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ABSTRAK

Ralstonia solanacearum merupakan bakteri penyebab penyakit layu pada budi daya tanaman hortikultura dan
dapat menurunkan hasil produksi hingga 90%. Pengendalian R. solanacearum biasanya dilakukan menggunakan pestisida
sintetik, tetapi penggunaan berlebih dan dalam jangka waktu yang panjang dapat menyebabkan bakteri menjadi resisten.
Perlu adanya solusi upaya pengendalian penyakit yang ramah lingkungan melalui pestisida nabati dengan memanfaatkan
senyawa aktif lichen Usnea sp. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan pengaruh ekstrak etanol lumut kerak
dengan berbagai konsentrasi dalam menghambat pertumbuhan R. solanacearum dan menentukan konsentrasi optimal
ekstrak etanol lumut kerak dalam menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro. Rancangan penelitian
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan variasi konsentrasi ekstrak yang digunakan yaitu 8%, 6%, 4%, 2%,
dan kontrol positif (kloramfenikol 1%), serta kontrol negatif (akuades) masing-masing dengan 4 kali ulangan. Metode
difusi cakram digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri. Data yang diperoleh berupa diameter zona hambat yang
dianalisis dengan ANOVA satu arah dan dilanjutkan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak lichen
Usnea sp. dapat menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum. Zona hambat optimal terbentuk pada konsentrasi 8%
dalam menghambat pertumbuhan R. solanacearum. The optimal inhibition zone was formed at a concentration of 8% in inhibiting
the growth of R. solanacearum.

Kata Kunci: ekstrak etanol; lichen Usnea sp.; Ralstonia solanacearum

ABSTRACT

Ralstonia solanacearum, a bacterium that causes disease, had become one of the difficulties in the cultivation of horticultural
crops because it can decline crops production until 90%. Pathogenic bacteria control is usually conducted using synthetic pesticides,
but long-term and excessive use of synthetic pesticides could lead to bacteria resistance. An environmentally friendly antibacterium is
needed using biopesticides by taking advantages from active compounds in the lichen Usnea sp. The purposes of this research were to
describe the effect of lichen extract with various concentrations and to determine the optimal concentration of lichen extract to inhibit
in vitro growth of R. solanacearum. The research design used Completely Randomized Design (CRD). The concentration of extract
used were 8%, 6%, 4%, 2%, positive control (chloramphenicol 1%), and negative control (distilled water) with 4 replications.
Antibacterial activity tested using disk difussion method. The data of inhibition zone diameter was analyzed using one-way ANOVA
test and Duncan test. The results showed that lichen extract was able to inhibit the growth of R. solanacearum.
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PENDAHULUAN

Layu bakteri adalah penyakit pada tanaman
yang disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacearum
yang sering menjadi kendala utama pada berbagai
jenis tanaman di daerah tropis, sub tropis, bahkan di
daerah dingin seperti di Eropa Utara dan Barat
(Peeters et al., 2013). Penyakit layu merupakan
masalah utama yang dihadapi dalam budidaya
tanaman famili Solanaceae dan tanaman penting
lainnya seperti pisang dan mulberry. Penyakit layu
disebabkan oleh bakteri R. solanacearum yang
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merupakan bakteri Gram negatif dan berbentuk
batang. Bakteri R. solanacearum menginfeksi melalui
luka pada akar dan daun akibat nematode atau
insekta. Penyakit ini menyebabkan gagal panen
hingga 90% (Nurjanani, 2011) dan menyebabkan
kerugian sebesar 14 juta rupiah setiap tahun
(Supriadi, 2011). Bakteri R. solanacearum merupakan
patogen tular tanah yang mampu bertahan hidup di
dalam tanah dalam jangka waktu yang cukup lama
tanpa adanya tanaman inangnya (Chepkoech et al.,
2013). Hal ini menunjukkan bahwa R. solanacearum
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mempunyai sifat ekobiologi yang sangat komplek,
karena patogen tersebut berinteraksi sangat erat
dengan lingkungan dan tanaman inangnya sehingga
pengendalian penyakit layu bakteri menjadi
semakin sulit dan sering menghadapi berbagai
kendala (Huet, 2014).

Paath (2005) menyatakan ~ bahwa
pengendalian R. solanacearum selama ini dilakukan
dengan tumpang sari dan rotasi tanaman, tetapi
pengendalian tersebut belum berhasil dengan baik
karena hanya efektif terhadap bakteri yang
menyerang satu tanaman inang tertentu. Pestisida
sintetik seperti metil bromide, kloropikrin, dan
fumigasi tanah dapat menyebabkan resisten pada
bakteri dan residu pestisida dapat menyebabkan
kematian organisme (Miller & Spoolman, 2013).
Penyakit layu bakteri tetap menjadi masalah serius
secara ekonomis, karena terbatasnya efektivitas dari
beberapa pengendalian tersebut (Saputra dkk.,
2015). Oleh karena itu pengendalian dengan cara
biologi dan ramah lingkungan menggunakan
pestisida nabati sangat diperlukan. Tumbuh-
tumbuhan memiliki senyawa metabolit sekunder
bersifat bioaktif dapat dijadikan sebagai bahan baku
pestisida nabati sehingga dapat mengendalikan
fitopatogen (Kristanti, 2008).

Keanekaragaman flora dan fauna yang
tinggi dan tersebar luas di wilayah Indonesia
menyebabkan tingginya tingkat keanekaragaman
yang memberikan potensi kepada masyarakat untuk
digunakan manfaatnya, salah satu diantaranya yaitu
lichen atau yang biasa disebut dengan lumut kerak
(Yudhayana, 2013). Hasil penelitian Yilmaz et al.
(2003) melaporkan bahwa asam usnat yang
terkandung dalam Cladonia foliacea (termasuk ke
dalam kelompok fructicose) memiliki kemampuan
antimikroba yang baik dalam menghambat
pertumbuhan B. subtilis, S. faecalis, P. wvulgaris,
Candida albicans, dan Candida glabrata dengan
konsentrasi hambat minimum 0,15 pg/mL. Selain
itu, Usnea subfloridana juga efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli FNCC
0091 dan S. aureus FNCC 0047 dengan konsentrasi
ekstrak 0,05 dengan diameter zona hambat sebesar
8,80 + 0,25 mm dan 9,50 + 0,50 mm (Amalia, 2018).

Pengendalian penyakit yang disebabkan
oleh bakteri dan jamur pada tanaman yang paling
banyak dilakukan saat ini adalah menggunakan
bakterisida sintetik. Cara pengendalian bakteri
dengan menggunakan bakterisida sintetik dapat
menimbulkan dampak negatif berupa keracunan
pada manusia dan hewan peliharaan, pencemaran
air tanah, serta terbunuhnya organisme bukan
sasaran (Mustika dan Nuryani, 2006). Potensi yang
ada pada lichen Usnea sp., maka dilakukan
penelitian ~ yang  bertujuan untuk menguji

kemampuan antibakteri dari ekstrak lichen Usnea
sp. dengan Dberbagai konsentrasi terhadap
pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro
dan mengetahui konsentrasi optimal ekstrak lichen
Usnea sp. dalam menghambat pertumbuhan bakteri
R. solanacearum.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan pada bulan Januari 2019.
Pembuatan ekstrak lichen Usnea sp. dilakukan di
Laboratorium  Fisiologi ~ Universitas  Negeri
Surabaya, sedangkan pengujian antibakteri ekstrak
lichen Usnea sp. terhadap bakteri R. solanacearum
dilakukan  di =~ Laboratorium  Mikrobiologi
Universitas Negeri Surabaya.

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap. Tahap
awal adalah sterilisasi peralatan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit. Tahap
selanjutnya pembuatan ekstrak lichen. Lichen yang
digunakan adalah lichen dewasa (berwarna hijau
keabu-abuan) dan sehat (tidak berwarna kuning
ataupun coklat) yang diperoleh dari Arboretum
Sumber Brantas, Kecamatan Bumiaji, Kota Batu dan
Taman Hutan Raya, Desa Talungrejo, Kota Batu.
Proses ekstraksi lichen menggunakan sampel
sebanyak 500gram berat basah talus lichen,
kemudian dicuci dan dikeringkan dengan oven,
selanjutnya dihaluskan sehingga diperoleh 300 gram
serbuk, kemudian serbuk direndam dengan pelarut
etanol perbandingan 1:10 selama 5 hari, selanjutnya
dilakukan penyaringan, dan yang terakhir
pemisahan filtrat dengan menggunakan rotary
vacuum evaporator pada suhu 60°C, sehingga
terbentuk ekstrak kental lichen.

Rancangan penelitian menggunakan RAL
(Rancangan Acak Lengkap) dengan 6 perlakuan
masing-masing dengan 4 kali ulangan. Variabel
manipulasi penelitian adalah konsentrasi ekstrak
lichen yaitu 8%, 6%, 4%, 2%, serta kontrol positif
(kloramfenikol 1%) dan kontrol negatif (akuades).

Media yang digunakan adalah nutrient agar,
strain murni bakteri R. solanacearum diperoleh dari
Laboratorium Hama dan Penyakit Tanaman
Fakultas Pertanian Universitas Pembangunan
Nasional Veteran, Surabaya. Tahap selanjutnya
adalah pembuatan kultur dan penghitungan bakteri
menggunakan haemocytometer. Jumlah bakteri yang
digunakan dalam penelitian adalah 10° cfu/ml
(EPPO, 2004).

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode
difusi cakram. Kultur bakteri uji disiapkan terlebih
dahulu dengan metode pour plate. Media kultur
bakteri uji kemudian dibagi menjadi 3 bagian, untuk
kontrol positif (kloramfenikol 1%), kontrol negatif
(akuades steril), dan ekstrak lichen dengan berbagai
konsentrasi lalu diinkubasi pada suhu 30°C selama
24 jam. Parameter yang diamati berupa zona
hambat, yaitu daerah di sekitar cakram disk yang
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tidak ditumbuhi bakteri dan menunjukkan bahwa
ekstrak dapat menghambat pertumbuhan R.
solanacearum. Data berupa zona hambat dianalisis
menggunakan ANOVA satu arah kemudian
dilanjutkan dengan Uji Duncan untuk mengetahui
perlakuan paling baik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak lichen
dengan berbagai konsentrasi terhadap pertumbuhan
bakteri R. solanacearum menunjukkan hasil yang
bervariasi pada setiap perlakuannya. Hasil analisis
menggunakan uji analisis varian satu arah (ANOVA
One-ways) dengan nilai signifikasi sebesar 0,05
menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi ekstrak
Usnea sp. yang digunakan memiliki nilai p < a yakni
0,000 < 0,05 yang berarti konsentrasi ekstrak Usnea
sp. yang digunakan memiliki aktivitas antibakteri
yang berbeda terhadap pertumbuhan bakteri yang
diujikan yaitu bakteri R. solanacearum.

Selanjutnya, data tersebut diuji menggunakan
uji Duncan pada nilai signifikasi 0,05 dengan hasil
yang menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi
ekstrak Usnea sp. yang digunakan memiliki aktivitas
antibakteri serta semua perlakuan konsentrasi
ekstrak yang digunakan juga menunjukkan
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perbedaan yang nyata. Selain itu, kontrol positif juga
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan semua
perlakuan konsentrasi ekstrak yang digunakan,
akan tetapi perlakuan kontrol negatif menunjukkan
tidak beda nyata dengan konsentasi 2%.
Berdasarkan hasil pengujian dan analisis data, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak Usnea sp. mampu
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum
dengan konsentrasi ekstrak yang optimal adalah
konsentrasi ekstrak 8% yaitu sebesar 6,00 mm. (Tabel
1).

Setiap konsentrasi ekstrak yang digunakan,
yaitu konsentrasi 2%, 4%, 6%, dan 8% rata-rata
diameter zona hambat yang dihasilkan berturut-
urut sebesar 1,00 £ 0,00 mm, 2,25 + 0,50 mm, 4,00 £
0,82 mm, dan 6,00 + 0,82 mm. Perlakuan kontrol
positif rata-rata diameter zona hambat yang
terbentuk yaitu 17,00 + 1,41 mm. Sedangkan pada
perlakuan kontrol negatif, menunjukkan hasil tidak
terbentuknya zona hambat. Hal ini menandakan
bahwa kontrol negatif tidak memiliki kemampuan
dalam menghambat pertumbuhan bakteri R.
solanacearum (Gambar 1).

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak Usnea sp. terhadap pertumbuhan bakteri R. solanacearum.

No. Perlakuan Rata-rata Diameter Zona Hambat (mm) + SD
L Kontrol negatif (akuades) 0,00 + 0,00ab
2. Konsentrasi 2% 1,00 = 0,00ab
3. Konsentrasi 4% 2,25+ 0,50¢
4. Konsentrasi 6% 4,00 + 0,824
5. Konsentrasi 8% 6,00 £ 0,82¢
6. Kontrol positif (kloramfenikol) 17,00 + 1,41f
Keterangan:

Notasi a, b, ¢, d, e, f yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan bahwa perlakuan tersebut berbeda
nyata berdasarkan uji Duncan dengan nilaisignifikasi 0,05 dan notasi yang sama menunjukkan tidak beda

nyata

Gambar 1.Zona hambat ekstrak lichen Usnea sp. terhadap bakteri R. solanacearum. (A) Kontrol Negatif (Akuades);
(B)Kontrol Positif (Kloramfenikol); (C) Konsentrasi Ekstrak 2%; (D) Konsentrasi Ekstrak 4%; (E)
Konsentrasi Ekstrak 6%, (F) Konsentrasi Ekstrak 8%.
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Hasil tersebut didasarkan pada hasil uji
Duncan yang menunjukkan konsentrasi 8% berbeda
nyata dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6% dengan
rata-rata diameter zona hambat sebesar 6,00 mm.
Hal ini menandakan adanya aktivitas antibakteri
dari ekstrak Usnea sp., aktivitas tersebut berupa
respons penghambatan terhadap pertumbuhan
bakteri uji. Respons itu dapat dilihat melalui adanya
zona hambat yang terbentuk pada media. Zona
hambat atau clear zone merupakan respons
hambatan terhadap pertumbuhan bakteri akibat
adanya suatu senyawa yang terkandung pada
ekstrak yang ditandai adanya daerah bening di
sekitar cakram atau paper disk (Pratiwi, 2016).

Respons hambatan yang ditimbulkan oleh
ekstrak Usnea sp. terhadap bakteri R. solanacearum
merupakan akibat adanya senyawa-senyawa
bioaktif yang terkandung di dalamnya. Hasil uji
pencarian fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak U.
subfloridana  mengandung senyawa asam usnhat,
fenolik, alkaloid, steroid, triterpenoid, saponin, dan
tanin (Amalia, 2018). Senyawa metabolit sekunder
tersebut memiliki mekanisme yang berbeda-beda
dalam proses penghambatan terhadap
pertumbuhan mikroba. Proses penghambatan
pertumbuhan mikroba secara umum dapat melalui
perusakan dinding sel, perubahan molekul protein
dan asam nukleat, merusak membran plasma,
menghambeat kerja enzim hingga sintesis protein dan
asam nukleat, serta menghambat sintesis metabolit
esensial (Tortora et al., 2002).

Mekanisme antibakteri yang menyebabkan
terhambatnya pertumbuhan bakteri R. solanacearum
oleh senyawa yang terkandung dalam ekstrak Usnea
sp. adalah perusakan dinding sel oleh senyawa
alkaloid, fenol, dan tannin. Senyawa alkaloid
berperan dalam proses terganggunya komponen
penyusun dari peptidoglikan yang mengakibatkan
pembentukan dinding sel tidak terjadi secara utuh
dan sel mikroba akan mengalami kematian sel
(Darsana et al., 2012). Sementara itu, senyawa fenol
akan mendenaturasi protein sel. Ikatan hidrogen
yang terbentuk antara fenol dan protein
mengakibatkan struktur protein menjadi rusak.
Ikatan hidrogen tersebut akan mempengaruhi
permeabilitas dinding sel dan membran sitoplasma
sebab keduanya tersusun atas protein. Sel akan
mengalami lisis karena permeabilitas dinding sel
dan membran sitoplasma yang terganggu dapat
menyebabkan ketidakseimbangan makromolekul
dan ion dalam sel (Mojab et al., 2008).

Senyawa metabolit sekunder ini juga bersifat
koagulator protein karena senyawa ini dapat
membentuk kompleks dengan protein sel yang
menyebabkan terhambatnya kerja enzim, sehingga

berakibat pada terjadinya proses denaturasi protein
dari struktur dinding sel bakteri (Cowan, 1999).
Senyawa tannin mempunyai target pada polipeptida
dinding sel sehingga pembentukan dinding sel
menjadi kurang sempurna. Hal ini menyebabkan sel
bakteri menjadi lisis karena tekanan osmotik
maupun fisik sehingga sel bakteri akan mati (Sari,
2011).

Setelah dinding sel mengalami perusakan,
senyawa steroid dan triterpenoid berinteraksi
dengan membran fosfolipid sel yang bersifat
permeabel terhadap senyawa-senyawa lipofilik
sehingga menyebabkan integritas membran
menurun serta morfologi membran sel berubah yang
menyebabkan sel rapuh dan lisis (Ahmed, 2007).
Mekanisme kerja steroid dan triterpenoid dalam
menganggu permeabilitas membran dibantu oleh
saponin dengan menurunkan tegangan permukaan
sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau
kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa
intraseluler akan keluar (Nuria ef al. 2009). Menurut
Cavalieri et al. (2005), senyawa ini berdifusi melalui
membran luar dan dinding sel yang rentan, lalu
mengikat membran sitoplasma dan mengganggu
dan mengurangi kestabilan membran. Hal ini
menyebabkan sitoplasma keluar dari sel yang
mengakibatkan kematian sel. Triterpenoid juga
bekerja merusak protein transmembran yang
dikenal dengan nama protein porin yang terdapat
pada membran luar sel bakteri, sehingga
menyebabkan menurunnya permeabilitas dinding
sel dan nutrisi sel bakteri berkurang (Rakhmawati
dan Bintari, 2014).

Senyawa tanin memiliki aktivitas antibakteri
yang berhubungan dengan kemampuannya untuk
menginaktifkan adhesin, yaitu komponen
permukaan sel atau pelengkap bakteri yang
memfasilitasi adhesi atau pelekatan pada sel lain
atau ke permukaandan menggangu transport
protein pada lapisan dalam sel (Cowan, 1994). Selain
itu mekanisme kerja tanin bersama dengan alkaloid
sebagai antibakteri adalah dengan menghambat
enzim transkriptase balik dan DNA topoisomerase
juga sebagai interkelator DNA bakteri (Karou et al.,
2005) sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk
(Nuria et al., 2009).

Mekanisme kerja asam usnat berperan dalam
menghambat sintesis protein dan menghambat
siklus fosforilasi oksidatif. Pada konsentrasi rendah
senyawa yang memiliki rumus molekul CisH1607
dengan bentuk kristal jarum/prisma berwarna
kuning ini bersifat bakteriostatik dan pada
konsentrasi tinggi sebagai bakterisida (Endarti et al.,
2004). Akibat dari perusakan dinding sel, kebocoran
membran, dan gangguan pada replikasi DNA
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mengakibatkan isi sitoplasma keluar sehingga sel
menjadi lisis sehingga bakteri mati.

Berdasarkan  hasil  pengujian  aktivitas
antibakteri ekstrak Usnea sp. terhadap bakteri uji,
dapat diketahui bahwa rata-rata diameter zona
hambat atau clear zone yang dihasilkan oleh ekstrak
Usnea sp. pada bakteri berkisar antara 1,00 - 6,00 mm.
Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak
Usnea sp. yang digunakan dalam pengujian aktivitas
antibakteri ini termasuk ke dalam kategori sedang
dikarenakan respons hambatan pertumbuhan
bakteri yang ditimbulkan memiliki diameter zona
hambat 5-10 mm. Kategori tersebut didasarkan pada
klasifikasi ~ respons penghambatan terhadap
pertumbuhan bakteri, yaitu kategori sangat kuat
memiliki diameter clear zone sebesar = 20 mm, kuat
bila diameter zona hambat 10-20 mm, namun
apabila diameter zona hambat berkisar antara 5- 10
mm termasuk kategori sedang. Jika diameter zona
hambat < 5 mm, maka tergolong kategori lemah
(Davis & Stout, 2009).

Pada perlakuan kontrol negatif tidak
menghasilkan zona hambat. Kontrol
negatifdibutuhkan sebagai pembanding antara

perlakuan ekstrak dengan akuades. Hal ini
membuktikan bahwa penambahan akuades ke
dalam ekstrak Usnea sp. tidak berpengaruh terhadap
ukuran diameter zona hambat dari kedua bakteri uji.
Pada perlakuan kontrol positif, diameter zona
hambat yang dihasilkan sebesar 17,00 mm. Kontrol
positif yang digunakan dalam pengujian ini yaitu
antibiotik kloramfenikol. Antibiotik kloramfenikol
digunakan karena antibiotik ini tergolong ke dalam
jenis antibiotik berspektrum luas dan aktif pada
bakteri mikroorganisme aerobik dan anaerobik
Gram positif maupun negatif serta bersifat
bakteriostatik (kemampuan menghambat
pertumbuhan mikroba, namun tidak membunuh
miroba). Antibiotik ini dapat menghambat sintesis
protein pada mikroba melalui terhalangnya proses
pelekatan asam amino pada rantai peptida di unit
50S ribosom dengan cara mengganggu daya kerja
dari peptidil transferase (Jawetz et al., 2001).
Berdasarkan hasil pengujian dan analisis data,

ekstrak  Usnea  sp. mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri R. solanacearum dengan
konsentrasi  ekstrak yang optimal dalam
menghambat kedua bakteri tersebut adalah

konsentrasi ekstrak 8%. Hal ini didasarkan pada
hasil uji Duncan yang menunjukkan konsentrasi 8%
berbeda nyata dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6%
dengan rata-rata diameter zona hambat (clear zone)
sebesar 6,00 mm. Disamping itu, hasil dari pengujian
ini menunjukkan bahwa meningkatnya konsentrasi
ekstrak, menyebabkan zona hambat yang terbentuk
pada media semakin lebar.
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SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa ekstrak lichen Usnea sp.
memiliki kemampuan dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri R. solanacearumsecarain vitro
karena mengandung senyawa fenol, flavonoid,
tanin, saponin, dan alkaloid yangbersifat antibakteri.
Konsentrasi optimal yang menghambat R.
solanacearum adalah 8%dengan zona hambat sebesar
6,00 + 0,82 mm.
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