktivitasnya. 
Metode ini membutuhkan waktu lama, tenaga kerja lebih banyak, 
memerlukan antibiotik yang cukup berbahaya dan mahal. Kesulitan 
bagi laboratorium yang belum lengkap fasilitasnya adalah peralatan 
dan bahan penunjang tidak tersedia.   

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada metode deteksi 
tunggal yang dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan Cmm 
pada lot benih tomat (Anwar et al. 2005). Metode yang 
dikembangkan menggabungkan metode dilutin  plating pada media 
universal NA, koloni yang diduga Cmm dipindahkan ke media YDC 
dilanjutkan dengan uji gram dan uji lainnya seperti HR, patogenisitas 
dan uji pektinase bisa lebih murah dan dapat dilakukan oleh 
laboratorium dengan standar Indonesia.       

Agrios (2005), Fatmi & Schaad (1998), Kritzman (1991) 
menjelaskan bahwa bakteri Cmm adalah gram positif.  Dengan pola 
kerja seperti di atas, setelah dipastikan isolat yang diuji gram positif 
maka uji HR, uji patogenisitas, pektinase, uji-uji fisiologis seperti 
Tabel 2 dapat dengan langsung memberi jawaban bahwa isolat 
tersebut positif Cmm. Jika masih dibutuhkan dan fasilitas tersedia uji 
serologi, uji fluoresens, uji biolog, uji ELISA dan PCR dapat dilakukan 
untuk memperkuat hasil pengujian. 



-116- 

Karakteristik isolat bakteri yang diduga Cmm dari berbagai 
lokasi penanaman tomat bereaksi gram positif, enzim pektinase 
positif, oksidase negatif, bereaksi hypersensitif, bersifat 
patogenisitas, tidak berpigmen fluorescent pada media King’s, tidak 
mereduktasi nitrat, aerobik, enzim protease positif, tidak 
menghasilkan sulfida (H2S), dan enzim katalase positif. Koloni Cmm 
pada medium YDC tumbuh lambat, mukoid, dan kuning muda hingga 
kuning tua, cembung.  

Sekuen nukleotida gen serine protease membuktikan bahwa 
agen penyebab penyakit kanker pada tomat di berbagai lokasi di 
Sumatera dan Jawa adalah Cmm. Dibuktikan dari hasil analisis Blast 
menggunakan sekuen nukleotida gen serine protease. Sekuen ini 
tidak dapat menjawab filogeni berdekatan, melainkan hanya untuk 
mendeteksi bahwa bakteri yang dideterminasi adalah benar Cmm 
(Santos et al. 1997; Hadas et al. 2005).    

Sekuensing gen 16S-rRNA merupakan kriteria penting dalam 
taksonomi mikroba (Krueze at al. 1999). Kombinasi dari persamaan 
dan sekuen yang bervariasi ini sangat berguna dalam identifikasi 
genus dan spesies bakteri, dan mengungkap bagaimana proses 
keberadaan bakteri itu (Alizadeh et al. 1997).  Analisis filogenetik 
sekuen nukleotida parsial gen 16S rRNA Cmm yang dikarakterisasi 
dalam penelitian ini punya kemiripan dengan bagian sekuen 
nukleotida gen 16S rRNA aksesi D84128 (Cmm Jepang di pangkalan 
data GeneBank). Data sekuen ini menunjukkan bahwa patogen Cmm 
yang ditemukan di Sumatera dan Jawa ini diduga dari introduksi. 
Kemiripan Cmm di Sumatera dan Jawa dengan aksesi D84128 (Cmm 
Jepang di pangkalan data GeneBank) bukan berarti patogen ini 
berasal dari Jepang, karena Jepang memang tidak mengekspor benih 
langsung ke Indonesia, tetapi Jepang dan Indonesia diduga dapat 
isolat dari negara ketiga yang sama. Data sekuen nukleotida gen 
serine protease dan 16S rRNA intra spesies enam isolat ini 
menunjukkan bahwa patogen ini satu strain yang sama (homologinya 
99%), berasal dari satu sumber dan keberadaannya baru di 
Indonesia, patogen ini belum mengalami mutasi untuk beradaptasi 
dengan iklim dan keragaman tanaman inang. 

Upaya yang tepat untuk pengendalian penyakit ini adalah 
penanaman kultivar tomat tahan. Metoda ini sangat efektif dan 
ramah lingkungan tetapi kultivar tomat tahan belum diketahui di 
Indonesia. Langkah pertama adalah mempelajari reaksi ketahanan 
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genotipe tomat untuk pengembangan kultivar unggul tahan penyakit 
kanker bakteri. Optimasi inokulasi Cmm pada tomat yang efektif 
adalah dengan menyuntikkan inokulan Cmm 5 µl konsentrasi 106 

cfu/ml pada beberapa tempat di ketiak daun pertama, daun tengah 
dan pucuk. Jumlah inokulan Cmm yang rendah sudah menimbulkan 
kerusakan berat pada tanaman uji, dan tanaman tomat sedikit 
mengalami kerusakan pada tempat inokulasi.   

Percobaan ini menunjukkan genotipe tomat yang diuji belum 
ada yang tahan terhadap Cmm. Genotipe tomat komersial sebagian 
besar bereaksi sangat rentan dan rentan begitu juga genotipe koleksi 
PSPT-IPB, genotipe tomat lokal ada yang bereaksi agak rentan dan 
atau agak tahan diduga genotipe ini toleran terhadap infeksi Cmm. 
Mungkin masih ada genotipe tomat lokal lain yang bisa diuji 
ketahanannya terhadap Cmm guna memperbesar peluang seleksi 
genotipe tomat tahan.   

Pendekatan lain adalah menjamin ketersediaan benih yang 
bebas patogen.  Pengendalian penyakit melalui perlakuan benih 
menggunakan produk bahan nabati (plant extracts) sangat 
berpeluang. Jenis bahan tumbuhan yang digunakan diantaranya 
ekstrak daun (sirih, mimba, tithonia, surian), gambir, minyak serai 
dan minyak cengkeh. Semua bahan tersebut diuji secara in vitro dan 
pada benih tomat. Bahan tumbuhan tersebut bersifat ramah 
lingkungan, tidak melanggar peraturan di berbagai negara terhadap 
formulasi berbasis air. Pengendalian penyakit berbasis produk bahan 
alam (plant extracts) yang tersedia berlimpah di Indonesia 
diharapkan merupakan keuntungan tersendiri bagi kita, tidak saja 
secara ekonomi juga dari aspek keselamatan lingkungan. 

Uji aktivitas in vitro memperlihatkan penghambatan 
pertumbuhan Cmm cukup baik oleh ekstrak rizoma temulawak, 
minyak kulit kayu manis, ekstrak daun sirih hutan, dan minyak 
cengkeh. Perlakuan benih dengan minyak cengkeh, ekstrak rizoma 
temulawak, dan ekstrak daun sirih hutan dengan atau tanpa 
matriconditioning dapat mengeliminasi Cmm dari lot benih tomat 
(Tabel 19) tanpa mengurangi kualitas fisiologis benih (Tabel 20, 21, 
22, 23). Jadi minyak cengkeh, ekstrak rizoma temulawak, dan ekstrak 
daun sirih hutan berpotensi dikembangkan untuk mengeliminasi 
Cmm dari lot benih tomat. Sifat antimikrobial senyawa eugenol yang 
dikandung minyak cengkeh dalam spektrum yang luas (Maidment et 
al. 1998; Nurdin et al. 2001; Friedman et al. 2002; Maidment et al. 
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2006).  2’, 6’-dihydroxy-4’methoxychalcone dikandung sirih hutan 
(Torres-Santos et al. 1996, 1999; Novotny et al. 2003; Rali et al. 
2007). temulwak dengan bahan aktif xanthorizol (Fuganti & Serra 
2000; Park et al. 2003; Rukayadi et al. 2006) diyakini telah 
menghambat pertumbuhan bakteri Cmm dan seperti bahan kimia 
alami (plant extracts) lainnya tidak begitu berpengaruh terhadap 
tanaman. Minyak kulit kayu manis yang diinkorporasikan dalam 
matriconditioning mampu mengeliminasi Cmm dari lot benih tomat, 
tetapi mengurangi kualitas fisiologis benih. Kulit kayu manis 
mengandung cinnamaldehyde (Belitz & Grosch 1999; Maidment et al. 
2006) dan antimikroba gram positif dan gram negatif (Friedman et 
al. 2002) diduga menghambat pertumbuhan Cmm tapi sebagai bahan 
kimia alami berpengaruh terhadap benih tomat. 

Penggunaan bahan alam berbasis air (water-based formulation) 
untuk perlakuan benih diyakini akan semakin berkembang. Karena 
sifatnya yang ramah bagi pengguna (user-friendliness) dan tidak 
menghadapi hambatan peraturan di berbagai negara terhadap 
formulasi berbasis air, tidak berbahaya bagi tumbuhan, ekonomis, 
mudah didapat, stabil dalam waktu yang panjang (Ke-Qiang & van 
Bruggen 2001; Paul & Sharma 2002). Minyak cengkeh, ekstrak 
rizoma temulawak, dan ekstrak daun sirih hutan yang digunakan 
dalam percobaan ini diencerkan dengan air dan beberapa tetes 
Tween. Kondisi ini diharapkan memenuhi kriteria formulasi berbasis 
air dari berbagai minyak atsiri yang tersedia cukup banyak di 
Indonesia. 
 
Simpulan Umum  
 
1. Bakteri Cmm telah ada di sejumlah  sentra produksi tomat di 

Sumatera dan Jawa, dan persentase tanaman terserang oleh 
penyakit ini masih rendah berkisar antara 1-20%. 

2. Analisis sekuen nukleotida, asam amino dari gen serine protease 
dan sekuen nukleotida 16S rRNA membuktikan bahwa 6 isolat 
Cmm yang dikarakterisasi dalam penelitian ini adalah satu strain 
yang sama, yang punya kemiripan dengan bagian sekuen 
nukleotida gen 16S rRNA aksesi D84128 (Cmm Jepang di 
pangkalan data GeneBank), dari data ini menunjukkan bahwa 
Jepang dan Indonesia dapat isolat dari negara ketiga yang sama.   
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3. Terhadap berbagai genotipe tomat yang diuji melalui 
penyuntikkan inokulum Cmm 5 µl konsentrasi 106 cfu/ml pada 
beberapa tempat di ketiak daun belum ada yang tahan terhadap 
Cmm, genotipe tomat lokal ada yang agak rentan dan agak tahan. 

4. Ekstrak rizoma temulawak, minyak kulit kayu manis, ekstrak 
daun sirih hutan, atau minyak cengkeh mampu menghambat Cmm 
secara in vitro. Diperlukan konsentrasi yang lebih tinggi yaitu 
ekstrak rizoma temulawak 5%, ekstrak daun sirih hutan 5%, 
minyak kulit kayu manis 5% dan minyak cengkeh 0,5% untuk 
mengeliminasi Cmm pada benih. 

5.  Penggunaan ekstrak rizoma temulawak 5%, ekstrak daun sirih 
hutan 5%, dan minyak cengkeh 0,5% dengan atau tanpa 
matriconditioning efektif mengeliminasi Cmm tanpa menurunkan 
mutu fisiologis benih tomat, tetapi dengan minyak kulit kayu 
manis 5% dengan atau tanpa matriconditioning menurunkan 
mutu fisiologis benih. 
 

Saran 
 
1. Dasar ditemukannya Cmm di Indonesia perlu diwaspadai dan 

pengendalian sedini mungkin segera dilakukan oleh semua pihak 
yang terkait khususnya pertanggung jawaban dalam regulasi 
perdagangan benih, impor dan karantina tumbuhan. Areal 
pertanaman tomat yang ditemukan gejala Cmm agar segera 
diisolasi agar penyebarannya dapat dikendalikan. 

2. Rotasi tanaman dan penanaman kultivar tomat tahan adalah salah 
satu pendekatan yang paling efektif dalam upaya pengendalian 
penyakit ini, untuk itu perlu dikembangkan metode lebih lanjut 
untuk mendapatkan kultivar tomat tahan.       

3. Metode eliminasi bakteri Cmm dari lot benih tomat dengan 
minyak cengkeh, ekstrak rizoma temulawak, ekstrak daun sirih 
hutan sudah dapat digunakan langsung oleh petani dengan jumlah 
benih relatif sedikit sebelum menyemai benih. Namun untuk 
produsen benih dengan skala besar masih diperlukan kajian lebih 
lanjut terutama dalam teknik aplikasi metode ini untuk jumlah 
benih yang banyak. Penelitian perlakuan benih dengan minyak 
dan ekstrak tumbuhan tersebut untuk benih tomat yang akan 
mengalami penyimpanan untuk jangka waktu tertentu juga perlu 
dilakukan.   
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