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ABSTRAK 
 
 
 
 

EKSPLORASI BAKTERI ENDOFIT BERSIFAT ANTAGONIS 

TERHADAP Ralstonia sp PENYEBAB LAYU BAKTERI 

TANAMAN KENTANG                 

 

 

Oleh 

 

 

SITI AZZAHRA PRABOWO 

 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi bakteri endofit yang 

berasosiasi dengan tanaman kentang sebagai agen biokontrol alami terhadap 

Ralstonia sp. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian 

Fakultas Pertanian Universitas Lampung dari Februari sampai Mei 2025. Kegiatan 

penelitian meliputi isolasi bakteri Ralstonia sp. dari umbi kentang bergejala 

menggunakan media Tetrazolium Chloride (TZC) dan bakteri endofit dari umbi 

kentang sehat varietas Granola. Kemudian, dilakukan uji patogenesitas Ralstonia 

sp. pada umbi kentang sehat. Uji karakterisitik yang dilakukan meliputi uji Gram, 

uji Oksidatif/Fermentatif, uji lecithinase, dan uji arginine dihydrolase. Hasil isolasi 

diperoleh 14 isolat endofit non-patogen yang telah dikarakterisasi. Hasil uji 

antagonisme menunjukkan bahwa lima isolat bakteri endofit terpilih (EK4.2, 

EK5.2, EK12.5, EK15.6, dan EK30.9) memiliki kemampuan menghambat 

pertumbuhan Ralstonia sp. secara in vitro, ditandai dengan terbentuknya zona 

hambat. Meskipun terjadi penurunan luas zona hambat seiring waktu yang 

mengindikasikan kemungkinan ketidakstabilan metabolit antagonis atau adaptasi 

patogen, temuan ini mengkonfirmasi potensi isolat-isolat endofit tersebut sebagai 

kandidat agen biokontrol hayati yang dapat dikembangkan untuk pengelolaan 

penyakit layu bakteri pada kentang. 

 

Kata kunci: antagonisme, bakteri endofit, biokontrol, kentang, Ralstonia sp.
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EXPLORATION OF ANTAGONISTIC ENDOPHYTIC BACTERIA 

AGAINST Ralstonia sp. THE CAUSE OF BACTERIAL WILT 

IN POTATO PLANTS 

 

 

By 

 

 

SITI AZZAHRA PRABOWO 

 

 

This study aims to explore the potential of endophytic bacteria associated with 

potato plants as natural biocontrol agents against Ralstonia sp. The research was 

conducted at the Agricultural Biotechnology Laboratory, Faculty of Agriculture, 

University of Lampung, from February to May 2025. Research activities included 

the isolation of Ralstonia sp. bacteria from symptomatic potato tubers using 

Tetrazolium Chloride (TZC) medium and endophytic bacteria from healthy potato 

tubers of the Granola variety. Subsequently, pathogenicity tests were conducted on 

Ralstonia sp. using healthy potato tubers. The characterization tests conducted 

included Gram staining, oxidative/fermentative tests, lecithinase tests, and arginine 

dihydrolase tests. The isolation yielded 14 non-pathogenic endophytic isolates that 

were characterized. Antagonism tests showed that five selected endophytic 

bacterial isolates (EK4.2, EK5.2, EK12.5, EK15.6, and EK30.9) had the ability to 

inhibit the growth of Ralstonia sp. in vitro, indicated by the formation of inhibition 

zones. Although there was a decrease in the size of the inhibition zone over time, 

indicating possible instability of the antagonistic metabolites or pathogen 

adaptation, these findings confirm the potential of these endophytic isolates as 

candidates for biological control agents that can be developed for the management 

of bacterial wilt disease in potatoes. 

 

Keyword: antagonism, endophytic bacteria, biocontrol, potato, Ralstonia sp. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Kentang (Solanum tuberosum L.) merupakan salah satu komoditas hortikultura 

strategis di Indonesia, memegang peran penting dalam diversifikasi pangan dan 

ketahanan pangan nasional. Sebagai tanaman semusim berumur pendek dengan 

bentuk perdu atau semak, kentang dapat berproduksi optimal dalam satu siklus 

budidaya sebelum mati. Potensi kentang sebagai sumber karbohidrat alternatif 

sangat besar dan kemampuannya untuk beradaptasi di berbagai agroekosistem di 

Indonesia. Peningkatan produksi kentang menjadi krusial tidak hanya untuk 

memenuhi kebutuhan konsumsi domestik tetapi juga sebagai komoditas ekspor. 

Oleh karena itu, berbagai upaya pengembangan budidaya dan peningkatan 

produktivitas terus dilakukan untuk mengoptimalkan kontribusi kentang dalam 

sektor pertanian Indonesia (Setiadi dkk., 2021). 

 

Berdasarkan Badan Pusat Statistik (BPS) tahun 2024, produksi kentang di 

Indonesia mencapai 1,25 juta ton di tahun 2023 yang turun sebesar 16,99% (2,55 

juta ton) dari tahun 2022. Produksi kentang tersebut tertinggi terjadi pada bulan 

April, mencapai 142,81 ribu ton dengan luas panen 7,08 ribu hektar dan terendah 

terjadi pada bulan Desember, yaitu 73,46 ribu ton dengan luas panen 4,21 hektar. 

Penurunan produksi yang terjadi diduga salah satunya akibat penyakit layu bakteri 

yang seringkali muncul terlebih pada musim penghujan (Wenas dkk., 2016). 

 

Layu bakteri merupakan salah satu penyakit penting yang merugikan bagi 

budidaya tanaman kentang. Penyakit ini disebabkan oleh bakteri Ralstonia  

solanacearum yang memiliki kisaran inang lebih dari 400 spesies tanaman 
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dari 50 famili tanaman penting yang di budidayakan di Indonesia termasuk 

kentang, pisang, tomat, terong, dan cengkih (Setiawan, 2019). Menurut Hawes 

dkk., (2019), sel R. solanacearum dapat menempel pada permukaan akar dan 

membentuk mikrokoloni pada zona pemanjangan akar. R. solanacearum masuk 

melalui luka atau lubang alami yang berpindah dan berkembang biak pada 

jaringan pembuluh pada akar yang rentan dalam waktu 24 jam.  

 

Secara tradisional, pengendalian layu bakteri seringkali melibatkan rotasi 

tanaman, penggunaan varietas resisten, dan praktik sanitasi lahan yang ketat 

(Wenas dkk., 2016). Alternatif lain yang dapat dilakukan sebagai pengendalian 

adalah dengan menggunakan agen hayati atau biopestisida. Agen hayati tersebut 

didapatkan melalui kegiatan eksplorasi. Eksplorasi bertujuan untuk menemukan 

isolat yang dapat menghasilkan senyawa antimikroba atau biopestisida (Alwi 

dkk., 2021). Menurut Beric dkk. (2012), terdapat bakteri yang memiliki potensi 

sebagai biopestisida atau bakteri endofit bersifat antagonis pada tanaman 

hortikultura, antara lain genus Agrobacterium, Pseudomonas, dan Bacillus.  

 

Bakteri endofit dikenal mampu menghasilkan antibiotik, anti-kanker, antijamur, 

antivirus, senyawa volatil, bahkan sebagai insektisida (Lodewyckx dkk., 2002).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

Sturz dan Matheson (2000), melaporkan bahwa terjadi peningkatan resistensi 

kentang terhadap penyakit busuk lunak Erwinia carotovora dikarenakan adanya 

bakteri endofit yang mengoloni umbi kentang. Senyawa yang dihasilkan tersebut 

dapat berfungsi sebagai pelindung jaringan tanaman dari serangan 

mikroorganisme yang bersifat patogen, sedangkan jaringan tumbuhan yang akan 

menyediakan kebutuhan nutrisi bagi mikroba endofit yang terkandung agar tetap 

hidup (Purwanto dkk., 2014).  

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 
 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Memperoleh bakteri endofit yang memiliki kemampuan antagonisme 

terhadap Ralstonia sp., dan 
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2. Mengetahui karakteristik bakteri endofit yang berpotensi sebagai agen 

antagonis terhadap Ralstonia sp. 

 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 
  

Bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup dalam suatu jaringan tanaman 

tanpa menyebabkan gejala penyakit (Andriani dan Oktafiyanto, 2019). Zinniel 

dkk. (2002), menyatakan bahwa bakteri endofit dapat diisolasi dari beberapa 

bagian tanaman seperti akar, batang, bunga, dan kotiledon. Menurut Soekarno 

dkk. (2013), beberapa genus bakteri yang dapat mengendalikan patogen tanaman, 

antara lain Agrobacterium, Bacillus, dan, Pseudomonas. Selain itu, menurut 

penelitian Astuti (2017), bakteri endofit dengan genus Anterobacter sp. 

didapatkan dari bagian akar tanaman kentang.  

 

Berdasarkan Paisal dkk. (2023), karakteristik bakteri endofit yang ditemukan pada 

akar tanaman kentang merupakan golongan bakteri gram positif. Menurut 

penelitian Kartini (2014), bakteri endofit antagonis bersifat fermentatif dan 

pengujian hipersensitif tidak menimbulkan gejala. Utami dkk. (2023), menyatakan 

bakteri endofit yang ditumbuhkan pada media skim milk dapat membentuk zona 

bening yang disebabkan adanya pemecahan kasein yang terhidrolisis menjadi 

peptida dan asam amino. Selain itu, bakteri endofit juga mampu membentuk zona 

bening pada media Pikovskaya yang mengindikasikan bahwa bakteri tersebut 

mampu melarutkan fosfat kompleks (Sugianto, 2019). 

 

Mekanisme bakteri endofit dalam melindungi tanaman terhadap patogen, antara 

lain dapat mengeluarkan senyawa antimikroba, kompetisi ruang nutrisi, kompetisi 

mikro nutrisi seperti zat besi dan produksi siderofor, serta mampu menginduksi 

ketahanan tanaman (Marsaoli dkk., 2019). Mekanisme antibiosis berkaitan dengan 

kemampuan isolat bakteri endofit menghasilkan enzim sangat berperan dalam 

menginduksi ketahanan tanaman (Kartini dkk., 2014). Bakteri endofit dapat 

mendorong peningkatan ketersediaan dan penyerapan nutrisi, menginduksi 

toleransi inang terhadap stres, dan berperan dalam pengendalian biologis patogen 

tanaman (Santos dkk., 2018).  
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Menurut Istifadah dkk. (2016), hasil isolasi yang dilakukan pada akar dan umbi 

kentang dapat membentuk zona penghambatan terhadap patogen Erwinia 

carotovora secara in vitro. Zona hambat yang ada di sekitar koloni menunjukkan 

terdapat mekanisme antibiosis yang terjadi. Zona hambat yang terbentuk pada 

isolat bakteri endofit menandakan bahwa bakteri tersebut mampu memproduksi 

senyawa ekstraseluler atau metabolit sekunder yang bersifat antibakteri (Rori 

dkk., 2020; Kusumawati dkk., 2014).   

 

 

1.4 Hipotesis 

 

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah disusun, hipotesis yang diajukan pada 

penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Beberapa isolat bakteri endofit yang berasal dari umbi kentang memiliki 

kemampuan antagonisme terhadap Ralstonia sp., dan 

2. Setiap isolat bakteri endofit yang berpotensi sebagai agen antagonis terhadap 

Ralstonia sp. memiliki karakteristik yang berbeda-beda.



 
 

 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Tanaman Kentang 

 

Kentang merupakan salah satu tanaman hortikultura yang ditumbuh di Indonesia. 

Kentang bukanlah tanaman yang berasal dari Indonesia, melainkan berasal dari 

Benua Eropa, terutama yang memiliki iklim dingin seperti Belanda dan Jerman. 

Pusat keanekaragaman genetik yang ditemukan dalam kentang bersumber dari 

Amerika Latin, yaitu pegunungan Andes di Peru dan Bolivia. Kentang mulai 

ditemukan dan berkembang di Indonesia sejak tahun 1794. Kentang dikenal di 

Indonesia sejak tahun 1811 dengan jenis umbi berkulit kekuning-kuningan 

(Aisyah dkk., 2016). 

 

 

2.2 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Kentang 

 

Tanaman kentang adalah tanaman semusim jenis umbi-umbian yang mengandung 

sumber karbohidrat. Klasifikasi tanaman kentang adalah sebagai berikut: 

 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Kelas  : Dicotyledonae 

Sub kelas : Asteridae 

Ordo  : Solanales 

Famili  : Solanaceae 

Genus  : Solanum 

Spesies : Solanum tuberosum L.  
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Tanaman kentang adalah jenis tanaman umbi-umbian yang dapat terbentuk dari 

batang dengan struktur yang dimodifikasi, seperti geragih atau stolon dan 

rimpang. Tunas dan akar dapat muncul dari tanaman kentang yang dapat dijadikan 

media perbanyakan vegetatif oleh petani. Tanaman kentang termasuk ke dalam 

jenis sayuran semusim dengan banyak varietas yang berumur pendek (Sunaryono, 

2007). 

 

Batang tanaman kentang memiliki fungsi sebagai jalur zat-zat hara yang terserap 

dari tanah ke daun serta untuk menyalurkan hasil fotosintesis dari daun ke bagian 

tanaman yang lain. Ciri batang tanaman kentang, yaitu memiliki bentuk segi 

empat atau segi lima tergantung varietasnya. Batang tanaman dilapisi dengan 

bulu-bulu halus, berbuku, berongga, tidak berkayu namun agak keras saat ditekan. 

Bagian utama batang ditumbuhi akar dan stolon yang akan membentuk umbi dan 

menjadi tanaman baru. Tanaman kentang umumnya memiliki batang berwarna 

hijau tua dengan pigmen ungu dan bercabang samping (Samadi, 2007). 

 

Daun tanaman kentang pada umumnya memiliki jumlah ganjil dan berbentuk oval 

dengan tulang daun menyirip dan ujung daun runcing yang menempel pada satu 

tangkai. Posisi daun kentang saling berhadapan dan di antara pasangan daun 

tersebut terdapat daun kecil seperti telinga yang disebut daun sela. Pada pangkal 

daun majemuk terdapat daun kecil yang disebut daun penumpu (Samadi, 2007).  

 

Bunga tanaman kentang memiliki warna putih atau ungu yang tumbuh pada ketiak 

daun teratas. Benang sari berwarna kekuning-kuningan serta melingkari tangkai 

putik. Sedangkan umbi kentang terbentuk umbi batang yang berasal dari stolon. 

Umbi tersebut mengandung karbohidrat, protein, lemak, vitamin, mineral, dan air. 

Umbi ini berbentuk bulat, lonjong tidak beraturan atau mirip ginjal serta memiliki 

ukuran kecil hingga besar (Pitojo, 2004)  

 

 

2.3 Penyakit Layu Bakteri  

 

Layu bakteri pada kentang disebabkan oleh Ralstonia solanacecarum. dan 

memiliki arti penting yang signifikan di dunia pertanian. Menurut Nurbaya dkk. 

(2011), kerugian akibat penyakit ini dapat mengurangi kualitas dan kuantitas hasil 
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panen mencapai 43 hingga 78% bahkan dapat mencapai 100%. Bakteri R. 

solanacearum merupakan bakteri tular tanah yang sulit dikendalikan karena dapat 

hidup dan bertahan lama di dalam tanah. Bakteri tersebut dapat menginfeksi 

tanaman melalui luka terutama bagian sekitar tanah, yaitu perakaran (Agrios, 

2005).   

 

 

2.3.1 Gejala Penyakit 

 

Menurut penelitian Ridjal dkk. (2022), gejala yang tampak menunjukkan daun 

pada bagian atas yang melengkung ke bawah atau layu. Kemudian, pada daun 

bagian bawah akan terlihat berubah warna menjadi kecoklatan dan serta batang 

yang berwarna kecoklatan disertai lendir dengan aroma khas. Sedangkan gejala 

pada umbi, yaitu saat dipotong tampak busuk berwarna keabu-abuan serta 

mengeluarkan lendir dan bau tidak sedap (Gambar 1). 

 

Gambar 1. Gejala penyakit layu bakteri pada umbi kentang (Sumber : Wenas dkk., 

2016) 
 

 

2.3.2 Penyebab Penyakit 

 

Penyakit layu bakteri merupakan penyakit yang berasal dari bakteri dan seringkali 

menginfeksi tanaman hortikultura, salah satunya tanaman kentang. Berdasarkan 

Wenas dkk. (2016), penyakit layu bakteri disebabkan oleh patogen Ralstonia 

solanacearum. Bakteri R. solanacearum tergolong bakteri penting yang mampu 

bertahan hidup di tanah dalam waktu yang cukup lama. Selain itu, bakteri ini juga 

disebut sebagai bakteri penting karena dapat bertahan pada iklim tropis, subtropik, 



8 
 

 

dan daerah beriklim hangat. Pada serangan yang berat, patogen ini dapat 

menyebabkan kematian tanaman inangnya (Denny dan Hayward, 2001). 

 

Klasifikasi bakteri R. solanacearum penyebab penyakit layu bakteri pada kentang 

adalah sebagai berikut: 

 

Kingdom  : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Betaproteobacteria 

Ordo  : Burkholderiales 

Famili  : Burkholderiaceae 

Genus  : Ralstonia 

Spesies  : Ralstonia solanacearum 

 

R. solanacearum adalah bakteri tular tanah yang berperan sebagai patogen 

tanaman. Bakteri ini dapat ditemukan di daerah subtropis dan tropis yang secara 

alami dapat menginfeksi perakaran (Saputra dkk., 2015). Tanaman kentang yang 

terinfeksi penyakit ini biasanya akan mengalami kelayuan pada daun-daun pucuk 

dan akan berlanjut ke seluruh daun hingga tanaman mati (Istifadah dan Sianipar, 

2015). R. solanacearum dapat menginfeksi tanaman melalui lubang-lubang alami 

atau bagian tanaman yang terluka. Perpindahan bakteri patogen ini melalui antar 

sel, sehingga bakteri akan terakumulasi di dalam jaringan pembuluh xylem. 

Bakteri akan berpindah dari akar ke pucuk tanaman inang dengan bantuan air di 

pembuluh xylem (Febrianto, 2017). 

 

 

2.3.3 Pengendalian 

 

Penyakit layu bakteri merupakan salah satu penyakit penting yang dapat 

menyerang berbagai tanaman di wilayah tropis dan subtropis serta wilayah dengan 

iklim hangat di dunia (Hayward, 1991). Luasnya sebaran geografis dan sebaran 

inang, menyebabkan pengendalian yang dilakukan dengan sisten rotasi tanaman 

sulit untuk dilakukan. Berbagai cara telah dilakukan untuk mengendalian penyakit 

ini, salah satunya dengan menggunakan varietas tahan (Arlat, 1993). Pengendalian 

lain yang paling banyak diterapkan oleh petani adalah dengan menggunakan 
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antibiotik sebagai bakterisida. Namun, penggunaan tersebut secara terus menerus 

dan dalam jumlah yang besar akan menyebabkan kematian pada musuh alami dan 

resistensi patogen (Nababan dkk., 2017).  

 

Alternatif pengendalian yang ramah lingkungan dibutuhkan untuk pertanian 

berkelanjutan, yaitu dengan menggunakan bakteri endofit yang bersifat antagonis. 

Bakteri antagonis menghasilkan senyawa antibiotik dan dapat berperan sebagai 

bakterisida terhadap bakteri patogen serta agens penginduksi ketahanan tanaman 

terhadap penyakit. Bakteri ini dapat hidup pada setiap bagian tanaman seperti 

batang akar, daun, dan buah. Keberadaaan bakteri endofit secara alami dan dapat 

berasosiasi dengan tanaman dalam jangka waktu yang relatif lama. Bakteri endofit 

dapat mengendalikan patogen melalui beberapa cara, seperti kolonisasi, melawan 

langsung melalui senyawa metabolit, dan dengan cara memacu atau meningkatkan 

ketahanan sistemik tanaman inangnya. 

 

 

2.4 Bakteri Endofit   

 

Bakteri endofit merupakan salah satu makhluk hidup yang keberadaannya di 

dalam jaringan inang. Mikroorganisme ini dapat hidup di ruang intersel seperti 

akar, batang, daun, dan buah atau di pembuluh vaskular. Meskipun jumlah bakteri 

endofit yang ada di dalam tanaman tidak dapat ditentukan, bakteri dapat 

diidentifikasi dengan mengisolasi pada media agar. Bakteri endofit biasanya 

terdiri dari beberapa genus dan spesies dan dapat mengkolonisasi inangnya secara 

obligat ataupun fakultatif (Desriana dkk., 2014).  

 

Bakteri endofit hidup dengan bersimbiosis yang saling menguntungkan dengan 

tanaman inang di mana mikroba ini memperoleh nutrisi dari metabolisme 

tanaman. Bakteri endofit juga membantu tanaman yang ditumpanginya dengan 

melindungi tanaman dari herbivora, serangga, atau jaringan patogen serta dapat 

meningkatkan pertumbuhan tanaman (Sagita dkk., 2017). Bakteri endofit dapat 

masuk ke dalam jaringan tanaman melalui berbagai cara, seperti stomata, lentisel, 

luka alami, trikoma yang rusak, titik tumbuh akar lateral, radikula yang sedang 

tumbuh, jaringan akar meristematik yang tidak terdiferensiasi, atau menyerang 
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dinding sel rambut akar melalui enzim yang menghancurkan ikatan polisakarisa 

dinding sel (Hallmann dkk., 1997).  

 

Senyawa metabolit yang dihasilkan oleh bakteri endofit antagonis dapat berperan 

langsung sebagai bakterisida terhadap patogen. Senyawa metabolit memicu proses 

resistensi tanaman terhadap petogen, mengurangi risiko infeksi patogenik, dan 

berperan sebagai pengendali penyakit. Bakteri endofit bekerja secara langsung 

pada perkembangan dan pertumbuhan tanaman melalui fiksasi nitrogen biologis, 

percepatan pencernaan, pelarutan fosfor, dan produksi fitohormon, yang 

memberikan ketahanan terhadap faktor biotik (Harmileni dkk., 2023). 

 



 
 

 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

Penelitian dilaksanakan dari bulan Februari sampai Mei 2025, di Laboratorium 

Bioteknologi Pertanian, Jurusan Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung.  

 

 

3.2 Alat dan bahan 

 

Alat yang digunakan pada penelitian ini, yaitu LAF (Laminar Air Flow),  autoklaf, 

bunsen, cawan petri, jarum ose, scapel, pinset, timbangan analitik, showcase, 

tabung erlenmeyer, beaker glass, microwave, tabung eppendorf 1,5 mL, tip, 

mikropipet, plastik wrap, aluminium foil, tisu, kertas merang, kapas, vorteks, 

jarum ent, rak tabung reaksi, tabung reaksi, penggaris, spidol permanent (opf), 

plastik tahan panas, pisau, nampan, karet gelang, korek api, dan kamera.  

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini, antara lain sampel umbi kentang yang 

berasal dari Pangalengan sebanyak 10 buah, alkohol 70%, tanaman tembakau, 

benih mentimun, kentang, agar batang, minyak parafin, akuades, KOH 3%, 

spirtus, yeast, peptone, egg yolk, Na2HPO42H2O, NaCl, KH2PO4, glucose, 

Trypenyl Tetrazolium Chloride (TZC), OF basal medium, bubuk Skim Milk Agar 

(SMA), media Yeast Peptone Agar (YPA), Potato Peptone Glucose Agar (PPGA), 

media Water Agar  (WA), media Moeller, dan media Pikovskaya. 
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3.3 Pelaksanaan Penelitian 

 

3.3.1  Isolasi Bakteri Patogen 

 

Isolasi bakteri patogen diawali dengan pembuatan media TZC, yang digunakan 

secara spesifik untuk Ralstonia sp. Media ini dibuat dengan mencampurkan 5 

gram pepton, 2,5 gram glukosa, 10 gram agar batang, dan 500 mL akuades. 

Seluruh campuran bahan tersebut kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan 

disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah 

proses sterilisasi selesai dan suhu media mencapai sekitar 50°C, larutan TZC 1% 

sebanyak 5 mL ditambahkan secara aseptik dan dihomogenkan sebelum dituang 

ke cawan petri. 

 

Selanjutnya, proses isolasi dari sampel kentang bergejala dilakukan. Kentang yang 

menunjukkan gejala pembusukan dan lendir dengan bau menyengat dipotong 

untuk mendapatkan ¾ bagian sehat dan ¼ bagian sakit. Potongan sampel ini 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung eppendorf  berisi 1 mL air steril. Potongan 

sampel dihancurkan perlahan menggunakan scapel steril dan didiamkan selama 

kurang lebih 10 menit agar bakteri keluar dari jaringan. Terakhir, suspensi yang 

terbentuk digoreskan secara aseptik menggunakan jarum ose pada permukaan 

media TZC dalam cawan petri dengan metode gores tiga kuadran untuk 

mendapatkan koloni tunggal. 

 

 

3.3.2  Isolasi Bakteri Endofit 
 

Isolasi bakteri endofit diawali dengan pembuatan media YPA. Media ini dibuat 

dengan memasukkan 5 g yeast extract, 10 g peptone, 20 g agar batang, dan 1000 

mL akuades ke dalam tabung erlenmeyer. Setelah ditutup rapat menggunakan 

aluminium foil, media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit. Selanjutnya, bakteri endofit diisolasi dari umbi kentang varietas 

Granola yang diperoleh dari daerah Pangalengan, Jawa Barat. Umbi kentang segar 

dibersihkan secara aseptik menggunakan alkohol untuk menghilangkan 

kontaminan permukaan. Kemudian, bagian dalam umbi kentang sepanjang 1–2 

cm diambil secara aseptik. Potongan sampel ini dimasukkan ke dalam tube steril 
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berisi 1 mL air steril. Sampel selanjutnya dihancurkan menggunakan pinset steril 

dan didiamkan selama kurang lebih 10 menit agar bakteri endofit yang berada di 

dalam jaringan keluar dan membentuk suspensi. Terakhir, suspensi bakteri endofit 

digoreskan secara aseptik menggunakan jarum ose pada permukaan media YPA 

dalam cawan petri dengan metode gores tiga kuadran untuk mendapatkan koloni 

tunggal. 

 

 

3.3.3 Pemurnian dan Peremajaan  

 

Proses awal setelah isolasi adalah pemurnian bakteri, baik untuk isolat endofit 

maupun patogen, untuk mendapatkan kultur murni. Bakteri endofit yang muncul 

setelah diisolasi pada media YPA kemudian dimurnikan dengan mengambil setiap 

koloni yang menunjukkan bentuk dan warna berbeda, lalu digoreskan kembali 

menggunakan metode cawan gores (Streak Plate) pada media YPA hingga 

diperoleh koloni tunggal yang murni. Sementara itu, pemurnian isolat bakteri 

patogen Ralstonia sp. dilakukan dengan metode serupa pada media TZC hingga 

diperoleh kultur murni. 

 

Setelah pemurnian, peremajaan isolat dilakukan untuk mempersiapkan bakteri 

sebelum pengujian lebih lanjut menggunakan media PPGA. Pembuatan media 

PPGA dimulai dengan merebus 200 g kentang dengan akuades menggunakan 

microwave untuk diambil sarinya, kemudian dicampur dengan 5 g peptone, 3 g 

Na2HPO4·2H2O, 3 g NaCl, 0,5 g KH2PO4, 10 g glucose, dan 20 g agar batang 

dalam 1000 mL akuades. Semua bahan tersebut dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. 

Isolat bakteri, baik endofit maupun patogen, yang telah murni kemudian 

diremajakan pada media PPGA ini. Isolat yang telah diremajakan dan berumur 24 

jam setelah inkubasi dapat digunakan untuk tahapan pengujian selanjutnya. 

 

 

3.3.4 Uji Patogenesitas Bakteri Patogen 

 

Bakteri patogen yang telah berhasil diisolasi kemudian dilakukan pengujian 

patogenesitas untuk mengetahui patogen tersebut merupakan penyebab suatu 
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penyakit. Pengujian ini dilakukan dengan menginokulasi kembali isolat bakteri 

yang telah didapatkan dari kentang bergejala ke kentang sehat dengan cara 

membuat suspensi bakteri lalu disuntikkan ke jaringan umbi kentang. Perlakuan 

tersebut diamati selama 7 hari. Gejala yang muncul kemudian dilakukan reisolasi 

kembali menggunakan media TZC dan hasil dari reisolasi harus memiliki ciri 

yang sama dengan hasil isolasi sebelumnya. 

 

 

3.3.5 Karakterisasi Bakteri Patogen dan Bakteri Endofit 

 

Karakterisasi bakteri dilakukan pada isolat bakteri patogen dan bakteri endofit 

melalui beberapa pengujian. Uji karakteristik bakteri patogen yang dilakukan, 

yaitu uji hipersensitif, uji soft rot, uji Gram menggunakan KOH 3%, uji 

oksidatif/fermentatif (O/F) dan uji arginine dihydrolase. Sedangkan uji 

karakterisasi bakteri endofit yang dilakukan, yaitu uji hipersensitif, uji soft rot, uji 

hipovirulen, uji Gram dengan KOH 3%, uji O/F, uji casein, uji lecithinase dan uji 

arginine dihydrolase. 

 

 

3.3.5.1 Uji Hipersensitif 

 

Uji hipersensitif dilakukan menggunakan media daun tembakau untuk mengetahui 

sifat patogenik bakteri terhadap tanaman. Uji dilakukan dengan mengambil isolat 

bakteri berumur 24 jam, kemudian disuspensikan dengan akuades steril sebanyak 

1,5 mL serta dihomogenkan dengan vortex. Masing-masing suspensi diambil 

menggunakan syringe sebanyak 1 mL (tanpa jarum), lalu diinjeksikan pada setiap 

isolat ke bagian bawah daun tembakau. Sebagai kontrol negatif, diinjeksikan 

menggunakan akuades steril sedangkan kontrol positif menggunakan suspensi 

bakteri endofit. Perlakuan tersebut kemudian diamati selama 48 jam. Hasil dari 

pengujian ini positif apabila menunjukkan gejala nekrosis pada daun dan 

sebaliknya uji negatif tidak menunjukkan gejala (Baroroh dkk., 2014). Pada 

bakteri Ralstonia sp., hasil yang diharapkan adalah positif, yaitu timbulnya 

nekrosis pada daun tembakau, yang mengonfirmasi sifat patogenik dan 

virulensinya . 



15 
 

 

3.3.5.2 Uji Softrot 

 

Uji softrot adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui sifat bakteri patogen atau 

non patogen dengan menggunakan media kentang. Uji dilakukan dengan mengiris 

umbi kentang setebal 1 cm, kemudian dicuci pada air mengalir selama kurang 

lebih 30 menit. Setelah itu, irisan kentang diletakkan pada cawan petri yang telah 

dialasi dengan tisu lembab. Kemudian, diambil satu ose biakan bakteri berumur 

24 jam dan goreskan pada bagian tengan irisan kentang. Amati hasil pengujian 

tersebut setelah 24 jam dan 48 jam. Mikroba antagonis akan memiliki sifat parasit 

obligat yang hanya dapat hidup pada jaringan yang sudah mati. Apabila bakteri 

tersebut bersifat parasit, maka akan terjadi pembusukan pada kentang yang telah 

diberi isolat bakteri (Saadah dkk., 2023). Pada bakteri Ralstonia sp., hasil yang 

diharapkan adalah positif, yaitu timbulnya gejala pembusukan lunak dan basah 

pada irisan kentang, yang mengonfirmasi sifat patogenik dan kemampuannya 

merusak jaringan inang (Kusuma dkk., 2024). 

 

 

3.3.5.3 Uji Hipovirulen 

 

Uji hipovirulen dilakukan menggunakan tanaman mentimun sebagai tanaman 

indikator. Uji dilakukan dengan cara merendam benih mentimun terlebih dahulu 

ke dalam air hangat selama 30 menit untuk mempercepat pertumbuhan benih, lalu 

rendam dengan alkohol 70% selama 15 menit, kemudian rendam dengan klorok 

0,3% selama 30 detik. Setelah itu, bilas menggunakan akuades sebanyak tiga kali 

dan keringkan. Kecambahkan benih menggunakan kertas merang lembab dalam 

nampan selama 1 hari. Setelah berkecambah, benih dipindahkan ke dalam media 

WA yang dibuat dengan cara mencampurkan 20 g agar batang dan 1000 mL 

akuades lalu disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Benih 

mentimun yang telah dipindahkan ke media WA kemudian diinkubasi selama 1 

hari dalam suhu ruang.  

 

Selanjutnya, dibuat suspensi biakan murni bakteri endofit dengan mengambil 

sebanyak satu ose isolat dan dicampurkan ke dalam 1 mL air steril, masukkan ke 

dalam eppendorf lalu dihomogenkan. Suspensi tersebut kemudian diambil 

sebanyak 300 µL diletakkan pada bagian tengah hipokotil (Gambar 2). 
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Gambar 2. Inokulasi suspensi bakteri pada hipokotil tanaman uji. 

 

Pengamatan dilakukan selama 14 hari dan catat pertumbuhan serta perkembangan 

pada hipokotil berdasarkan skor keparahan penyakit (Tabel 1). Pengamatan gejala 

bertujuan untuk menentukan Indeks Keparahan Penyakit (Disease Severity 

Index/DSI). Isolat dikatakan hipovirulen jika nilai DSI < 2. Rumus Disease 

Severity Index (DSI) yang digunakan adalah sebagai berikut (Supriyanto, 2009): 

DSI = 
ΣN

Z
 

dengan:  

DSI = Desease Severity Indeks  

N = Skor keparahan penyakit pada masing-masing individu  

Z = Jumlah individu yang diamati. 

 

Tabel 1. Skor keparahan penyakit 

Skor Gejala  

0 Sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil 

1 Satu atau dua bercak coklat muda <0,25 cm 

2 Bercak coklat muda <0,5 cm dan area kebasahan <10% pada 

hipokotil 

3 Bercak coklat muda sampai tua >1 cm yang kemudian bergabung 

dengan bercak lainnya. Daerah kebasahan 10%<x<100% pada 

hipokotil (daun belum layu dan hipokotil masih putih) 

4 Hipokotil kolap, daun layu dan bibit mati 

Sumber: Supriyanto (2009). 
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3.3.5.4 Uji Gram menggunakan KOH 3% 

 
Uji gram dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri yang digunakan termasuk 

Gram positif atau Gram negatif. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil satu 

ose isolat bakteri, kemudian diletakkan pada kaca preparat yang telah diberi KOH 

3% sebanyak satu tetes. Selanjutnya, aduk hingga tercampur dan angkat isolat 

secara perlahan lalu amati adanya lendir yang terbentuk atau tidak. Apabila terjadi 

pembentukan lendir, maka bakteri tersebut termasuk dalam kelompok bakteri 

Gram negatif (-). Sedangkan apabila tidak terjadi pembentukan lendir, maka 

bakteri tersebut masuk ke dalam kelompok bakteri Gram positif (+).  

 

3.3.5.5 Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) 

 

Uji oksidatif/fermentatif (O/F) dilakukan untuk mengetahui sifat metabolisme 

dasar bakteri, yaitu termasuk bakteri aerob atau anaerob. Pengujian ini diawali 

dengan pembuatan media O/F Basal Medium. Media dibuat dengan 

mencampurkan 9,38 gram OF Basal Medium dan 10 gram glukosa ke dalam 1000 

mL akuades, kemudian dipanaskan hingga homogen menggunakan microwave. 

Setelah homogen, media dipindahkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 4 mL per 

tabung, lalu disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. 

 

Uji dilakukan dengan isolat bakteri yang telah diremajakan dan berumur 24 jam 

diambil menggunakan jarum preparat steril, kemudian ditusukkan secara aseptik 

hingga ke dasar tabung reaksi berisi media O/F. Setiap isolat diuji dalam dua 

tabung: satu tabung diberi minyak parafin steril sebanyak 1 mL di permukaannya 

untuk menciptakan kondisi anaerob, dan tabung lainnya dibiarkan tanpa minyak 

parafin sebagai kondisi aerob. Tabung-tabung tersebut kemudian diinkubasi dan 

diamati perubahan warnanya selama tujuh hari. 

 

Hasil uji O/F didasarkan pada perubahan warna indikator pH pada medium. 

Apabila terjadi perubahan warna medium dari hijau menjadi kuning pada medium 

yang diberi minyak parafin (kondisi anaerob), hal ini menandakan bakteri 

memetabolisme glukosa melalui proses fermentasi, sehingga dikategorikan 

sebagai bakteri fermentatif. Sebaliknya, jika perubahan warna menjadi kuning 
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hanya terjadi pada medium yang tidak diberi minyak parafin (kondisi aerob), ini 

menunjukkan bakteri memetabolisme glukosa melalui proses oksidasi, sehingga 

dikategorikan sebagai bakteri oksidatif. Pada bakteri Ralstonia sp., hasil yang 

konsisten adalah bersifat oksidatif. Sesuai dengan Wijayanti dkk. (2023) yang 

melaporkan sifat oksidatif pada isolat Ralstonia sp. 

 

 

3.3.5.6 Uji Casein 

 

Setelah isolat bakteri dimurnikan dan diremajakan, uji kasein dilakukan untuk 

mendeteksi kemampuan bakteri dalam menghidrolisis protein. Pengujian ini 

menggunakan media SMA. Pembuatan media SMA dilakukan dengan 

mencampurkan 5,1 g bubuk SMA dan 1,5 g agar batang ke dalam 100 mL 

akuades. Campuran tersebut kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada 

suhu 121°C selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi, media dituangkan secara 

aseptik ke dalam cawan petri dan dibiarkan memadat. 

 

Pelaksanaan pengujian dengan satu ose isolat bakteri berumur 24 jam diambil 

secara aseptik, kemudian digoreskan pada permukaan media SMA dalam cawan 

petri. Setelah itu, bakteri diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ruang. Apabila 

terdapat zona bening di sekitar goresan bakteri, hal ini menunjukkan reaksi 

positif, mengindikasikan bahwa bakteri mampu menghasilkan enzim protease 

(kaseinase) yang menghidrolisis protein kasein. Sebaliknya, jika tidak terdapat 

zona bening, reaksi ini menunjukkan hasil negatif, berarti bakteri tidak memiliki 

kemampuan tersebut (Prasojo, 2022). 

 

 

3.3.5.7 Uji Lecithinase 

 

Uji lecithinase dilakukan untuk mendeteksi kemampuan bakteri dalam 

memproduksi enzim lesitinase. Pengujian ini menggunakan media YPA dengan 

penambahan egg yolk. Pembuatan media dimulai dengan mensterilkan media 

YPA. Setelah media YPA cair dan mencapai suhu sekitar 50°C, 1 mL egg yolk 

ditambahkan ke dalam cawan petri yang telah berisi media YPA. Media 
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digoyangkan perlahan agar egg yolk dapat tercampur merata dan membentuk 

emulsi, kemudian dibiarkan hingga memadat. 

 

Pelaksanaan pengujian dengan satu ose biakan bakteri berumur 24 jam diambil 

secara aseptik, lalu digoreskan pada permukaan media dalam cawan petri. Setelah 

inokulasi, cawan petri diinkubasi selama tujuh hari pada suhu ruang. Pengamatan 

dilakukan setiap hari untuk mendeteksi terbentuknya zona lesitinase. Hasil positif 

ditunjukkan dengan adanya daerah putih buram di sekitar koloni bakteri, yang 

mengindikasikan hidrolisis lesitin oleh enzim lesitinase (Suharjo dkk., 2022). 

 

 

3.3.5.8 Uji Arginine Dihydrolase 

 

Uji arginine dihydrolase dilakukan untuk mendeteksi kemampuan bakteri dalam 

memproduksi enzim arginine dihydrolase. Enzim ini akan memecah arginin, 

memungkinkan bakteri menggunakannya sebagai sumber karbon dan energi untuk 

pertumbuhannya. Pengujian ini menggunakan media Moeller. Pembuatan media 

Moeller dilakukan dengan mencampurkan 21 g bubuk media Moeller dan 1000 

mL akuades, kemudian dihomogenkan. Media tersebut selanjutnya dipanaskan 

menggunakan microwave hingga larut. Setelah itu, media dituang ke dalam 

tabung reaksi sebanyak 4 mL per tabung dan disterilisasi menggunakan autoklaf 

pada suhu 121°C selama 15 menit. 

 

Pelaksanaan pengujian dilakukan dengan isolat bakteri yang berumur 24 jam 

diambil menggunakan jarum ent steril, kemudian ditusukkan ke dalam media 

Moeller hingga dasar tabung. Tabung-tabung berisi inokulum kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang dan diamati perubahannya selama tujuh hingga empat 

belas hari. Apabila terjadi perubahan warna media dari merah kecoklatan menjadi 

ungu, hal ini menunjukkan reaksi positif, mengindikasikan adanya aktivitas enzim 

arginine dihydrolase. Sebaliknya, jika terjadi perubahan warna media menjadi 

kuning, hal ini menunjukkan reaksi negatif, mengindikasikan tidak adanya 

aktivitas enzim arginin dihidrolase atau produksi asam (Suharjo dkk., 2022). Pada 

Ralstonia sp. hasil yang diharapkan adalah negatif. Hal ini konsisten dengan 

Nasrun dkk. (2007) yang menyatakan bahwa Ralstonia sp. tidak dapat 
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memfermentasi glukosa dan umumnya tidak memiliki aktivitas arginin 

dihidrolase. 

 

 

3.3.6 Uji Antagonis Bakteri Endofit terhadap Ralstonia sp. secara In Vitro 

 

Uji antagonis dilakukan untuk menguji aktivitas antibakteri dari bakteri endofit 

umbi kentang terhadap Ralstonia sp. Pengujian dilakukan dengan metode tuang, 

yaitu mengambil sebanyak 1 mL suspensi bakteri patogen lalu dituang ke dalam 

cawan petri kosong. Selanjutnya, tuangkan media PPGA dengan suhu  50° C 

sebanyak 15 mL. Cawan berisi media tersebut digoyangkan secara perlahan 

dengan tujuan menghomogenkan suspensi bakteri dengan media.Media dibiarkan 

hingga mengeras, kemudian ditetesi paper disk berdiameter 0,5 cm dengan 

suspensi bakteri uji. Setelah meresap, diletakkan paper disk tersebut ke dalam 

cawan petri yang telah terisi inokulum patogen. Pengulangan dilakukan sebanyak 

tiga kali. Inkubasi selama 24 – 48 jam dengan posisi terbalik dan dihitung daya 

hambatnya (Seniati, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Skema uji kemampuan antagonisme bakteri. Paper disk mengandung 

bakteri uji (bu), media PPGA mengandung inokulum patogen (ip), 

zona bening (zb). 
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Perhitungan luas zona hambat dilakukan menggunakan kertas milimeter block 

dengan rumus sebagai berikut: 

Zona Hambat = 
(Lu1+Lu2+Lu3)

3
 

Keterangan : 

Lu = Luas ulangan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Skema perhitungan zona hambat bakteri. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 
 

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan didapatkan simpulan sebagai 

berikut: 

1. Hasil isolasi dan uji antagonisme isolat endofit terhadap Ralstonia sp. 

menunjukkan lima isolat, yaitu EK4.2 , EK5.2 , EK12.5 , EK15.6 , dan EK30.9 

dari umbi kentang memiliki potensi sebagai antagonis terhadap bakteri 

Ralstonia sp., dan 

2. Lima isolat dengan potensinya sebagai antagonis tersebut bukan bakteri soft 

rot, tidak hipersensitif dan bersifat hipovirulen. Selain itu, dari lima isolat 

tersebut terdapat dua isolat (EK5.2 dan EK15.6) memiliki karakteristik yang 

sama pada uji Gram, uji O/F, uji casein, uji lechitinase, dan uji arginine 

dihydrolase dan tiga isolat lainnya (EK4.2, EK12.5, dan EK30.9) memiliki 

karakteristik yang beragam. 

 

 

5.2 Saran  

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan disarankan untuk melakukan 

identifikasi lebih lanjut menggunakan pendekatan molekuler terhadap isolat 

bakteri yang berpotensi sebagai antagonis untuk mengetahui identitas serta 

kemampuan lainnya sebagai pemacu pertumbuhan tanaman. Selain itu, juga 

diperlukan uji antagonis secara in-vivo untuk mengetahui kemampuan antagonis 

bakteri saat diaplikasikan di lapang. Kemudian, perlu dilakukannya penambahan 

waktu pengamatan pada uji antagonis untuk memastikan bahwa isolat bakteri 

tersebut benar-benar mampu dijadikan sebagai agen biokontrol.
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