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Abstract

The presence of Clawvibacler michiganensis subsp. michiganensis {Crm), the
pathogen causing bacterial canksr on 15 commercial tomato seed lots distributed in
Indonesia was evalualed. Extraction and isolation of suspected Cmm colonies were
conducted by agar dilution plating on SCM or D2ZANX media followed by colony
purification and identification on YOC and TSA media. Identity aof suspecied Cmirm
colony was confirmed by hyporsensitivity test using Mirabiis  falapa and Nicoliana
tabacom leaves, and palogenicily test an lomato seedlings.

Results of the experimeants showed at least four tomate seed lots out of 15 lols
evaluated were suspected to carry Cowm and at least two seed |ofs were possifively
identified to carry Cmm on the seeds. All of the infacted seed lots (lot no. 10, lot no. 13)
were produced in Java during 2000-2002.

Key-words: bacterial canker, Clavibacter michiganansis subsp. michiganensis seed
borne pathogen, tomalo,

PENDAHULUAN

Dalam upaya peningkalan produksi lomat dalam negeri, penggunaan benih impor
lelah berlangsung puluhan tahun, Semeanjak akhir tahun 80-an tefah dimpor pula benih
tomat untuk keperluan perakitan varietas tomat unggul. Konsekuensi dar impar benih
tomat yang telah berangsung selama ini dan perukaran plasma nutfah untuk perakitan
varietas-vanetas baru tersebut adalah semakin besamya kemungkinan terbawanya

patogen bearsama benih-benih tersebut, karena benih merupakan wahana yang sangat
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cocok bagi patogen untuk menyebar melinlasi batasan alaminya (Meergaard 1977

Agrics 1988}

Salah satu penyakil berbahaya pada lomal adalah penyakit kanker bakteri yang
dizebabkan bakten Clavibacter nuchiganensis subsp, muchiganensis (Cmm).  Penyakit
kanker bhakteri pada tomat pertama kali dilaporkan pada tahun 1909 di Michigan,
Amenka Serikatl (Hayward & Waterston 1964, Jones ef i 1993), Selanjutnya berbagai
informasi  tentang penyakit kanker bakien terus dilaporkan keberadaannya di berbagai
nenara dan saal ini lelah tersebar di hampir seluruh penjury dunia (Crop Profection
Compendium 2002). Secara resmu bakten Com dinyatakan belum ada di indonesia

sampai dengan tahun 2002 {Fusat Karantina Peranian 2002},

Perdagangan benih sayuran komersial di Indonesia akhir-akhir ini telah mengaiami
kemajuan pesat dan benih sayuran impor juga telah banyak digunakan petani.
Masuknya benih secara ilegal dari berbaga negara melalui pertukaran plasma nutfah
tanpa melalu prosedur karantina yang benar juga semakin meningkat. Hal tersebut
membawa resiko masuknya patogen penvebab penvakit yang terbawa benih (scod-
bome), termasuk Cmm yang sebelumnya diduga belum ada di Indonesia, Mengingat
perangkal pengujian kesehatan benih dan penerapan peraturan karantina yang masih

belum efektif dikhawatirkan Cmm telah masuk dan tersebar di Indonesia melalui benib

tomal impor tanpa melalui prosedur karantina yang benar,

Karena benih tennfeksi Crmm merupakan sumber inokulum utama penyakit kanker
bakteri sedangkan perdagangan benih dan masuknya plasma nutfah benih fomat tanpa
melalui prosedur karanmina yang benar semakin meningkat, maka perlu dievaluas
kemungkinan telah masuknya baklen Cmm diantara bemib tomat yang beredar di

Indonesia. Dalam penelitian ini, melode isolasi koloni bakteri yang diduga Cmm pada



benih tomat dilakukan dengan agar divbon plating  pada mediu[n'; selektif SCM dan
[z AMY diikuti dengan konfirmasi identitas koloni bakten pada medium YDC, uji KOH 3%
unfuk menentukan bakteri yang diisolasi tergelong gram positif atau gram negatif dan uji
hipersensitivitas  dengan daun Mirablis jalapa dan MNicoliana fabacum sera uji

patogenisitas pada bibit tomat berumur tiga minggu setelah tanam (3 MST).

Fenelitian ini berfujuan untuk memastikan keberadaan bakter Cmm, penyebab

penyakit kanker bakteri pada benih tomat komersial yang diproduksi di Indenesia.

Metode Penelitian

Tempat, waktu dan bahan penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium limu dan Teknologi dan Laboratorium
Kesehatan Benih, selama 7 bulan | Januwari sampai Agusius 2004, Sumber benih tomat
untuk keperuan survei ini berasal dari produsen utama benih tomat komersial di
Indonesia yang dapat diperoleh secara bebas di pasar. Total lot benih yang diuji dalam

percobaan ini adalah 15 lot.

Ekstraksi dan Isolasi Bakteri Cmrm dari Benih Lot Benih Tomat

Meotode ekstraksi yang dipakai adalah dengan menggerus benih menggunakan “seed
grinder”  Ullra-Turrax T 25 Basic Produksi Jerman. Dari setiap ot benih ditimbang
sebanyak 2000 benih (sekitar 6-7 gy dengan ulangan dua kah Benih {ersebut
dimasukkan ke dalam wadah botal air mineral bekas ukuran 0.25 L dan ditambahkan 40
ml zuffer PBT dan disimpan dalam kulkas selama 15 menit.  Kemudian benih digerus
dengan 'seed grnder’ selama lebih kurang 30 detik,

Suspensi hasil ekstraksi dipindahkan ke dalam tabung eppendor sterl dan  diberi

label lanpa penganceran {0 dilution). Kemudian dilakukan pengenceran 107" dan 107

dengan manambahkan buffer PES, Uniuk mendapatkan suspensi 10, sebanyak 100 ml



hasil ektraksi dipipet ke dalam tabung bensi 900 ml PBS dan dari suspensi ini dipipst

lagi sebanyak 100 ml ke dalam tabung berisi 900 ml PES, didapatkan suspensi 107,

Medium semi seleklif yang digunakan uniuk mengisolasi bakterd Cmm dari eksirak
benih tomat yang divji adalah SCM (Fatmi & Schaad (1988) dan DoANX (Alvarez of al.
1923), Masing-masing suspensi hasil ektraksi (10°, 107" dan 107 ) dipipet sebanyak 100
HI ke medium tersebot dan disebar dengan rata menggunakan glass rod stenl dan
cawan petrinya ditutup dengan rapat. Masing-masing perlakuan dilakukan secara duplo.
Cawan pelri berisi isolat tersebut diinkubasi  dalam inkubater pada subw 23-27 'C dan
diamali selama dua minggu. Pekerjaan yang sama juga dilakukan untuk pembanding

{reforence), yaitu isolat Crmm 542 pada kisaran 10°, 10° dan 107 cfu/mi,

Fengamatan dilakukan dengan jalan menghitung jumlah kaloni Cmm yang terbentuk
pada masing-masing cawan petri, Sebagai pedoman, morfologi koloni Com umur 10
hari pada medium SCM adalah berbentuk agak cembung, irreguiar, mukoid dengan flek
internal berwama hitam (Belkan ef al 1996, Fatmi & Schaad 198E) dan atau abu-abu,
bulat dengan halo dan berair. Sebagal pedoman diperhatikan morfoelog isolat Crrim 542
sebagai referens. FPada medium D2ANX koloni Cmm berbentuk bundar, muksid dengan
warna kuning pucat {Alvarez el al. 1983). Jumlah koloni yang lerbentuk (CFU) = ¥
kolonifcawan » 10 x faktor pengenceran @ Unluk konfirmasi, isolat yang diduga
{suspected) sebagal Cmm dibiakkan pada medium YDC, sekaligus untuk mengisclasi
bakten yang diharapkan. Mordologi kelor Cmm pada ¥DC adalah mucoid, convey dan
beraarna kuning cerah sampai kuning gefap (dark yelow). lsolal-isolat yang dicungai ini

dipurifikasi ke medium ToA 40 g TSA per L)

Lintuk membuktikan isclat bakten yang diperoleh adalah gram positif, maka dilakukan

pengujian gram. Uji gram yang dilakukan menggunakan KOH 3%. [solat yang dicurigai



diturnbuhkan pada medium YDC, selelah 1 x 24 jam dengan menggunakan loop steril
diambil massa bakten tersebut dan diuji dengan KOH 3%. Apabila teradi glutinasi
[membentuk seperti gel) dan sewakiu loop ditarik massa bakteri ikut tertarik maka isolat
adalah gram negalif. Bila teradi hal sebaliknya berari isolat tersebut gram positif dan
dapal dicungal sebaga Cmim.  Isolat bakten yang dipastikan tergolong gram positif

dilanjutkan pengujiannya dengan uji higersensitivitas dan uji patogenisitas.

Identifikasi Isolat Bakteri yang Dicurigali Sebagai Cmm  dengan  Uji

Hipersensitivitas dan Uji Patogenisitas

Kaloni bakteri yang dipastikan gram posilif pada uji dengan KOH, ditumbubkan dalam
medium YDC selama 24-48 jam sebelum dilakukan uji hipersensitivitas dan  uji
patogenisitas, Bakteri yang tumbuh disuspensikan dalam air steril sehingga didapatkan
kansentrasi 10° efu/mi yang ditentukan dengan metode furbidimetrik (Hadioetomo 1980).
Untuk wji hipersensilivitas, suspensi baklen (2 pl) disuntikkan dengan  hati-hati
menggunakan jarurm suntik stenl ke lapisan inlerseluler daun.  Air steril (2 pl) yang
disuntikkan ke lapiszan inlerselular daun digunakan sebagai pembanding, Sedangkan
untuk uji patogenisitas dilakukan dengan dua cara yaitu dengan menggunting batang 1
cm di atas kotiledon dengan gunting yang sebelumnya dicelupkan pada suspensi bakten
vang divji atau dengan jalan menyuntikkan suspensi bakter ke jaringan pembuluh bibit

tomat berumur 3 minggu seielah tanam.

Pengamatan untuk uji hipersensitivitas adalah munculnya gejala nekrosis pada daun
vang diinjeksi, Lamanya pengamalan adalah 3 x 24 jam. Pengujian ini sekaligus untuk
mempelajan virulensi dari isolat Crmm yang berhasil diisolasi,  Sedangkan untuk wji
patcgenisitas adalah waklu munculnya gejala infeksi Cmm yang ditandal dengan

layunya daun secara unilateral, gejala kanker pada batang. atau diskolorasi pada



jaringan pambuluh {(vascufar issue). Pengamatan munculnya gejala dilakukan selama

salu bulan,
Haszil dan Pembahasan

Hasil evafiuasi terhadap 15 ol benih tomat yang beredar di  Indonesia
mengindikasikan, empat lot benih, yakni lot no. 05, lot no. 09, lot no, 10 dan lot no. 13
menghasilkan koloni bakten yang cocok dengan morfologl Cotm pada medium SCM
yvang dikemukakan oleh Fatmi & Schaad (1988) atau pada medium DZANX (Alvarez at
& 1993), Jumlah kKoloni yang dicurigai sebagai Cmm pada kedua medium semi seleklif
yang diuji berkisar antara 0.1 x 10° cfu/ml sampai 0.8 x 10° cfu/ml (Tabel 1). Sementara

dari 11 lot benih lain tidak dilemukan adanya koloni bakieri yang dicungai sebagai Crom,

Tabel 1. Jumlah koloni bakten yang dicungai sebagai Clavibacter michiganensis subsp.

michiganenzss pada madium SCM dan D2ANX

Jumlah kaleni {cfuiml) bakten yang dicurigai sebagai Cmm pada

Let benih - v :

Medivm D2ANX Medium SCM
Lm ﬁu. US . 0.1 x 10° = [:1.1.:~<1[:|2
Lot no. 0% - 0.2 x 10°
Lat ng, 10 0.3x 10° DBx10°
Lot no. 13 - 0.2 x10°

Cmm termasuk b;ﬂkteri gram pasitif yang relatif sukar dlidEﬂtl‘f.iHEE.I:. rl.-'1cb-rfnlu-;ii
koloninya pada media lumbuh, baik yang semi seleklil maupun tidak adalah mukoid,
dengan warna dan beniuk yang sangat berganiung pada media. Pada medium DpANX
yang meanurut Alvarez of all (1983) wamanya kuning pucat (pale yellow), ternyata hasil

pengamatan dalam percobaan ini menunjukkan bahwa warna pale yellow s4d dark
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velow peru dicurigan,  Pada medium SCM, menurut Fatmi dan Schaad {1988) keloni
Cmim adalah  bundar, mukoid dengan warna bercak abu-abu sampai hitam {speckied
gray-fo-black) Dari pengamatan yang dilakukan, morfelogi iregular atau sedikit bundar
warma abu-abu sampai hitam dengan halo yang terkadang sedikit abu-abu gelap pantas
juga dicurigai sebagai Cmim.

Jumiah keleni yang dipindahkan dari lot no. 05 sebanyak 2 koloni, dari lot no. 09
adalah 2 koloni, dari lot no. 10 adalah 11 koloni dan dari lot no. 13 sebanyak 2 koloni.
Dengan demikian didapatkan 11 solat bakter yang diduga Cmm. Tidak semua kalani
vang dipindahkan tersebut menunjukkan morfologi yang sesuai dengan kriteria Crrirn
pada medium YDC. Namun hasil uji gram yang dilakukan menunjukkan semua isolat

yang dicurigai tersebut adalah gram positif {Tabel 2).

Sebelas isolat bakter yang dicurigai sebagal Cmm dan terbukti gram positif didjikan
pada daun Meobiana tabacum dan Mirsbilis jalapa,  Hasil pengujian rmenunjukkan hanya
tiga isolat yang menyebabkan munculnya gejala nekrosis pada daun (Tabel 2}. Hasil ini
mengindikasikan bahwa isclat yang digunakan tersebul adalah bakten Cmm. Seperti
yang dilaporkan oleh Gitaitis (1990} gejala nekrosis pada daun M. jalapa akan muncul
selelah 36-45 jam setelah perlakuan dengan suspensi isclat G, Dalam percobaan ini
didapatkan waklu muncul gejala yang lebih cepal yailu & jam untuk gejala awal dan -
jam untuk gejala nekrosis total.  Kemungkinan terjadinya perbedaan ini antara lain
adalah kondisi lingkungan pengujian yang berbeda atau virulensl bakled yang didji

berbeda.



Tabel 2.

Morfologi koloni isolat baktern terpilin yang diduga Clawibacter michiganensis

subsp. michiganensis (Cmm) dari lof benih tomat pada medium ¥DC, konfirmasi
dengan uji gram dan hasil identifikasi bakteri menggunakan uji hipersensitivitas
dan uji patogonisitas

Mo, isolat

l5-05-K1
I5-05-k2
is-09-k3
[g-10-k4d
Is-10-k5
Is-10-kB
Is-10-k7
I=-10-kB
Iz-10-kd
Is-13-k10

Is=13-K11

Morfolog koloni pada medium

YOG

ldentiikasi isolat sebagai Cmm: pada

Upgram  Uji Hipersen- Lji

I'u;iukc:-i-:i kuning agak pucat
Mukoid kuning agak tua
Mukaid kuning agak pucat
Mukoid kuning

Mukeomd kuning

Mukoid kuning agak pucat
Mukoid kuning

PMukoid Euning, agak tua
Muknoid kuning, agak pucat
Mukoid kuning

Mukoid kuning, agak tua

sitivitas Battis.
nisitas
e - -
& a i
& ) -
+ = =
+ + o
& 3 a
+ + -
+ 4 L
4 = =
+ + +4

+

+} diduga sebagai Cmm, -} bukan Cmm, ++) positif Cmm

Pengujian yang sangal meneniukan dalam proses identifikasi bakteri adalah wuji

patogenisitas (Lelliolt & Stead 1887).

Izolat yang mampu menyebabkan munculnya

gejala penyakit pada tanaman inang dipastikan sebagal bakter patogen. Hasil uji

palogenisitas yang dilakukan terhadap 11 isolat bakten gram positif yang dicungai

sebagal Cmm menunjukkan hanya dua isclat yang menimbulkan gejala pada tanaman

tomat yang divji (Tabel 2). Kedua isolat tersebut berasal dan lot no. 10 dan ot no, 13,



Gejala yang ditimbulkan oleh kedua isolat tersebut juga berbeda diantara keduanya dan

juna berbeda dengan referens (Cam 542}

Perhedaan virulensi merupakan hal yang biasa terjadi, seperii dilerangkan oleh van
Yaerenoergh & Chauveau (1987).  Perbedaan virulensi yang tidak dapat terdeteksi
pada uji-uji yang lain dapat diverfikasi dengan uji patogenisitas atau uji hipersensitivilas.
Hasil percobaan ini mengindikasikan isclat bakieri yang berhasil diisolas: darni lot benih
tomat vang diuji adalah bakteri Cromr {api virulensinya berbeda dengan isolat referens

yang berasal dari Erapa.

Semua pengujian tersebut diatas mengindikasikan bahwa bakleri Cmmn, penyebab
penyakit kanker bakleri pada tomat lelah ditemukan diantara benin tomal yang
dipraduksi di Indonesia. Keberadaan Cmm di antara benih tomat komersial tersebut
peru mendapat perhatian yang serus mengingat benih yang terkontaminasi Crom
merupakan inokulum primer penyebaran penyakit kanker baklen pada tomat. Hal ini
juga mengindikasikan penyebaran Cmin di lapangan dan ditingkat petani kemungkinan
besar telah foradi dan timbulnya ledakan {ouibroak) penyakit kanker bakleri pada

pertanaman lomal di tingkat petani menjadi sangal besar.

Perkembangan industri benin di Indonesia yang tengah berkembang dengan cukup
pesal satu dasawarsa inl, dapat menghadapi kendala jika penyebaran Cmm di lapang
tilak ditangani dengan baik. Berbagai negara Um Eropa menerapkan peraturan zem
lalerance untuk keberadaan Cmm dalam benih fomat komersial yang diperdagangkan
(European Union {1995).  Penyebaran Cmm di Indonesia dapal menghambat
perkembangan ekspor berbagai produk industn benih di Indonesia ke berbagai negara di

Eropa dan akan membawa dampak yang sangat merugikan.



o

Berbagai langkah yang dapat dilakukan untuk mencegsh penyebaran lebib lanjut
Cmm di Indenesia adalah dengan melokalisir penyebaran Crm melalui survei lapangan
sehingga lokasi peranaman tomal yang suwdah lernfeslasi Crwn dapat dipetakan.
Patcgen Crmm dapal menyebar melalui tanah dan sisa lanaman serla dapal berlahan
hingga 26 bulan (Fatmi & Schaad, 2002) di lingkungan yang telah terinfestasi sehingga
sulit dikendalikan, Karena varietas tamal yang resisten terhadap infeksi Cmm sejaub inl
belumn tersedia dan pengendalian penyakit menggunakan pestisida dilaporkan tidak
efektif (Dreier ef &, 1985 Francis el al 2001 dan Werner ot al. 2002, pencegahan
penyebaran Crmm lewat benih menggunakan berbagai melode perlakuan benih (seed

treatment) merupakan salah satu altematil yang dapat digunakan.

Kesimpulan dan Saran
Dari rangkaian kegialtan yang telah dilaksanakan dapal diambil kesimpulan bahwa

ada indikasi benih tomat yang dipreduksi di Indenesia telah tertular dengan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis {Cmm) namun virulensi isolat yang diperoleh lebih

lernah dibandingkan isolal referans (Cmm HEZ2).
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