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Salah satu jenis tanaman anggrek yang banyak diminati adalah anggrek Cattleya 

sp. Sayanganya tanaman anggrek sering mendapatkan serangan penyakit busuk 

lunak yang  disebabkan oleh patogen berupa jamur Fusarium oxysporum. 

Pengendalian penyakit layu Fusarium biasanya dilakukan hanya dengan 

menggunakan fungisida kimia, namun penggunaan fungisida ini masih belum 

efektif dalam mengendalikan penyakit tersebut  dan dapat berdampak buruk bagi 

lingkungan. Metode seleksi in vitro dapat digunakan untuk mendapatkan tanaman 

dengan sifat yang diinginkan yaitu dengan menggunakan komponen penyeleksi 

berupa toksin murni seperti asam fusarat. Asam fusarat, merupakan racun murni 

dari Fusarium oxysporum. Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengetahui 

pengaruh pemberian Asam Fusarat  terhadap profil protein dan karakteristik 

Anggrek Cattleya sp berupa kandungan gula reduksi dan fenol total. Penelitian 

dilakukan dengan mengunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL), dengan 

lima taraf perlakuan dan setiap taraf dilakukan lima ulangan. Perlakuan terdiri atas 

penambahan Asam Fusarat dengan konsentrasi asam fusarat dalam medium: 0 

ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm dan 40 ppm. Data yang diperoleh dianalisis ragam 

ANOVA. Analisis ragam dilakukan pada taraf nyata 5% dan uji lanjut dengan uji 

Tukey pada taraf nyata 5%.  Berdasarkan hasil analisis yang dilakukan terdapat 

peningkatan kadar gula reduksi dari 119,882% pada kontrol sampai 150,709%  

pada konsentrasi 40 ppm. Sedangkan  fenol total meningkat dari 36,534 

mgGAE/g pada kontrol sampai 45,468 mgGAE/g pada konsentrasi 40 ppm . Pada 

pita protein belum menunjukan adanya penambahan atau pengurangan pita 

protein setelah dianalisis dengan metode SDS – PAGE. 

 

Kata kunci:  Asam Fusarat, Cattleya sp, Fenol, Gula Reduksi, Profil Protein  



ABSTRACT 

 

 

ANALYSIS OF PROTEIN PROFILE AND SPECIFIC CHARACTER OF THE 

ORCHID OF Cattleya sp. AFTER IN VITRO ADMINISTRATION OF 

FUSARIC ACID 

 

 

By 

 

 

YULIANA PERMATA SARI 

 

 

 

One type of orchid that is in great demand is the Cattleya sp. Unfortunately, orchids 

often suffer from soft rot disease caused by a pathogen in the form of the fungus 

Fusarium oxysporum. Fusarium wilt disease control is usually carried out only by 

using chemical fungicides, but the use of these fungicides is still not effective in 

controlling the disease and can have a negative impact on the environment. In vitro 

selection method can be used to obtain plants with the desired properties by using a 

selector component in the form of pure toxins such as fusaric acid. Fusaric acid, is a 

pure poison from Fusarium oxysporum. This research was conducted to determine the 

effect of Fusaric Acid on the protein profile and characteristics of the Cattleya sp 

Orchid in the form of reducing sugar content and total phenol. The study was 

conducted using a Completely Randomized Design (CRD) method, with five levels 

of treatment and five replications for each level. The treatment consisted of the 

addition of Fusaric Acid with the final concentration of fusaric acid in the medium: 0 

ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm and 40 ppm. The data obtained were analyzed by 

ANOVA variance. Analysis of variance was carried out at the 5% significance level 

and further test with the Tukey test at 5% significance level. Based on the results of 

the analysis carried out there was an increase in reducing sugar levels of 119.882% in 

the control to 150.709% at a concentration of 40 ppm. Meanwhile, total phenol 

increased from 36.534 mgGAE/g in the control to 45.468 mgGAE/g at a 

concentration of 40 ppm. The protein bands have not shown any addition or reduction 

of protein bands after being analyzed by the SDS – PAGE method. 

 

Keywords: Cattleya sp, Fusaric Acid, Phenol, Protein Profile, Reducing Sugar 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 
 

1.1 Latar Belakang 

 

Anggrek merupakan salah satu komoditas tanaman hortikultura yang 

mempunyai peranan penting dalam pertanian, khususnya tanaman hias 

(Widyas, 2009). Salah satu tanaman hias yang bernilai ekonomi tinggi dan 

harganya cukup stabil adalah anggrek. Anggrek banyak diusahakan petani 

anggrek dan pengusaha secara komersial (Nuryani dkk., 2012). Tanaman 

anggrek merupakan jenis tanaman hias yang paling banyak diminati oleh 

masyarakat dibanding tanaman hias lain karena keindahan bentuk, warna, 

tekstur, dan susunan bunga (Litbang pertanian, 2015).  

 

Menurut Balithi (2010), peningkatan kualitas tanaman anggrek perlu 

dilakukan agar tanaman anggrek dapat bersaing dalam era globalisasi. Usaha 

dalam meningkatkan kualitas tanaman anggrek dilakukan dengan metode non 

konvensional melalui bioteknologi.  

 

Jenis tanaman anggrek yang banyak dikenal di Indonesia salah satunya adalah 

anggrek Cattleya.  Anggrek ini mendapat julukan ratu anggrek karena 

memiliki bentuk dan warna bunga yang anggun seperti halnya seorang ratu 

(Rahmatia dan Pitriana , 2007). Anggrek Cattleya merupakan salah satu jenis 

tanaman epifit yaitu tanaman yang hidup menempel pada pohon lain (Iswanto, 

2010).  

 

Anggrek Cattleya  memiliki banyak jenis yang merupakan hasil persilangan. 

Persilangan tersebut dapat dilakukan baik antar jenis maupun antar marga 
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(Rahmatia dan Pitriana , 2007). Ciri khas yang dimiliki anggrek Cattleya 

adalah ukuran bunga yang besar dan warna bunga yang sangat beragam 

(Iswanto, 2010). 

 

Peningkatan kualitas anggrek Cattleya perlu dilakukan agar dapat 

menghasilkan tanaman yang resisten terhadap patogen dan dapat 

meningkatkan persaingan di pasar nasional maupun internasional. Tanaman 

anggrek sering mendapatkan serangan penyakit busuk lunak yang sangat 

merusak dan mengakibatkan penurunan produksinya  (Wu et al., 2011). 

Serangan penyakit tersebut biasanya disebabkan oleh patogen berupa jamur. 

Salah satu jamur patogen yang sering menyerang tanaman anggrek adalah 

Fusarium sp. (Carling et al., 1999). 

 

Penyakit layu fusarium merupakan penyakit penting yang menjadi salah satu 

kendala dalam kualitas dan produksi tanaman anggrek. Tingkat kematian 

tanaman anggrek di Amerika Serikat yang disebabkan oleh Fusarium 

mencapai lebih dari 50% dari jumlah tanaman anggrek dan sulit dikendalikan 

dengan hanya menggunakan fungisida (Wedge and Elmer, 2008).  

 

Daun dan batang menguning, berkeriput, tipis, bengkok, dan leher daun 

membusuk mencapai pangkal batang merupakan ciri gejala dari tanaman 

anggrek yang terserang layu Fusarium. Secara umum, jamur patogen Fusarium 

sp. akan menyebabkan tanaman layu kemudian mati (Soelistijono, 2015). 

Pengendalian penyakit layu Fusarium biasanya dilakukan hanya dengan 

menggunakan fungisida kimia, tetapi penggunaan fungisida ini masih belum 

efektif dalam mengendalikan penyakit tersebut  dan dapat berdampak buruk 

bagi lingkungan (Wedge and Elmer, 2008; Soelistijono, 2015). 

 

Metode seleksi in vitro dapat digunakan untuk mendapatkan tanaman dengan 

sifat yang diinginkan yaitu dengan menggunakan komponen penyeleksi 

berupa toksin murni seperti asam fusarat. Penggunaan komponen penyeleksi 

pada medium kultur in vitro seperti asam fusarat dapat menyebabkan tanaman 
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yang ditumbuhkannya memiliki sifat yang lebih terarah sesuai dengan sifat 

yang diinginkan sehingga lebih efektif dan efisien dalam menangani penyakit, 

misalnya penyakit yang diakibatkan oleh Fusarium oxysporum (Damayanti, 

2010). 

 

Asam fusarat (AF), merupakan racun murni dari Fusarium oxysporum  yang 

secara kimia disebut 5-n-butylpicolinic acid. Asam fusarat pada konsentrasi 

lebih dari 10
-5 

M dapat bersifat toksik, tetapi pada konsentrasi non toksik, 

dibawah 10
-6 

M dapat digunakan untuk mengimbas sintesis fitoaleksin, yang 

merupakan bentuk respon tanaman untuk menghambat aktivitas patogen . 

Sifat asam fusarat di atas menyebabkan asam fusarat banyak digunakan untuk 

seleksi in vitro pada banyak tanaman (Bouizgarne et al., 2006).  

 

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa metode seleksi in vitro dengan cara 

penambahan asam fusarat pada medium kultur sebagai komponen seleksi 

berkorelasi dengan tingkat ketahanan eksplan terhadap Fusarium oxyspurum. 

Pendekatan seleksi in vitro dilaporkan telah menghasilkan banyak varietas 

tanaman tahan diantaranya pada tanaman pisang ambon kuning (Sukmadjaja 

dkk., 2013), vanili (Nurcahyani dkk., 2012), Spathoglottis plicata (Nurcahyani 

et al., 2016) anggrek Phalaenopsis amabilis (Nurcahyani et al., 2021) 

Manihot esculent (Nurcahyani et al., 2021) melon (Sujatmiko dkk., 2012), dan 

planlet abaka (Sukmadjaja dkk., 2003). 

 

Sejauh ini penelitian mengenai pegaruh asam fusarat terhadap kandungan gula 

reduksi, fenol total dan profil protein pada anggrek Cattleya sp. belum banyak 

dilakukan, sehingga penelitian ini dilakukan dengan tujuan mendapatkan 

informasi lebih mendalam mengenai pengaruh asam fusarat terhadapa 

kandungan gula reduksi, fenol total dan profil protein anggrek Cattleya sp. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini sebagai berikut. 

1. Mengetahui karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek 

Cattleya  berupa aktivitas senyawa fenol total dan gula reduksi setelah 

diinduksi asam fusarat  

2. Menganalisis perbedaan profil protein planlet anggrek yang telah 

diinduksi dengan asam fusarat dengan kontrol 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan  kontribusi dalam 

pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang pemuliaan dan 

penyakit tanaman. 

 

1.4 Kerangka Pikir 

Anggrek Cattleya adalah salah satu jenis anggrek yang memiliki 

keistimewaan dari bentuk, ukuran, maupun warna bunganya. Dibandingkan 

dengan bunga anggrek lainnya, anggrek ini memiliki ukuran bunga yang 

besar dan warna bunga yang sangat beragam.  Keistimewaan inilah yang 

menjadikan anggrek Cattleya mampu bersaing di pasar nasional maupun 

internasional, tetapi akibat adanya penyakit layu yang sering menyerang 

tanaman anggrek Cattleya, menyebabkan kualitasnya menjadi menurun.  

 

Penyakit layu pada anggrek Cattleya disebabkan oleh jamur Fusarium 

oxysporum. Jamur ini menyerang akar tanaman anggrek yang terluka atau 

rimpang akar yang baru saja dipotong. Tanaman anggrek yang terserang 

penyakit ini akan menunjukkan gejala yaitu daunnya menguning dan 

mengeriput seperti kekurangan air.  

 

Pada umumnya, pengendalian layu Fusarium dilakukan hanya dengan 

menggunakan fungisida, tetapi penggunaan fungisida dapat berdampak 

buruk bagi lingkungan dan kesehatan manusia. Untuk itu, pengendalian 

yang aman dan tidak membahayakan sangat diperlukan. Salah satu 
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pengendalian yang aman terhadap lingkungan adalah pengendalian hayati. 

Pengendalian tersebut dilakukan dengan cara menginduksikan asam fusarat 

pada planlet anggrek Cattleya secara in vitro untuk meningkatkan 

ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen.  

Asam fusarat (AF) adalah toksin yang dihasilkan oleh  Fusarium 

oxysporum yang dapat menginduksi tanaman sehingga memberikan respon 

dalam menghambat aktivitas patogen dengan memproduksi senyawa 

fitoaleksin. Ketahanan terimbas (induced resistance) merupakan ketahanan 

yang terekspresi setelah patogen menyerang. Induced resistance dapat 

dijadikan sebagai alternatif cara untuk mendapatkan tanaman tahan 

terhadap penyakit karena tanaman mampu menstimulasi mekanisme 

resistensi alami.  

1.5 Hipotesis 

Hipotesis pada penelitian ini adalah: 

1. Terdapat karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek Cattleya  

melalui aktivitas senyawa fenol total dan gula reduksi setelah diinduksi 

asam fusarat  

2. Terdapat perbedaan profil protein planlet anggrek  Catteleya sp. yang 

diinduksi asam fusarat dengan kontrol 



II. TINAJUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tanaman Anggrek Cattleya sp. 

Klasifikasi bunga anggrek Cattleya sp. dalam sistem klasifikasi Cronquist    

(1981) dan APG II (2003) sebagai berikut.  

Divisi            :  Magnoliophyta 

Kelas       :  Liliidae  

Bangsa          :  Asparagales 

Suku              : Orchidaceae 

Marga            :  Cattleya 

Jenis              :  Cattleya sp. Lindl. 

Anggrek Cattleya mendapat julukan The Queen of Orchid karena 

keindahan bunganya. Anggrek Cattleya memiliki ukuran bunga yang 

lebih besar dibandingkan dengan anggrek lainnya (Sarwono, 2002). 

Tanaman anggrek Cattleya termasuk ke dalam tipe simpodial. Tanaman 

tipe ini memiliki ciri-ciri yaitu tidak memiliki batang utama, bunga 

keluar dari ujung batang, dan akan berbunga kembali pada pertumbuhan 

anakan atau tunas baru (Darmono, 2003).  

Anggrek Cattleya termasuk tanaman epifit yaitu tanaman yang 

menempel pada tanaman lain dengan menggunakan akarnya. Akar 

anggrek Cattleya berbentuk silindris dan berujung runcing, serta 

memiliki daya lekat. Akar anggrek ini tampak berwarna putih keperak-

perakan pada bagian luarnya dan berwarna hijau hanya pada bagian 

ujungnya jika dalam keadaan kering (Darmono, 2003). 
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Anggrek Cattleya memiliki bentuk daun yang lebar, tulang daun yang 

lurus, dan berjumlah satu atau dua helai tiap batang (Sandra, 2003). 

Memiliki Batang berwarna hijau, bercabang panjang batang lebih 

kurang 2-6 cm, pertumbuhan batang simpodial dan lebar daun 2-4 cm 

(Zulianti dan Zuraidah, 2022). Pseudobulb berbentuk ganda agak pipih, 

keras dan berdaging serta memiliki ukuran yang bervariasi tergantung 

pada spesiesnya (Darmono, 2003). 

Pada Gambar 1 dapat dilihat bentuk bunga dari anggrek Cattleya sp, 

yang memiliki kelopak bunga berwarna putih dan ungu. 

 

Gambar 1. Bunga Anggrek Cattleya sp. (Sumber: Adhe, 2017) 

Anggrek Cattleya memiliki syarat tertentu untuk dapat tumbuh di dalam 

suatu lingkungan. Anggrek ini dapat tumbuh pada daerah dengan 

ketinggian antara 750-2000 mdpl. Pertumbuhan anggrek Cattleya 

dipengaruhi oleh iklim baik kapasitas suhu, cahaya matahari, dan 

kelembapan udara. Ketiga faktor ini merupakan faktor primer yang 

menentukan keadaan fisik lingkungan setempat (Sarwono, 2002). 

Suhu yang baik untuk pertumbuhan anggrek Cattleya yaitu pada suhu 

siang antara 21-32 
o
C dan suhu malam 13- 18 

o
C. Anggrek Cattleya 

membutuhkan intensitas penyinaran berkisar antara 2000-4000 fc atau 
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30% cahaya matahari penuh (Soeryowinoto, 2006). Pada umumnya, 

kelembapan nisbi / relativity humidity (RH) yang dibutuhkan oleh tanaman 

anggrek berkisar antara 60-80 %.  Faktor kelembapan ini biasanya disertai 

dengan kelancaran sirkulasi udara (Iswanto, 2002). 

 

2.2 Penyakit Layu Fusarium 

 

Jamur Fusarium oxysporum  (Fo) adalah salah satu jenis patogen tular tanah 

yang menyebar  melalui tanah atau rimpang dari tanaman sakit, dan 

menginfeksi tanaman melalui luka yang terjadi karena pengangkutan benih, 

penyiangan, atau karena serangga dan nematoda. Di dalam jaringan tanaman 

yang terinfeksi akan terbentuk miselium yang berkembang sampai 

mencampai pembuluh xilem, sehingga menyebabkan terhalangnya 

trasportasi unsur hara dan akhirnya tanaman layu (Putri et al., 2014 ; 

Semangun, 2001). Siklus hidup Fusarium oxysporum  dibagi ke dalam dua 

fase yaitu fase patogenesis dan fase saprogenesis.  Pada fase patogenesis,  

jamur hidup sebagai parasit pada tanaman inang. Jika tidak ada tanaman 

inang, jamur Fusarium akan hidup di dalam tanah sebagai saprofit pada sisa 

tanaman dan masuk ke fase saprogenesis, yang kemudian dapat menjadi 

sumber inokulum untuk menimbulkan penyakit pada tanaman lain 

(Groenewald, 2006).  

Fusarium oxysporum menghasilkan toksin yang menyerang pembuluh xilem 

dan mengubah permeabilitas membran plasma sel tanaman inang sehingga 

tanaman yang terinfeksi lebih cepat kehilangan air. Toksin yang dihasilkan 

Fusarium oxysporum yaitu asam fusarat (Nugraheni, 2010). Gejala umum 

penyakit layu fusarium antara lain tanaman menguning dan kadang-kadang 

menggulung, daun berkerut dan mengering serta akar membusuk. Penyakit 

layu fusarium dapat menyebar melalui luka bekas potong (Darmono, 2003).  
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Klasifikasi jamur Fusarium oxysporum  menurut Semangun (2001) adalah 

sebagai berikut. 

Divisio                 :  Ascomycota 

Classis                 :  Sordariomycetes 

Ordo                    :  Hypocrales 

Familia                :  Nectriaceae 

Genus                  :  Fusarium 

Species                :  Fusarium oxysporum 

 

Fusarium oxysporum (Fo) dapat bertahan lama dalam tanah sebagai saprofit 

pada sisa-sisa tanaman. Apabila kondisi lingkungan menguntungkan, jamur 

akan berkecambah dan mengadakan penetrasi sehingga terjadi infeksi pada 

tanaman (Semangun, 1996). Penyakit layu fusarium  dapat menyerang bunga, 

pucuk daun, daun, dan pangkal daun. Kadang-kadang dapat meluas pada 

bagian batang (Lestari, 2002). Tanaman yang terserang Fusarium oxysporum 

akan menyebabkan gejala penyakit awal seperti tulang-tulang daun pucat, 

terutama pada daun-daun bagian atas dan diikuti dengan menggulungnya 

daun yang lebih tua kemudian tangkai daun.  

Infeksi tanaman oleh patogen penyebab layu Fusarium dapat terjadi melalui 

biji yang terkontaminasi atau pencangkokan tanaman yang terinfeksi. Selain 

itu, infeksi tanaman dapat disebabkan oleh inokulum patogen yang masuk 

melalui akar akibat adanya luka maupun dengan cara penetrasi langsung 

(Winarsih, 2007). 

Proses invasi tanaman oleh patogen melalui serabut akar dapat mengganggu 

proses pengambilan air dan mineral, sehingga proses metabolisme tanaman 

tidak berjalan dengan baik (Winarsih, 2007).  Penyakit yang ditimbulkan dari 

infeksi patogen ini dapat menyerang tanaman sebelum berkecambah, pada 

masa perkembangan, pada saat tanaman masih muda, dan menjelang 

berbunga atau berbuah (Semangun, 2001). Gejala penyakit layu Fusarium 

disajikan pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Penyakit Layu Fusarium Pada Anggrek Cattleya sp.  

 (Sumber: Adhe, 2017) 

 

Secara visual, tanaman anggrek Cattleya yang terserang jamur Fusarium 

oxysporum menunjukkan gejala yaitu menguningnya tanaman seperti 

kekurangan air, daun-daun mengeriput dan terkadang agak terpilin, umbi 

semu menjadi kurus, dan perakaran membusuk yang meluas hingga pangkal 

batang. Gejala yang ditimbulkan lainnya yaitu jika akar rimpang dipotong, 

epidermis dan hipodermis tampak berwarna ungu, sedangkan floem dan 

xilem tampak berwarna ungu merah jambu muda hingga akhirnya seluruh 

bagian akar menjadi ungu kemudian mati (Ditlinhorti, 2013). 

 

2.3 Ketahana Terimbas 

 

Ketahanan terimbas merupakan proses pengaktifan ketahanan alami tanaman, 

seperti penambahan sel lignin, produksi fitoaleksin, peningkatan enzim 

peroksidase dan kandungan klorofil (Agrios, 2005), yang diaktifkan oleh 

agensia biotik atau abiotik (Soesanto, 2008). Pada umumnya, ketahanan 

terimbas adalah ketahanan sistemik. Ketahanan ini diartikan sebagai  bentuk 

ketahanan yang daya pertahanan tanamannya ditingkatkan tidak hanya pada 

bagian tanaman yang terinfeksi, tetapi juga pada jaringan terpisah tempat 

yang tidak terinfeksi (Van  Loon et al., 1998). 

Mekanisme ketahanan  tanaman terhadap penyakit dapat dibedakan menjadi 

dua  yaitu  ketahanan  alami  dan  ketahanan  terimbas.  Ketahanan   alami 

berkaitan dengan karakter normal dari tanaman seperti kutikula yang tebal, 
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pembukaan stomata, jumlah trikoma, dan juga kemampuan membentuk 

senyawa anti mikroba. Ketahanan terimbas merupakan ketahanan yang 

terekspresi setelah tanaman diserang patogen (Hwang and Kook 1995). 

Induced resistance menggunakan bahan pengimbas (elisitor) menyebabkan 

sistem ketahanan tanaman menjadi aktif, dengan menstimulasi mekanisme 

resistensi alami yang dimiliki oleh inang. Elisitor dapat berupa agen biologi, 

kimia, dan fisika (Agrios, 2005 dan Amza, 2011). Induced resistance 

merupakan strategi pengendalian yang efektif, karena tanaman dapat 

meningkatkan kemampuan dalam menahan serangan patogen seperti jamur, 

bakteri dan virus (Quing and Hongwen, 2002).  

 

Penggunaan jamur antagonis adalah salah satu strategi yang diterapkan untuk 

meningkatkan ketahanan tanaman, melalui mekanisme pengimbasan. 

Beberapa parameter yang dapat menggambarkaan terjadinya mekanisme 

ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen antara lain adanya peningkatan 

senyawa fenol, enzim peroksidase, dan lignifikasi (Vidhyasekaran, 1997). 

 

2.4 Asam Fusarat 

Salah satu cara untuk mendapatkan tanaman yang tahan terhadap layu 

fusarium adalah dengan menginduksikan  toksin yang dihasilkan 

Fusarium oxysporum  pada tanaman (Sukmadjaja dkk., 2013). Asam 

fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa 

spesies jamur dari genus Fusarium. Asam ini dapat bersifat toksin 

(konsentrasi lebih dari 10-5 M) sehingga menghambat pertumbuhan 

dan regenerasi biakan (Bouizgarne et al., 2006) 

 

Asam fusarat dapat menginduksi pembentukan senyawa untuk ketahanan 

tanaman. Seleksi tanaman dengan menginduksi ketahanan menggunakan 

asam fusarat akan lebih efektif dengan memberikan sumber induksi dengan 

dosis rendah yaitu pada konsentrasi asam fusarat nontoksik (di bawah 10
-6 

M) 

sehingga tanaman akan  memberikan respon ketahanan dengan memproduksi 

fitoaleksin untuk menghambat aktivitas patogen. Salah satu senyawa 
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fitoaleksin yang diproduksi oleh tanaman adalah fenol. Induksi asam fusarat 

juga dapat meningkatkan senyawa H2O2  pada medium kultur, di mana H2O2 

bersifat toksik bagi patogen. Sebaliknya asam fusarat pada konsentrasi toksik 

akan menyebabkan kematian pada tanaman (Bouizgarne et al., 2006).  

 

Asam fusarat adalah asam piridin-karboksilat yang memiliki rumus empiris 

C10H13O2N dan secara kimia dapat disebut juga asam 5-n-butil-pikolinat 

(Srivastava, et al., 2020).  Pada Gambar 3 dapat dilihat rumus kimia dari 

Asam Fusarat  

 

Gambar 3: Struktur kimia asam fusarat (sumber: Son et al., 2007) 

 

Penggunaan Asam fusarat dapat digunakan  untuk menyeleksi tanaman yang 

tahan terhadap penyakit layu fusarium. Penggunaan pada seleksi in-vitro 

karena asam fusarat bersifat pathogen terhadap tumbuhan. Beberapa 

penelitian menunjukkan bahwa penambahan asam fusarat pada media sebagai 

komponen seleksi berkorelasi dengan tingkat ketahanan tanaman terhadap 

fusarium (Nurcahyani dkk., 2012).  

 

2.5 Perbanyakan Tanaman Secara In Vitro 

Metode in vitro dapat digunakan untuk menciptakan varietas-varietas 

tumbuhan baru dengan menumbuhkan tanaman utuh dari bagian-bagian 

tanaman induknya seperti daun, mata tunas  serta menumbuhkannya pada 

medium buatan yang mengandung berbagai nutrient dan hormon (Campbell 

et al., 2008).  

Faktor utama dalam perbanyakan dengan kultur in vitro  adalah media. 

Keberhasilan metode kultur in vitro secara umum sangat tergantung pada 

jenis media. Media tumbuh pada kultur in vitro sangat besar pengaruhnya 

terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan serta bibit yang 
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dihasilkannya (Tuhuteru dkk, 2012). Hal lain yang mendukung 

pertumbuhan dan perkembangan tanaman secara in vitro yaitu faktor 

lingkungan seperti pH, kelembapan, cahaya, dan temperatur (Nugroho, 

2000). 

 Perbanyakan tanaman secara in vitro mendatangkan banyak keuntungan, 

yaitu lingkungan terkontrol dan kondisi yang aseptik pada ruangan 

mengakibatkan bahan (medium) tanam yang akan digunakan terbebas dari 

kontaminasi jamur dan bakteri. Sehingga memungkinkan memberi 

perlakuan pada medium tanam secara in vitro yaitu dengan memberikan 

bahan pengimbas. Tanaman yang ditanam dengan kultur in vitro yaitu pada 

wadah kultur yang relatif kecil sehingga memungkinkan tanaman ditanam 

dalam jumlah besar pada tempat yang terbatas (Andiyani, 2001). 

\Pendekatan seleksi in-vitro dilaporkan telah menghasilkan banyak varietas 

tanaman tahan diantaranya pada tanaman vanili (Nurcahyani et al.., 2012) 

dan melon (Sujatmiko dkk., 2012). 

 

2.6 Kandungan Gula Reduksi 

Gula reduksi adalah gula yang mempunyai kemampuan untuk mereduksi. 

Hal ini dikarenakan adanya gugus aldehid atau keton bebas. Senyawa-

senyawa yang mengoksidasi atau bersifat reduktor adalah logam-logam 

oksidator seperti Cu (II). Contoh gula yang termasuk gula reduksi adalah 

glukosa, fruktosa, laktosa, maltosa, dan lain-lain. Beberapa contoh dari gula 

reduksi dapat dilihat pada Gambar 4. 
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Gambar 4. Beberapa contoh gula reduksi  

(sumber: Hutapea dan Sitorus, 2017) 

Monosakarida mempunyai kemampuan untuk mereduksi suatu senyawa. 

Sifat pereduksi dari suatu gula ditentukan oleh ada tidaknya gugus hidroksil 

bebas yang reaktif. Prinsip analisanya berdasarkan pada monosakarida yang 

memiliki kemampuan untuk mereduksi suatu senyawa. Adanya polimerisasi 

monosakarida memengaruhi sifat mereduksinya (Wilberta dkk., 2021).  

Analisa yang dapat digunakan untuk mengetahui golongan gula reduksi 

adalah analisis Nelson-Somogyi. Penambahan reagen Nelson bertujuan 

untuk mereduksi kupri oksida menjadi kupro oksida yang mana K-Na-

tartrat yang terkandung dalam reagen Nelson berfungsi untuk mencegah 

terjadinya pengendapan kupri oksida. Dalam analisa ini, sampel akan 

direaksikan dengan arsenomolybdat, penambahan reagen arsenomolibdat ini 

bertujuan agar bisa bereaksi dengan endapan kupro oksida. Pada peristiwa 

ini kupro oksida akan mereduksi kembali arsenomolibdat menjadi 

molibdene blue yang berwarna biru kehijauan yang nanti diukur 

absorbansinya dengan spektrofotometer (Anggraini dan Damayanti, 2019). 

Intensitas warna biru yang terbentuk ekivalen dengan jumlah gula reduksi 

dalam sampel. Jika nilai absorbansinya semakin tinggi maka kandungan 

gula reduksi dalam sampel semakin banyak (Hutapea dan Sitorus, 2017). 

Reaksi glukosa dengan pereaksi Nelson dapat dilihat pada Gambar 5 
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Gambar 5. Reaksi glukosa dengan pereaksi Nelson 

Secara umum gula reduksi memiliki struktur yang hemiasetal atau 

hemiketal. Semua monosakarida (glukosa, fruktosa, galaktosa) dan 

disakarida (laktosa dan maltose), kecuali sukrosa dan pati (polisakarida) 

termasuk gula reduksi. Hasil dari gula reduksi sangat berhubungan erat 

dengan aktivitas enzim.semakin tinggi aktivitas suatu enzim maka akan 

semakin tinggi gula pereduksi yang dihasilkan (Lehninger, 1982). 

 

2.7 Senyawa Fenol 

Senyawa fenolik di alam terdapat sangat luas mempunyai variasi struktur yang 

luas, mudah ditemukan di semua tanaman, daun, bunga dan buah. Ribuan 

senyawa fenolik di alam telah diketahui strukturnya antara lain flavonoid, 

fenol monosiklik sederhana, fenil propanoid, polifenol (lignin, melanin, tanin), 

dan kuinon fenolik (Fauziah, 2008).  

 

Senyawa fenol mirip dengan alkohol. Perbedaannya, senyawa fenol terikat 

pada gugus aromatik atau gugus aril (benzena yang kehilangan 1 atom 

hidrogen atau -C6H5OH, sedangkan gugus hidroksil pada senyawa alcohol 

terikat pada gugus alifatik. Berdasarkan hal tersebut senyawa C6H5OH lazim 

disebut senyawa fenol. Antara alkohol dengan fenol kedua-duanya sama 

mengandung gugusan hidroksil (-OH), tetapi berbeda pada pada karbon C di 

mana alkohol terikat pada karbon tetrahedral, sedangkan fenol terikat pada 
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karbon sp2-hibrida dari cincin aromatik (Hadanu, 2019). Perbedaan struktur 

senyawa fenol dengan alkohol dapat dilihat pada Gambar 6. 

 

 

Gambar 6. Perbedaan struktur senyawa fenol dan alkohol  

      (Sumber: Hadanu, 2019) 

 

Senyawa fenol dalam tumbuhan dapat berupa fenol, asam fenolat, tannin, 

lignin dan flavonoid (Septiani et al., 2018). Kandungan fenolik yang 

terkandung dalam suatu tumbuhan dinyatakan sebagai GAE (galic acid 

equivalent) yaitu jumlah kesetaraan milligram asam galat (3,4,5- 

trihydroxybenzoic acid) dalam satu gram sampel. Secara umum senyawa fenol 

memiliki sifat bakteriosid, antimetik, antihelmintik, antiasmatik, analgetik, 

antiinflamasi, meningkatkan mortilitas usus, antimikroba, dan masih banyak 

lagi  (Andarwulan, 2012). 

 

2.8 Profil Protein  

 

Protein merupakan polipeptida yang berlipat membentuk struktur biologi yang 

aktif. Terdapat 2 jenis protein, yaitu protein sttruktural, contohnya protein 

penyusun dinding sel dan protein fungsional, contohnya enzim (Tropp, 2012). 

Protein profiling bertujuan untuk melihat protein yang diturunkan dari 

organisme untuk menghasilkan informasi tentang protein organisme secara 

keseluruhan (Pizzaro et al., 2007).  

 

Marka protein dapat digunakan untuk mengidentifikasi berat molekul dari 

campuran polipeptida. Elektroforesis sering digunakan untuk karakterisasi 

protein berdasarkan berat molekul. Salah satu metode elektroforesis yang 

sering dipakai adalah SDS PAGE (Sodium Dodecylsulphat Polyacrylamid Gel 



17 
 

Electrophoresis) yang merupakan metode standar pengujian terhadap berat 

molekul protein (Rantam, 2003). Alasan elektroforesis digunakan dalam 

penelitian ini karena memiliki peran sangat penting dalam proses pemisahan 

molekul-molekul biologi, khususnya protein. Metode tersebut tidak  

memengaruhi struktur biopolimer, serta sangat sensitif terhadap perbedaan 

muatan dan berat molekul yang cukup kecil (Bachrudin, 1999). 

 

Prinsip kerja SDS PAGE melibatkan denaturasi awal protein komponen 

dengan deterjen anionik yang juga mengikat protein, memberikan semua 

protein muatan negatif sebanding dengan massa molekul protein. Langkah ini 

diikuti dengan elektroforesis melalui akrilamida matriks gel berpori yang 

memisahkan protein berdasarkan massa molekul (Nowakowski et al., 2014). 

Molekul molekul yang lebih kecil akan bergerak lebih cepat pada gel, 

sedangkan molekul yang lebih besar akan bergerak secara lambat sehingga 

menghasilkan pita yang dekat dengan well pada gel (Grabski and Burgess, 

2000). 



III. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2021 sampai Januari 2022 

di Laboratorium Botani (ruang penelitian In Vitro) Jurusan Biologi, Fakuktas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat – Alat Penelitian 

Alat – alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoclave, Laminar 

Air Flow (LAF) Cabinet, spektrofotometer, botol kultur berukuran 250 

ml, cawan petri berukuran 10 cm, aluminium foil, kertas saring, pinset, 

scalpel, mata pisau scalpel, pipet tip, mikropipet, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, microwave, hot plate, timbangan analitik Ohaus, 

waterbatt, petridish, tisu, shaker, alat elektroforesis, mortar, pestle, cover 

glass, obyek glass, mikroskop, kertas label dan kamera. 

3.2.2 Bahan – Bahan Penelitian 

Bahan – bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah planlet 

anggrek Cattleya sp, asam fusarat murni yang diproduksi oleh Sigma 

Chemical Co, Alkohol 70%, Alkohol 80%, dan akuades, Bovin Serum 

Albumine (BSA), marker berat molekul protein (Page – Ruler Low 

Range Unstained Protein Ladder) larutan akrilamid/ bisakrilamid, asam 

glacial, buffer Tris-HCL, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Larutan 

penyangga 
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elektroforesis, Phosphate Buffer Saline (PBS), Coomasie Brilliant Blue, 

Reducing Sample Buffer (RBS). 

3.3 Rancangan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu 

faktor, yaitu konsentrasi asam fusarat 0 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm dan 40 

ppm. Masing – masing dilakukan pengulangan sebangak 5 kali, dan pada 

setiap ulangan terdiri dari 3 planlet anggrek Cattleya sp. dalam setiap botol 

kultur. Parameter yang diuji yaitu analisis kandungan senyawa fenol total, 

kandungan gula reduksi, dan analisi profil protein.  

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap, yaitu 1). Penanaman planlet 

anggerek Cattleya sp. kedalam media VW yang sebelumnya telah ditambahkan 

asam fusarat dengan masing – masing konsentrasi: 2). Penentuan kisaran 

konsentrasi asam fusarat toleran untuk seleksi planlet Cattleya sp. secara in 

vitro: 3). Analisis karakter spesifik pada planlet anggrek Cattleya sp., meliputi 

analisis kandungan senyawa fenol total, kandungan gula reduksi, dan analisis 

profil protein. Tahap penelitian ini disajikan dalam bentuk bagan alir pada 

Gambar 7. 
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Gambar 7. Bagan alir penelitian 

 

Berikut ini uraian dari tahapan penelitian yang tertera pada bagan alir. 

Perlakuan Indikator Luaran 

Planlet Cattleya sp. 

ditanam dalam 

medium VW yang 

telah diberi AF 

Terjadinya 

pertumbuhan tunas, 

akar dan daun 

Planlet Cattleya sp. 

berjumlah banyak 

untuk stok 

pengujian 

selanjutnya 

Planlet Cattleya sp. 

diseleksi dengan AF 

pada setiap 

konsentrasi 

Planlet Cattleya sp. 

yang tahan tidak 

menunjukan layu 

dan akan tetap 

tumbuh 

Terbentuknya 

ketahanan pada 

planlet Cattleya sp. 

setelah di induksi 

oleh AF 

Karakterisari planlet 

meliputi: 

-Kandungan 

senyawa fenol 

total 

-Kandungan gula 

reduksi 

 

Munculnya karakter 

ekspresi spesifik 

planlet Cattleya sp. 

meliputi: 

- Peningkatan 

kandungan 

senyawa fenol 

total 

- Peningkatan 

kandungan gula 

reduksi 

 

Terdapat sifat 

karakter ekspresi 

planlet Cattleya sp. 

meliputi: 

- Peningkatan 

kandungan 

senyawa fenol 

total 

- Peningkatan 

kandungan gula 

reduksi 

 
Pengamatan profil 

Protein pada planlet 

hasil pengimbasan 

AF dengan metode 

SDS -PAGE 

Muncul pita protein 

baru (spesifik) yang 

diprediksi 

merupakan hasil 

pengimbasan 

Hasil analisi dengan 

metode SDS –

PAGE pita protein 

baru planlet 

Cattleya sp. hasil 

pengimbasan AF 
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3.4.1 Penanaman planlet Cattleya sp. dalam medium Vacin and Went 

yang sudah diberi Asam Fusarat 

Medium Vacint & Went pada botol kultur yang telah disterilisasi 

ditambah asam fusarat (AF) dengan konsentrasi asam fusarat adalah 0 

ppm 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm. Asam fusarat sebelum 

digunakan, dilarutkan dengan akuades sampai diperoleh konsentrasi 

yang ditentukan, kemudian disaring menggunakan kertas saring, 

dilakukan sebanyak 2 kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di 

dalam Laminar Air Flow dalam botol kultur yang sudah diseterilisasi.  

Sebelum digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu 

kamar 25 oC  untuk memastikan AF telah tersaring dengan baik.  

Apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada medium, 

maka medium dapat digunakan. 

Penanaman planlet Cattleya sp. dilakukan dalam ruang steril didalam 

Laminar Air Flow (LAF)  Cabinet planlet dari botol kultur dikeluarkan 

dengan scalpel steril dan satu-persatu diletakkan di atas cawan petri 

berdiameter 10 cm, kemudian planlet dipilah satu-satu, setelah itu 

ditanam pada masing-masing botol kultur yang berisi medium  perlakuan 

yang telah ditentukan di atas. Masing-masing konsentrasi dilakukan 5 

kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 3 eksplan Cattleya sp dalam 

setiap botol kultur. 

3.4.2 Seleksi planlet Cattleya sp. dengan asam fusarat pada berbagai 

konsentrasi 

Seleksi planlet dilakukan selama 30 hari. Pada hari ke 30 dilakukan 

evaluasi untuk mengetahui konsentrasi AF yang toleran untuk seleksi 

planlet Cattleya sp. secara in vitro. Rumus yang digunakan untuk 

menghitung jumlah planlet Cattleya sp. yang hidup menggunakan 

Persamaan 1, menurut Nurcahyani (2014):  

Persentase planlet yang hidup =
jumlah planlet hidup

Jumlah seluruh planlet
 x 100% (1) 
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3.4.3 Analisis Karakterisasi Planlet Cattleya sp. 

Karakter planlet anggrek Cattleya sp. yang berhubungan dengan 

ketahanan Fusarium oxyporum dapat ditinjau melalui visualisasi 

dan persentase planlet yang hidup, kandungan senyawa fenol total 

dan kandungan gula reduksi. 

3.4.3.1 Analisis Kandungan Fenol Total 

Bahan untuk analisis senyawa fenol total menggunakan 

planlet Cattleya sp yang sudah diberi asam fusarat dan 

tanpa perlakukan (kontrol). Analisis senyawa fenol total 

menggunakan Follin-Ciocalteu dengan langkah – langkah 

sebagai berikut, 

3.4.3.1.1 Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Galat 

dengan Reagen Fenol Follin – Ciocalteu 

Pembuatan larutan asam galat dalam methanol 

dengan konsentrasi 300, 400, 500, 600, 700 dan 

800 mg/L dari masing – masing konsentrasi pipet 

0,2 mL, lalu ditambahkan 15,8 mL akuades dan 1 

mL reagen Follin – Ciocalteu. Larutan tersebut 

dikocok hingga homogen berwarna jernih 

kekuningan. Larutan didiamkan selama 8 menit, 

ditambah 3 mL larutan Na2CO3 20%, lalu dikocok 

kembali hingga homogen. Larutan tersebut 

didiamkan selama 30 menit pada suhu kamar 

hingga terbentuk warna biru pada larutan. Serapan 

larutan diukur dengan spektrofotometer Vis pada 

panjang gelombang 749 nm, kemudian dibuat 

kurva kalibrasi hubungan antara konsentrasi asam 

galat (mg/100 g) dengan absorbansi. 
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3.4.3.1.1 Analisis Kandungan Fenol Total dengan 

Metode Follin – Ciocalteu 

Ekstrak daun anggrek Cattleya sp. segar dalam 

methanol, sebanyak 0,2 mL dari masing – masing 

larutan ekstrak ditambah dengan 15,8 mL akuades 

dan 1 mL reagen Follin – Ciocalteu, dikocok 

hingga homogen. Setelah homogen maka akan 

terbentuk larutan jernih berwarna kekuningan. 

Larutan didiamkan selama 8 menit, lalu ditambah 

3 mL larutan 3 mL larutan Na2CO3 20%, lalu 

dikocok kembali hingga homogen. Larutan 

tersebut didiamkan selama 30 menit pada suhu 

kamar hingga terbentuk warna biru pada larutan. 

Serapan larutan diukur dengan spektrofotometer 

Vis pada panjang gelombang 749 nm. Kadar fenol 

yang diperoleh merupakan mg ekuivalen  asam 

galat/ gram sampel. Menurut Hapsari dkk. (2018) 

Perhitungan Kandungan Fenol Total dihitung 

menggunakan persamaan 2: 

Kandungan Fenol Total (mg GAE/g) = 
𝑥 .V.FP

BS
 (2)    

Keterangan: 
𝑥 = Konsentrasi (ppm) 

V= Volume larutan sampel (ekstrak) (mL) 

FP= Faktor pengenceran larutan sampel 

BS = Berat sampel (g) 

 

3.4.3.2 Analisis Kandungan Gula reduksi  

Bahan untuk analisis kandungan gula reduksi menggunakan 

planlet Cattleya sp. yang sudah diberi asam fusarat dan 

tanpa perlakuan (kontrol). Analisis kandungan gula reduksi 

menggunakan metode Nelson – Somogyi dengan langkah – 

langkah sebagai berikut. 
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3.4.3.2.1 Pembuatan Kurva Kalibrasi Gula reduksi 

Pembuatan Larutan glukosa standar (10 mg 

glukosa/100mL), dilakukan 5 pengenceran larutan 

glukosa dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 

mg/100 ml yang masing – masing konsentrasi 

dimasukan kedalam masing – masing tabung 

reaksi dan 1 tabung berisi akuades sebagai blanko. 

Sebanyak 1 mL regensia nelson (nelson a 25 

bagian nelson b 1 bagian)  ditambahkan kedalam 

masing – masing tabung, kemudian dipanaskan 

selama 20 menit. Larutan didinginkan di dalam 

gelas piala sampai suhu tabung 25 oC, lalu 

ditambahkan 1 ml regensia arsenomolibdat, 

dikocok sampai semua endapan larut kembali. 

Setelah homogen kembali maka ditambahkan 7 ml 

akuades dan dikocok hingga homogen. Larutan 

diukur dengan spektrofotometer Vis pada panjang 

gelombang 695 nm, kemudian dibuat kurva 

kalibrasi hubungan antara konsentrasi glukosa 

dengan absorbansi. 

3.4.3.2.2 Penentuan Kandungan Gula Reduksi 

Ekstrak daun anggrek Cattleya sp. segar (larutan 

ekstrak harus jernih) masing – masing konsentrasi 

diambil 1 ml, dimasukan kedalam masing – 

masing tabung reaksi dan  ditambahkan 1 ml 

reagensia nelson ke dalam masing – masing 

tabung, kemudian dipanaskan selama 20 menit. 

Larutan didinginkan di dalam gelas piala sampai 

suhu tabung 25 oC, lalu ditambahkan 1 ml 

regensia arsenomolibdat, dikocok sampai semua 

endapan larut kembali. Setelah homogen kembali 
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maka ditambahkan 7 ml akuades dan dikocok 

hingga homogen. Larutan diukur dengan 

spektrofotometer Vis pada panjang gelombang 

695 nm, kemudian dibuat kurva kalibrasi 

hubungan antara konsentrasi glukosa dengan 

absorbansi. 

Menurut Pujiati (2016) kadar gula reduksi 

dihitung dengan persamaan 3: 

Kadar Gula Reduk si (%) = 
𝑥 .  FP

BS
 x 100 %  (3) 

Keterangan: 

𝑥 = Konsentrasi (ppm) 

FP= Faktor pengenceran larutan sampel 

BS = Berat sampel (g) 

 

3.4.4 Analisis Profil Protein Cattleya sp. dengan Metode SDS –PAGE 

3.4.4.1 Ekstraksi Protein Planlet Cattleya sp. 

Ekstraksi dilakukan dengan menimbang 1 g daun planlet dan 

masing – masing ditambah 300 μL Phosphate Buffer Saline 

(PBS) (NaCl 8,55 g/L, Na2HPO4.2H2O 1,33 g/L, NaH2PO4. H2O 

0,34 g/L) dengan pH 7 sebagai buffer ekstraksi dan ditambah 

inhibitor protease, selanjutnya digerus menggunakan mortar dan 

pestle sampai homogen. Sampel yang telah digerus disentrifugasi 

dengah kecepatan 13.000 rpm selama 2 detik. Supernatan yang 

mengandung crude protein diambil dan disimpan pada suhu -

20oC (Maniatis et al., 1982). 

3.4.4.2 Analisis Profil Protein Planlet Cattleya sp (SDS- PAGE) 

3.4.4.2.1 Pengukuran Konsentrasi Protein 

Setelah crude protein didapatkan, maka dilakukan 

pengukuran konsenetrasi protein pada masing – masing 



25 
 

 

sampel. Konsentrasi sampel protein ditentukan 

menggunakan metode Bio-rad (Bio-rad Assay). 

Perhitungan konsentrasi profil protein yaitu 

menggunakan Bovin Serum Albumin (BSA) yang 

digunakan sebagai standar konsentrasi protein. Blangko 

digunakan 200 μL Bio-rad dye dan 800 μL akuades. 

Penentuan konsnetrasi protein dilakukan dengan cara 

yaitu diambil 2 μL dari sampel protein menggunakan 

mikropipet lalu ditambah 200 μL Bio-rad dye dan 798 

μL akuades, kemudian disuspensi agar tercampur dan 

selanjutnya dibaca menggunakan spektofotometer pada 

panjang gelombang 595 nm. Konsentrasi protein dapat 

diketahui melalui persamaan fungsi kurva baku standar 

protein BSA. 

3.4.4.2.2 Penentuan Berat Molekul (BM) Protein  

Penentuan Berat Molekul (BM) Protein menggunakan 

metode SDS-PAGE (Sodium Dodechyl Sulfat – 

Polyacrilamide Gel Electrophoresis) menurut Maniatis 

et al., (1982). Urutan model ini yaitu resolving gel 12% 

(akuades 3,3 mL, poliakrilamid 4 mL, 1,5 M Tris pH 

8,8 2,5 mL, 10% SDS 100 μL, 10% APS 90 μL) 

dimasukan ke dalam pasangan plat kaca sebagi cetakan 

gel dan ditunggu sampai gel terpolarisasi. 

Stacking gel 6% (akuades 2,6 mL, poliakrilamid 1 mL, 

0,5 M tris pH 6,8 1,15 mL, 10%  SDS 50 μL, TEMED 

10 μL, 10% APS 90 μL) dimasukkan di atas resolving 

gel dan dipasangi sisir yang kegunaannya untuk 

membuat sumuran agar sampel protein dapat 

dimasukkan. Setelah stacking gel terpolarisasi, gel 

dilepaskan dari cetakan dan plat dirangkai dengan 

apparatus elektroforesis.  
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Running buffer 0,1% (akuades 1 L, tris Base 15 g, 

glisin 72 g, SDS 5g) dituangkan ke dalam bak dan sisir 

dilepas. Kemudian sampel protein sebanyak 10 μL 

dicampur dengan 2 μL sampel buffer (Tris 1 ml, SDS 

10%, β mercaptoetanol, bromophenol blue 1%, aquades 

4 ml). Semua larutan di panaskan dalam air mendidih 

selama 2 menit dan secepatnya didinginkan dalam 

pecahan es. Larutan sampel protein dan marker protein 

dimasukkan ke dalam sumuran gel (gel akrilamid 12%). 

Elektroforesis pada tegangan 100 volt dilakukan selama 

1,5  -2,5 jam. Pita protein dengan berat molekul lebih 

besar akan tebentuk lebih dekat dengan tempat awal 

pemisahan. 

Pewarnaan pita protein dilakukan dengan cara 

merendam gel hasil elektroforesis (rangkai plat dilepas) 

ke dalam larutan 1, 10 % Coomasie Brilliant Blue dan 

dilakukan  menggunakan shaker. Kemudian setelah 

diwarnai, dilakukan destaining untuk menghilangkan 

warna dengan jalan merendam gel ke dalam larutan 

destaining (500 mL akuades, 40 mL methanol, 10 mL 

asam asetat glasial) hingga gel menjadi jernih dengan 

pita terpisah satu sama lainnya. Gel kemudian disimpan 

dalam 10% asam glasial dan dikeringkan dengan plat 

kit. Pita protein yang terbentuk dalam gel setelah 

elektroforesis kemudian ditentukan berat molekulnya. 
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3.5 Analisis Data 

Data berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam 

bentuk deskriptif komparatif yang didukung oleh foto. Adapun data kuantitatif 

ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang berbeda. Analisis data dalam 

penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data kuantitatif 

dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam 

(Analysis of Variant) atau ANOVA. Analisis ragam atau anova dilakukan 

pada taraf nyata 5% dan uji lanjut dengan uji Tukey pada taraf nyata 5%. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 SIMPULAN 

Simpulan dari penelitian ini adalah: 

1. Planlet Anggrek Catteleya sp. yang diinduksi dengan Asam Fusarat 

menunjukan adanya peningkatan kadar Fenol total dan kandungan gula 

Reduksi.  

2. Dalam analisis profil protein tidak menunjukan adanya penambahan pita baru 

atau pengurangan pita. Ini menunjukkan asam fusarat belum berpengaruh 

nyata terhadap planlet anggrek Catteleya sp. 

 

5.2 SARAN 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, harus dilakukan peneitian lebih lanjut untuk 

mengetahui kadar konsentrasi Asam fusarat yang dapat mempengaruhi profil protein 

sehingga didapatkan Anggrek Mutan yang toleran terhadap Asam Fusarat. 
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