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ABSTRAK

Pengaruh Cekaman Salinitas terhadap Kandungan y-Aminobutyric Acid
(GABA) pada Padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama Fase
Vegetatif dan Generatif, Anandita Linggar Putri Laksono; 191510501115; 2023; 88
halaman: Program Studi Agroteknologi; Fakultas Pertanian; Universitas Jember.

Padi Ketan Hitam merupakan salah satu kultivar padi hitam yang termasuk ke dalam
padi berpigmen. Pigmen yang terkandung di dalam padi berpigmen menunjukkan
adanya kandungan biokimia seperti asam amino, yakni y-Aminobutyric Acid (GABA).
GABA, asam amino non-protein empat karbon memiliki berbagai fungsi pada tanaman
dan juga tergolong sebagai antioksidan. Sintesis GABA melalui GABA shunt dapat
berasal dari reaksi enzimatik dekarboksilasi glutamat oleh enzim glutamate
decarboxylase (GAD), degradasi poliamina maupun reaksi non-enzimatik dari prolin
saat cekaman. Pada tanaman, pembentukan GABA akan meningkat apabila dalam
keadaan cekaman salinitas karena dapat mengurangi tingkat reactive oxygen species
(ROS). Cekaman salinitas merupakan cekaman abiotik yang menyebabkan
ketidakseimbangan rasio ion Na*/K* dengan CI° sehingga penyerapan ion pada
tanaman menjadi terganggu. Padi memiliki ambang batas salinitas sebesar 30 mM
NaCl. Fase hidup pada padi yang paling responsif saat terjadi cekaman adalah fase
vegetatif dan generatif. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh cekaman
salinitas terhadap kandungan GABA pada padi Ketan Hitam selama fase vegetatif dan
generatif. Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu Rancangan Acak Lengkap
(RAL), yakni dengan faktor konsentrasi 0 dan 80 mM NacCl, serta faktor fase tanaman
pemberian cekaman yang akan diberikan pada fase vegetatif dan generatif.
Pengaplikasian cekaman salinitas menyebabkan perubahan kandungan GABA pada
padi Ketan Hitam. Pengaplikasian 80 mM NaCl dapat meningkatkan kandungan
GABA pada padi Ketan Hitam selama fase vegetatif dan generatif. Pengaplikasian 80
mM NaCl menunjukkan hasil 8,21 mg/100 g pada fase vegetatif dan 8,55 mg/g pada
fase generatif

Kata Kunci: Cekaman Salinitas, Kandungan GABA, Padi Ketan HItam
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ABSTRACT

Effect of Salinity Stress On I'~Aminobutyric Acid (GABA) in Black Glutinous Rice
(Oryzasativa L. var. Glutinosa) during Vegetative and Generative Phase, Anandita
Linggar Putri Laksono; 191510501115; 2023; 88 pages: Study Program of
Agrotechnology; Faculty of Agriculture; University of Jember.

Black Glutinous Rice is pigmented rice in Black Rice cultivars. Pigment on Black
Glutinous Rice shows a biochemical such as amino acid, y-Aminobutyric Acid
(GABA). GABA, non-protein amino acids has four carbons and plant metabolism role
under normal and or stress condition. GABA biosynthesis can possibly occur via three
pathways, via GABA shunt, by proline, and by polyamine degradation. Its biosynthesis
enhances on salinity stress condition for reduces level of reactive oxygen species
(ROS). Salinity stress is the commonly abiotic stresses that will lead ion toxicity and
imbalance in the ratio of Na*/K* to Cl*so that the uptake of ions in plants is disrupted.
Rice has a salinity threshold of 30 mM NaCl. The life phases in rice that are most
responsive when stress occurs are the vegetative and generative phases. This study
aims to determine the effect of salinity stress on GABA content in Black Glutinous
Rice during the vegetative and generative phases. The method used in this study was
a Completely Randomized Design (CRD), with concentration factors of 0 and 80 mM
NaCl, and plant phase factors that the concentration which were given to the vegetative
and generative phases. Salinity stress application causes changing of the GABA
content in Black Glutinous Rice. Application of 80 mM NacCl in the vegetative dan
generative phase proved a rapid increase the GABA content in Black Glutinous Rice.
Application of 80 mM NaCl on GABA content has a result 8,21 mg/100g at vegetative
phase and 8,55 mg/100g at generative phase.

Keywords: Black Glutinous Rice, GABA content, Salinity Stress
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Padi merupakan salah satu tanaman utama yang dibudidayakan di Indonesia dan
terbagi menjadi dua jenis padi, yakni padi berpigmen dan tidak berpigmen (Vichapong
et al., 2010). Adanya pigmen pada tanaman padi menunjukkan adanya kandungan
senyawa biokimia, seperti antioksidan dan asam amino (Deng et al., 2013; Dwiatmini
dan Afza, 2018). An et al. (2010), dalam penelitiannya menyebutkan bahwa beberapa
contoh varietas padi berpigmen antara lain padi hitam, padi merah dan padi cokelat.
Padi Ketan Hitam termasuk ke dalam salah satu kultivar dari padi hitam yang
mengandung antioksidan antosianin yang lebih tinggi dibandingkan dengan kultivar
padi ketan lainnya (Setyaningsih et al., 2015; Amrinola et al., 2021). Tanaman padi
mengalami beberapa fase hidup selama pertumbuhan dan perkembangannya, yakni
fase vegetatif, fase generatif, dan fase pematangan (Yuzugullu et al., 2017). Shelp et
al. (2021), menyebutkan faktor dalam kegiatan budidaya tanaman padi berpigmen
tidak jauh berbeda dengan tanaman padi non pigmen, seperti iklim. Iklim salah satunya
adalah cekaman atau stress yang dapat menyebabkan beberapa kondisi yang
mempengaruhi proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Kondisi cekaman
atau stress baik cekaman abiotik maupun biotik yang terjadi pada tanaman dapat
meningkatkan tingkat reactive oxygen species (ROS) yang merupakan senyawa
radikal yang dapat memicu kerusakan tanaman (Abdillah et al., 2015).

Kerusakan tanaman terjadi karena adanya kerusakan sel pada tanaman tersebut
akibat akumulasi ROS (Shelp et al., 2021). Cekaman yang umum terjadi pada kegiatan
budidaya padi adalah cekaman salinitas (Reddy et al., 2017; Chen et al., 2021).
Cekaman salinitas adalah salah satu cekaman abiotik yang menunjukkan kondisi tanah
atau media tanam mengalami ketidakseimbangan rasio ion Na*/K* dengan CI" yang
berada pada konsentrasi yang tinggi (Khanna et al., 2020). Ketidakseimbangan rasio
Na* dan K* menyebabkan adanya gangguan penyerapan unsur hara seperti NOs, Ca®*,
dan Zn (Sopandie, 2013). Cekaman salinitas ini menyebabkan toksisitas sehingga
mengganggu keseimbangan senyawa dalam tanaman. Cekaman salinitas dapat

mengganggu pertumbuhan dan perkembangan tanaman apabila melebihi ambang



batas toleran pada suatu tanaman tersebut. Suatu tanaman disebut toleran salinitas jika
mampu hidup di atas kisaran nilai 150 mM NaCl. Tanaman padi memiliki ambang
batas salinitas sebesar 30 mM dengan penurunan hasil sebesar 12 persen per 10 mM
(Zannati, 2015; Anosheh et al., 2016).

Cekaman salinitas yang terjadi pada budidaya tanaman padi dapat terjadi
sewaktu-waktu selama fase hidupnya. Fase vegetatif dan generatif merupakan fase
yang paling responsif saat mengalami cekaman (Heenan et al., 1988; Rad et al., 2011,
Ganie et al., 2019). Hal ini sejalan dengan Zeng et al. (2001), fase hidup tertentu pada
tanaman padi sangat peka terhadap cekaman salinitas. Cekaman salinitas yang terjadi
selama budidaya padi dapat mempengaruhi morfologi serta kandungan biokimia
tanaman seperti protein dan asam amino (Barus et al., 2021; Jamil et al., 2012; Hakim
et al., 2014). Salah satu senyawa asam amino yang terdapat pada tanaman padi adalah
y-Aminobutyric Acid (GABA). GABA merupakan asam amino non-protein dengan
jumlah empat karbon serta tergolong ke dalam senyawa bioaktif antioksidan yang
memiliki berbagai fungsi pada hewan dan tanaman, seperti pada perkembangan dan
pertumbuhan (Xu et al., 2017; Meerasri dan Sothornvit, 2020; Khan et al., 2021, Li et
al., 2021). GABA pada tanaman berperan sebagai intermediet biosintesis asam amino
dan metabolisme nitrogen, baik dalam tanaman kondisi normal maupun di bawah
cekaman (Ramos-Ruiz et al., 2019).

GABA pada cekaman salinitas dapat mengontrol dan mengurangi tingkat
reactive oxygen species (ROS) (Khanna et al., 2020). Adanya cekaman salinitas juga
dapat menginduksi kandungan senyawa GABA, sehingga GABA dapat meningkat
saat terjadi cekaman (Kim et al., 2007; Das et al., 2021). Hal ini dikarenakan GABA
terlibat dalam pensinyalan tanaman sehingga secara tidak langsung dapat terbentuk
dan terakumulasi secara cepat sebagai respon cekaman abiotik (Ramos-Ruiz et al.,
2019). Pembentukan GABA dapat terjadi dari reaksi enzimatik dekarboksilasi
glutamat oleh enzim glutamate decarboxylase (GAD), degradasi poliamina maupun
reaksi non-enzimatik dari prolin saat cekaman. Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa GABA pada tanaman

padi berpigmen selama fase vegetatif dan generatif dalam kondisi cekaman salinitas.



1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh cekaman salinitas terhadap kandungan GABA pada padi

Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama fase vegetatif dan generatif?

1.3 Tujuan
Mengetahui pengaruh cekaman salinitas terhadap kandungan GABA pada padi

Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama fase vegetatif dan generatif.

1.4 Manfaat
Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.  Bagi mahasiswa, dapat dijadikan pertimbangan dalam mengembangkan penelitian
selanjutnya terkait pengaruh cekaman salinitas terhadap kandungan GABA pada
padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama fase vegetatif dan
generatif;

2. Bagi masyarakat, dapat menambah pengetahuan tentang upaya dalam peningkatan
pemanfaatan pangan fungsional,

3. Bagi dunia pendidikan, dapat dijadikan sebagai ilmu pengetahuan dan referensi
ilmiah mengenai pengaruh cekaman salinitas terhadap kandungan GABA pada
padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama fase vegetatif dan

generatif.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Padi Berpigmen

Padi yang memiliki nama latin Oryza sativa L. merupakan salah satu tanaman
yang digunakan sebagai bahan pangan utama yang tersebar di Indonesia. Menurut
Wongsa (2020), padi termasuk ke dalam tanaman serealia yang sering dikonsumsi
penduduk dunia dan menjadi makanan pokok yang paling utama di asia. Padi memiliki
ciri morfologi bentuk daun padi yang memanjang dengan ruas searah batang daun,
serta bentuk akar serabut yang dapat memanjang hingga 20-30 cm, yang terbagi
menjadi akar utama dan akar seminal (Trisnawaty et al., 2020). Padi memiliki ciri
morfologis batang berongga, berbentuk bulat atau silindris, agak pipih atau bersegi
yang disebut jerami (Kuswanto, 2007). Padi memiliki organ malai yang berupa
sekumpulan bunga padi yang menjulur ke atas dari buku paling atas. Bagian dari bunga
padi atau malai, antara lain tangkai bunga, kelopak bunga lemma (gabah padi yang
besar) dan palea (gabah padi yang kecil), putik, benang sari, dan bulu pada ujung
lemma (Nurmala, 2003).

Tanaman padi mengalami beberapa fase hidup selama pertumbuhan dan
perkembangannya, yakni fase vegetatif atau fase awal perkecambahan hingga
pemanjangan batang, dan fase generatif atau fase pembentukan malai hingga
pembungaan, serta fase pematangan atau fase pengisian malai hingga terisi penuh dan
masak (Yuzugullu et al., 2017). Tanaman padi umumnya tumbuh dengan membentuk
rumpun yang pada fase vegetatif terdiri dari bagian batang utama dan, sedangkan pada
fase generatif mulai muncul malai. Tanaman padi dalam penamaan sistematika

tumbuhan diklasifikasikan sebagai berikut (Trisnawaty et al., 2020) :

Kingdom : Plantae

Division : Spermatophyta

Class : Monocotyledoneae

Ordo : Poales

Famili : Poaceae (Graminae)

Genus : Oryza

Species : Oryza sativa L. var. Glutinosa
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Gambar 2.1 Padi Varietas Ketan Hitam (Sumber: MSG30ORGANIC, 2022)

Padi berdasarkan warna pigmen dibedakan menjadi dua jenis yakni, padi non-
pigmen dan padi berpigmen. Padi berpigmen merupakan padi yang memiliki warna
selain warna putih yang mana diakibatkan oleh adanya rekayasa genetik. Menurut An
et al. (2010), bahwa beberapa contoh varietas padi berpigmen antara lain padi hitam,
padi merah dan padi cokelat. Hal ini sesuai dengan penelitian Deng et al. (2013),
bahwa padi berpigmen yang umum dibudidayakan adalah padi hitam dan merah. Padi
berpigmen selain padi hitam dan merah, juga terdapat padi ketan, yakni padi Ketan
Hitam (Hariyati dan Lestari, 2021). Padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa)
merupakan kultivar dari varietas padi hitam yang memiliki tingkat kandungan amilosa
lebih rendah dibandingkan padi hitam biasa (Setyaningsih et al., 2015). Penelitian
Rohaeni dan Hastini (2015), menyebutkan terkait padi ketan lokal yakni memiliki ciri
morfologi tanaman yang tinggi sekitar 126-177 cm, jumlah anakan yang lebih sedikit,
serta umur panen yang lebih lama. Padi Ketan Hitam umumnya memiliki ciri
morfologi tinggi tanaman yang lebih tinggi dan berumur lebih panjang daripada padi
biasa, yakni berkisar antara 5-6 bulan (Santika dan Rozakurniati, 2010; Hayati et al.,
2014).

Padi Ketan Hitam dibandingkan dengan kultivar padi ketan lainnya memiliki
kandungan pigmen yang lebih tinggi, sehingga menunjukkan kandungan biokimia
seperti serat, total fenolik, flavonoid, dan antosianin juga lebih tinggi (Kurnia et al.,
2019; Amrinola et al., 2021). Padi berpigmen sangat berpotensi sebagai bentuk
pengembangan bahan pangan karena mengandung banyak nutrisi seperti asam amino,

antioksidan, pigmen antosianin, kalium, serta magnesium yang tinggi dibandingkan



dengan padi tak berpigmen (Vichapong et al., 2010; Nailufar et al., 2012; Sihombing,
2017; Pradipta et al., 2020). Padi berpigmen ini mengandung senyawa antosianin
flavonoid yang merupakan bahan alam pada tanaman yang berperan sebagai
antioksidan untuk menangkap radikal bebas tinggi dalam tubuh (Dwiatmini dan Afza,
2018). Senyawa yang terkandung dalam padi Ketan Hitam berupa antioksidan
antosianin ini berfungsi sebagai penangkal radikal bebas di dalam tubuh yang akan
mengurangi terjadinya stress oksidatif (Siswoyo et al., 2011; Siswoyo et al., 2017).

Ali et al. (2013), dalam penelitiannya menyebutkan senyawa antioksidan
antiosianin ini banyak ditemukan pada buah pada tanaman. Senyawa ini juga dapat
berasal dari berbagai organ lain pada tanaman seperti daun, biji, umbi, bahkan kulit
sekalipun dikarenakan senyawa antosianin terletak pada vakuola tanaman tersebut.
Senyawa antioksidan seperti antosianin yang terdapat dalam pigmen juga bisa
berperan sebagai pelindung tanaman dari adanya cekaman biotik ataupun abiotik pada
lingkungannya (Siswoyo et al., 2021). Hal ini dikarenakan peningkatan akumulasi
reactive oxygen species (ROS) saat terjadi cekaman dapat meningkatkan antioksidan
untuk melindungi tanaman dari kerusakan sel akibat tekanan osmotik (Pratama dan
Siswoyo, 2022). Warna pigmen senyawa antosianin tidak hanya digunakan sebagai
pembeda visual saja, tetapi juga sebagai indikator kandungan nutrisi yang ada pada
suatu tanaman seperti padi. Tingkat kepekatan warna pigmen sejalan dengan tingkat
kandungan nutrisi pada suatu tanaman (Priska et al., 2018).

2.2 Cekaman Salinitas

Cekaman abiotik merupakan salah satu cekaman yang terjadi pada media tanam
yang dipengaruhi oleh suatu unsur abiotik, seperti kadar salinitas. Menurut Salisbury
(1991), bahwa adanya perubahan pada kondisi lingkungan di suatu lahan yang
memberikan dampak negatif dan menurunkan laju pertumbuhan dan perkembangan
tanaman disebut juga dengan cekaman. Keadaan salinitas adalah keadaan dimana
kandungan garam pada lingkungan hidup tumbuhan memiliki jumlah yang berlebihan
dan tidak normal yang masuk melalui proses osmosis pada tanaman dan berakibat fatal
pada tanaman (Suhartini dan Harjosudarmo, 2017). Hal ini disebabkan karena adanya

kadar garam yang tinggi dapat menyebabkan cekaman osmotik dan toksisitas ion



(Kosova et al., 2013, Zhao et al., 2021). Cekaman osmotik menyebabkan kemampuan
akar dalam menyerap air dalam tanah atau media tanam akan berkurang, sedangkan
kondisi tanah atau media tanam mengalami ketidakseimbangan rasio ion Na*/K*
dengan CI" yang mana berada pada konsentrasi yang tinggi (Khanna et al., 2020).
Cekaman salinitas memiliki dampak bagi pertumbuhan tanaman baik secara
morfologi, fisiologis dan biokimia (Negréo et al., 2016; Barus et al., 2021). Penelitian
Purwaningrahayu dan Taufig (2017), disebutkan bahwa cekaman salinitas dapat
menyebabkan proses metabolisme tanaman menjadi terganggu sehingga dapat terjadi
adanya perubahan morfologi pada tanaman. Ketidakseimbangan rasio Na* dan K*
menyebabkan adanya gangguan penyerapan unsur hara seperti NOsz, Ca%", dan Zn
(Sopandie, 2013). Cekaman salinitas dapat mempengaruhi proses fisiologis dan
biokimia tanaman, seperti efisiensi penggunaan air, kandungan klorofil dan efisiensi
karboksilasi (Major et al., 2017). Cekaman salinitas dapat terjadi melalui dua cara,
antara lain adanya akumulasi Na® dalam sel dan jaringan, serta peningkatan
konsentrasi ion di sekitar akar. Adanya akumulasi Na* dalam sel dapat menyebabkan
kematian sel dan jaringan, sedangkan peningkatan konsentrasi ion di sekitar akar
tanaman dapat meningkatkan tekanan osmotik sehingga akan menghambat

penyerapan air oleh akar (Situmorang et al., 2010).
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Gambar 2.2 Respon Tanaman terhadap Cekaman Salinitas (Sumber: Zhao et al.., 2021)
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Shahid et al. (2020), dalam penelitiannya menyebutkann akumulasi ion Na
dilakukan dengan cara ion Na* mengikuti jalur dimana keadaan Na* berada di kondisi

yang tinggi yakni pada saat tanaman berada pada kondisi salinitas tinggi. lon ini masuk
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ke dalam sel tanaman secara pasif dari osmolaritas larutan tanah, atau melalui saluran
kation. Adanya kesamaan tekanan ion terhidrasi untuk Na® dan K*, sehingga
menghambat penyerapan ion K* oleh tanaman karena protein transpor tidak dapat
membedakannya. Hal itu menyebabkan konsentrasi rasio Na*/K* menjadi lebih tinggi
dengan ion CI". Ketidakseimbangan ion ini mempengaruhi proses seluler karena ion
K™ yang tidak seimbang dengan ion Na®, hal ini disebabkan karena ion K* berperan
dalam sintesis protein dan aktivitas enzim. Penurunan penyerapan ion K* dapat
menyebabkan penurunan pertumbuhan dan produktivitas tanaman pada kondisi salin.
Akumulasi K* dalam vakuola diperoleh melalui berbagai saluran K dan transporter
sehingga dapat berperan dalam mengatasi cekaman yang terjadi pada tanaman. lon ini
sebagai langkah dalam cekaman salinitas berperan dalam mengubah potensial
membran dan turgor, mempertahankan aktivitas enzim, dan menyesuaikan tekanan
osmotik dan gerakan stomata. Mekanisme adaptif ini dilakukan dengan mengubah
respon tanaman respon terhadap salinitas.

Cekaman salinitas umum terjadi pada tanaman padi, yang mana memiliki respon
yang berbeda-beda pada setiap fase hidupnya. Fase vegetatif dan fase reproduksi pada
tanaman padi adalah fase yang paling responsif terhadap cekaman salinitas (Rad et al.,
2011). Tanaman padi dalam merespon cekaman salinitas, yakni dengan mensintesis
metabolit sekunder berupa metabolit organik sebagai pengatur osmotik
(osmoregulators). Adanya metabolit organik dapat menyebabkan terjadinya
penyesuaian osmotik dalam tanaman akibat adanya akumulasi zat terlarut dalam sel
sebagai respon terhadap penurunan potensial air pada tanaman. Penyesuaian osmotik
tersebut bertujuan untuk mempertahankan tekanan turgor dan potensial osmotik pada
sel tanaman. Penyesuaian osmotik saat terjadi cekaman dilakukan oleh metabolit
organik cara mempertahankan nutrisi dan laju penyerapan air, serta mencegah
plasmolisis pada sel tanaman (Firmansyah et al., 2017).

Tanaman padi selama fase hidupnya yang mengalami cekaman seperti cekaman
salinitas, juga mengalami fase pemulihan yang bertujuan untuk mengembalikan
keadaan morfologis maupun fisiologis dari tanaman padi. Fase pemulihan dapat
dilakukan secara eksogenus. Salah satu perlakuan pemulihan atau recovery secara

eksogenus adalah dengan cara menyiram tanaman dengan air atau re-watering
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(Salekdeh et al., 2002; Liu et al., 2013). Adanya perlakuan pemulihan atau recovery
secara eksogenus dapat mengembalikan tingkat toleransi tanaman terhadap suatu
cekaman. Hal ini ditunjukkan dengan munculnya daun muda berwarna hijau segar dan
pertumbuhan akar yang lebih baik dibandingan dengan saat tanaman mengalami
cekaman (Khan dan Panda, 2008; Li et al., 2011).

2.3 Metabolisme GABA

Senyawa y-Aminobutyric Acid (GABA) merupakan senyawa asam amino non-
protein dengan jumlah empat karbon memiliki berbagai fungsi pada hewan dan
tanaman, seperti pada perkembangan dan pertumbuhan (Xu et al., 2017; Khan et al.,
2021, Li et al., 2021). Senyawa ini merupakan regulator utama dalam sebuah jalur
biosintesis yang penting dalam penentuan dinamika fungsi metabolit. Senyawa ini
selain sebagai regulator utama biosintesis, juga termasuk ke dalam senyawa bioaktif
yang berperan sebagai neurotransmitter pada otak mamalia sehingga menurunkan
tingkat penyakit kronis Alzheimer (Wu et al., 2013; Ngo dan Vo, 2019). GABA pada
tanaman berperan sebagai intermediet biosintesis asam amino dan metabolisme
nitrogen, baik dalam tanaman kondisi normal maupun di bawah cekaman (Ramos-

Ruiz et al., 2019).

Gambar 2.3 Struktur Kimia y-Aminobutyric Acid (GABA) (Sumber: Xu et al.., 2021)

Sintesis GABA disebut dapat terjadi dari reaksi enzimatik dekarboksilasi
glutamat oleh enzim glutamate decarboxylase (GAD), degradasi poliamina maupun
reaksi non enzimatik dari prolin saat cekaman. Shelp et al. (2021), dalam penelitiannya
menyebutkan GAD merupakan sumber utama dalam pembentukan GABA di
sitoplasma. GABA juga diturunkan secara tidak langsung melalui degradasi

poliamina, sedangkan prolin merupakan sumber tidak langsung untuk pembentukan



10

GABA. Sintesis GABA secara langsung melalui jalur GAD dan secara tidak langsung

melalui jalur degradasi poliamina dan prolin disebut sebagai mekanisme GABA Shunt.
e A
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Gambar 2.4 Mekanisme y-Aminobutyric Acid (GABA) Shunt
(Sumber: Ansari et al., 2021)

Sintesis GABA yang utama terjadi melalui reaksi enzimatik dekarboksilasi
glutamat oleh enzim glutamate decarboxylase (GAD) (Ansari et al., 2021; Khan et al.,
2021). Enzim GAD bertindak sebagai katalis konversi tidak bolak-balik senyawa
glutamat menjadi GABA dengan adanya tambahan proton dan pelepasan CO: di
sitoplasma. Senyawa GABA tersebut kemudian ditransportasikan menuju mitokondria
melalui GABA carriers untuk metabolisme lanjutan dari GABA shunt berupa sintesis
sukinat oleh GABA-T dan SSADH. Translokasi GABA dikatalisis oleh GABA
permease (GABA-P) dalam melewati membran plasma. GABA-T bertindak sebagai
katalis dalam produksi SSA dengan aktivasi simultan dari asam amino yang berbeda
seperti asam piruvat, a-ketoglutarat (AKG) atau glioksilat pada katabolisme GABA
yang terjadi pada matriks mitokondria. Enzim GAD pada tanaman contohnya
ditemukan pada isolasi dari tanaman Petunia, yang mana terdapat ion Ca?*/CaM
binding domain (CaMBD) yang mengindikasikan bahwa Ca?* memberikan sinyal
untuk biosintesis GABA. Sukinat yang terbentuk berperan dalam siklus asam sitrat
atau krebs (TCA cycle) dan rantai transport elektron sebagai donor elektron.

Jalur pembentukan GABA lainnya selain melalui reaksi enzimatik tidak bolak-
balik pada enzim GAD, juga dapat terjadi melalui jalur degradasi poliamina dan siklus
prolin. Jalur degradasi poliamina merupakan jalur alternatif pembentukan GABA

terjadi sintesis secara langsung dari ornithin dan secara tidak langsung dari arginin di
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bawah aktivitas enzimatik ornithin decarboxylase (ODC) atau arginin decarboxylase
(ADC). Ornithin dan arginin tersebut mengalami dekarboksilase menjadi putrescine
yang kemudian ditambah dcSAM menjadi spermidine dengan enzim Spd synthase,
yang kemudian menjadi A! pyroline dengan enzim poliamine oxydase (PAO).
Putrescine juga dapat langsung menjadi A® pyroline dengan enzim diamine oxydase
(DAO). A! pyroline kemudian disintesis menjadi GABA dengan enzim pyruvate
dehidrogenase (PDH).

Jalur alternatif lainnya dalam pembentukan atau sintesis GABA adalah melalui
reaksi non-enzimatik prolin. Prolin merupakan senyawa osmolit pada tanaman yang
paling umum saat mengalami cekaman oksidatif maupun kekeringan akibat akumulasi
ROS dan mampu meningkatkan kemampuan tanaman dalam osmolaritas selular saat
terkena cekaman (Yoshiba et al., 1997; Khan et al., 2021). Menurut Jayant dan Sarangi
(2014), tingginya konsentrasi prolin pada tanaman akibat cekaman menunjukan
mekanisme yang sangat efisien untuk regulasi osmotik, stabilisasi dan adaptasi seluler
terhadap cekaman. Adanya akumulasi ROS menyebabkan pemindahan ion H dari
asam piruvat sehingga terbentuk A® pyroline yang diubah menjadi GABA dengan
enzim PDH yang kemudian akan menghasilkan NADH.

S5A (OABAT o =g
3

NAD(PIHH? 7
T s Polyamines
\k GHB . toplasm & cytosol  (sPermidine & putrescine) /

Gambar 2.5 GABA Shunt pada Tanaman di bawah Kondisi Cekaman
(Sumber: Ansari et al., 2021)

]

Senyawa y-Aminobutyric Acid (GABA) juga memiliki pengaruh terhadap
perlindungan tanaman untuk toleran terhadap cekaman salinitas. Peran GABA dalam

tanaman adalah sebagai pensinyalan tanaman sehingga saat terjadi suatu cekaman,
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senyawa ini secara tidak langsung dapat terbentuk dan terakumulasi secara cepat
sebagai respon cekaman abiotik (Ramos-Ruiz et al., 2019). Hal ini dikarenakan GABA
merupakan senyawa penting bagi tanaman karena dapat menurunkan konsentrasi Na*
dan meningkatkan konsentrasi K* selama cekaman berlangsung (Sheteiwy et al.,
2019). GABA pada cekaman salinitas dapat mengontrol dan mengurangi tingkat
reactive oxygen species (ROS) (Khanna et al., 2020). GABA pada cekaman salinitas
dapat mengurangi tingkat reactive oxygen species (ROS) yang merupakan senyawa
radikal yang dapat memicu kerusakan tanaman (Abdillah et al., 2015; Khanna et al.,
2020).

Cekaman juga dapat menginduksi kandungan senyawa GABA, sehingga
peningkatan dosis salinitas dapat meningkatkan kandungan GABA (Kim et al., 2007;
Feizi et al., 2021). Sintesis GABA dapat mengalami peningkatan saat diberikan
perlakuan cekaman karena adanya aktivitas ROS. Prabhandaru dan Saputro (2017),
dalam penelitiannya menyebutkan bahwa konsentrasi yang tinggi pada reactive
oxygen spesies (ROS) dapat menyebabkan kerusakan oksidatif terhadap DNA nuklear,
mitokondria dan kloroplas. Hal ini dikarenakan adanya ROS menandakan bahwa
terdapat peningkatan fluks metabolit yang dapat meningkatkan beban oksidatif pada
jaringan sehingga mengakibatkan cedera pada tanaman yang menghalangi

pertumbuhan tanaman (Farooq et al., 2008).

2.4  Hipotesis

Berdasarkan latar belakang dan tinjauan pustaka, maka dapat diambil hipotesis
yakni perlakuan cekaman salinitas dapat mempengaruhi perubahan kandungan GABA
pada padi berpigmen (Oryza sativa L. var. Glutinosa) selama fase vegetatif dan

generatif.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian yang berjudul “Pengaruh Cekaman Salinitas terhadap Kandungan y-
Aminobutyric Acid (GABA) pada Padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa)
selama Fase Vegetatif dan Generatif” akan dilaksanakan di Green House
Agrotechnopark Jubung, Jember dan Laboratorium Nutraceutical and Pharmaseutical
Central for Development of Advanced Science and Technology (CDAST) Universitas
Jember pada bulan Februari 2023 hingga Juli 2023.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain pot (diameter 48 cm),
spektrofotometer UV-Vis (U-2900, Hitachi, Japan), vorteks, sentrifuge, mortar, pastle,
tabung reaksi, tabung ulir, eppendorf, mikropipet, neraca analitik, spatula, tabung
falcon, erlenmeyer, pinset, dan alat pendukung lainnya.
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain benih padi Ketan
Hitam Lokal (Oryza sativa L. var. Glutinosa), NaCl, nitrogen cair, standart L-leusin,
Bovine Serum Albumin (BSA), GSH, buffer Tris HCI pH 8, buffer Tris HCI pH 7,4, 0,2
M buffer borate pH 8,5, 0,2 M buffer K-phosphate pH 8, 20 mM buffer phosphate pH
7,4, 0,2 M buffer phosphate saline pH 7,4, 15% natrium hipoklorit (NaOCI), 6%
phenol, 80% ethanol, 80% methanol, 2,8% TNBS, 1% TBA, 1% TCA, 0,1 M NaSOs,
ABTS, aquadest, 1 mM EDTA pH 8, 28 mM deoksiribosa, 1 mM H20,, dan bahan

pendukung lainnya.

3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 2 faktor, antara lain faktor fase tanaman pemberian cekaman

dan faktor perbedaan konsentrasi NaCl dengan 4 ulangan.
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Faktor fase tanaman pemberian cekaman :
F1 : Fase Vegetatif

F2 : Fase Generatif

Faktor konsentrasi NaCl :

K1 :0mM

K2 :80mM

14

Berdasarkan perlakuan dari perbedaan konsenttrasi tersebut, maka didapatkan 2

perlakuan NaCl dan 2 perlakuan fase tanaman pemberian cekaman dengan 4 ulangan,

sehingga terdapat 16 percobaan.
3.3.2 Denah Percobaan

Denah percobaan yang akan dilakukan pada penelitian ini ditunjukkan pada

Gambar 3.1 sebagai berikut:

| Vegetatif

80 mM Nacl

Pemulihan

0 mM Nacl

80 mM Nacl

Gambar 3.1 Diagram Alir Percobaan Penelitian

3.3.3 Prosedur Penelitian
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Gambar 3.2 Alur Waktu Prosedur Penelitian
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1. Persiapan Benih

Persiapan benih dilakukan dengan menyiapkan benih padi Ketan Hitam. Benih
padi Ketan Hitam direndam di dalam air terlebih dahulu agar dapat dipisahkan antara
benih hampa dan benih bernas agar hasil perkecambahan dapat optimal. Benih bernas
kemudian dilakukan perendaman benih di dalam larutan fungisida selama 10 menit,
lalu dicuci dengan air mengalir hingga bersih. Benih yang telah dicuci bersih kemudian
direndam kembali dengan air selama 1x24 jam dengan tujuan agar dapat memecah
dormansi benih dan mempercepat imbibisi benih. Benih bernas merupakan benih yang
baik digunakan untuk perkecambahan dengan ciri tenggelam di dasar air, sedangkan
benih hampa merupakan benih yang tidak digunakan untuk perkecambahan
mengapung pada permukaan air.
2. Penyemaian

Benih yang disemai telah direndam selama 1x24 jam. Penyemaian benih
langsung menggunakan pot besar berdiameter 48 cm, dan setiap potnya akan disebar
5 benih untuk sementara hingga berakhirnya waktu semai. Penyemaian benih
dilakukan selama 21 hari hingga muncul tunas, plumula dan radikula.
3. Pindah Tanam

Pindah tanam dilakukan dengan memindahkan bibit tanaman padi yang telah
tumbuh pada pot dengan ketentuan satu tanaman per potnya. Posisi tanaman juga perlu
diletakkan di posisi tengah agar memudahkan dalam pemberian pupuk pada tanaman.
4. Pemeliharaan
a) Pemupukan

Pemupukan yang dilakukan pada tanaman padi untuk penelitian adalah dengan
menggunakan pupuk anorganik. Berdasarkan anjuran dari Kementrian Pertanian,
pupuk anorganik yang digunakan untuk pemupukan, antara lain pupuk urea, SP-36,
KCI, dan ZA. Dosis yang digunakan untuk pemupukan tanaman padi yakni urea 20
gr/pot, SP-36 10 gr/pot, ZA 10 gr/pot dan KCI 10 gr/pot (Fadhilah et al., 2021).
Pemupukan tanaman padi dilakukan tiga kali yaitu pada awal semai, fase vegetatif dan
generatif. Pemupukan yang dilakukan pada saat penyemaian menggunakan pupuk urea
yang diaplikasikan dengan cara menyebar pupuk di area tanaman kemudian ditimbun

dengan tanah.
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b) Penyiangan

Penyiangan pada tanaman percobaan dilakukan untuk mengendalikan gulma
yang tumbuh di sekitar tanaman tersebut agar tidak terjadi persaingan nutrisi dan hara,
serta dapat menggemburkan tanah yang digunakan sebagai media tanam. Penyiangan
dapat dilakukan dengan cara fisik dan mekanis yakni dengan mencabut gulma yang
tumbuh di sekitar tanaman tersebut.

5. Pengaplikasian NaCl

Pengaplikasian NaCl pada media menggunakan variasi konsentrasi yakni 0 mM
dan 80 mM NacCl, dan fase pemberian cekaman yakni fase vegetatif dan fase generatif.
Pengaplikasian NaCl dilakukan pada saat tanaman padi berusia 24 HST atau pada fase
vegetatif selama 14 hari, serta pada saat tanaman berusia 88 HST atau saat fase
generatif selama 14 hari. Tanaman setelah diberi perlakuan cekaman salinitas,
dilanjutkan dengan pemulihan atau recovery yang mana dilakukan dengan
menggunakan air atau disebut re-watering selama 14 hari.

6. Pengambilan Sampel (Sampling)

Pengambilan sampel atau sampling bertujuan mendapatkan bahan yang akan
digunakan untuk analisis. Bahan yang digunakan sebagai sampling adalah a
Pengambilan sampel atau sampling dilakukan pada saat rentang pengaplikasian NaCl
selesai. Banyaknya sampling yang dilakukan selamat rentang waktu penelitian adalah
sebanyak 4 kali sampling, yakni pada saat tanaman berusia 38 HST (sampling I), 52
HST (sampling I1), 102 HST (sampling I11), dan 115 HST (sampling 1V). Sampling |
dilakukan untuk mengetahui dan menganalisis parameter dari fase vegetatif setelah
perlakuan NaCl, sedangkan sampling 11 dilakukan untuk mengetahui dan menganalisis
parameter dari fase vegetatif setelah pemulihan.

Sampling juga dilakukan pada perlakuan NaCl fase generatif, yang juga terdiri
dari dua kali sampling yakni setelah perlakuan NaCl dan pemulihan dengan air.
Sampling 11l dilakukan untuk mengetahui dan menganalisis parameter dari fase
generatif setelah perlakuan NaCl, sedangkan sampling IV dilakukan untuk mengetahui
dan menganalisis parameter dari fase generatif setelah pemulihan. Pemulihan pertama
dilakukan setelah sampling I dan pemulihan kedua dilakukan setelah sampling 111 yang

masing-masing dilakukan selama 14 hari setelah perlakuan NaCl.
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7. Ekstraksi Sampel
7.1  Ekstraksi Sampel (Analisis GABA Spektrofotometri)

Ekstraksi sampel dilakukan dengan menggunakan metode Karladee dan
Suriyong (2012), dengan sedikit modifikasi. Sampel daun dihaluskan menggunkan
mortar dan alu menggunakan 1 mL 80% ethanol dengan perbandingan sampel dan
ethanol 1:5. Lalu hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam eppendorf dan divorteks, lalu
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatant direbus dalam
bak air dengan suhu 80°C untuk menguapkan ethanol. Larutan yang telah dipanaskan
kemudian ditambahkan 0,5 mL aquadest atau distilled water, dan kemudian
disentrifugasi lagi menggunakan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatant
dipindahkan ke eppendorf baru.

7.2 Ekstraksi Sampel (Analisis untuk Sampel Protein)

Ekstraksi sampel dilakukan dengan menghaluskan sampel daun dan 1 mL buffer
Tris HCI ph 8 dengan perbandingan sampel dan buffer ekstraksi 1:3. Hasil ekstraksi
dimasukkan ke dalam eppendorf kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rpm selama 15 menit. Hasil supernatant dipindahkan ke dalam eppendorf baru.

7.3 Ekstraksi Sampel (Analisis untuk Sampel Non-Protein)

Ekstraksi sampel dilakukan dengan menghaluskan sampel daun dan 1 mL 80%
methanol dengan perbandingan sampel dan methanol 1:3. hasil ekstraksi dimasukkan
ke dalam eppendorf kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10
menit. Hasil supernatant dipindahkan ke dalam eppendorf baru.

8. Analisis Sampel
8.1 Analisis Kandungan GABA

Analisis kandungan GABA dilakukan dengan metode Karladee dan Suriyong
(2012), dengan sedikit modifikasi. Supernatant ditambah 0,2 mL 0,2 M buffer borat
dan 1 mL 6% phenol. Sampel yang telah ditambahkan 0,2 M buffer borat dan 6%
phenol, kemudian divorteks dan didinginkan di dalam cooling bath selama 5 menit.
Sampel kemudian ditambahkan 400uL 15% NaOCI lalu divorteks selama 1 menit dan
didinginkan kembali di dalam cooling bath selama 5 menit. Sampel kemudian
dipanaskan pada water bath dengan suhu 100°C selama 10 menit, dan didinginkan

pada suhu ruang.
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8.2  Analisis Kandungan Asam Amino Bebas

Kandungan total asam amino ditentukan berdasarkan metode uji Fields (1972).
Kandungan asam amino dilakukan pada sampel dengan mengambil 25 pL supernatan
dan ditambahkan 400 puL 0,2 M buffer K-phospat pH 8, 200 uL 0,1% TNBS, lalu
divorteks dan diinkubasi dalam suhu 50°C selama 30 menit. Supernatan yang telah
divorteks kemudian ditambahkan 400 uL 0,1 M NaSOs divorteks dan diinkubasi
selama 15 menit dalam suhu ruang. Sampel yang telah diinkubasi kemudian diukur
pada spektrofotometer dengan menggunakan panjang gelombang 420 nm.
8.3 Analisis Kandungan Total Protein Terlarut

Kandungan total protein terlarut pada sampel dilakukan berdasarkan metode
yang dikemukakan oleh Bradford (1976). Hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam dalam
eppendorf lalu disentrifugasi dengan menggunakan kecepatan 10.000 rpm selama 10
menit. Sampel yang digunakan diambil sebanyak 5 uL, kemudian ditambah 45 uL
aquades dan 950 pl Bradford, kemudian diinkubasi selama 15 menit.
8.4  Analisis Kandungan Klorofil

Kandungan total klorofil dilakukan dengan metode Pora et al. (1989) dengan
sedikit modifikasi. Supernatant dianalisis menggunakan spektrofotometer dengan
menggunakan panjang gelombang 470, 652 dan 665 nm.
8.5 Analisis Kandungan Kapasitas Antioksidan
8.4.1 Metode 2,2 azinobis 3-ethylbenzothiazole-6-6sulfonic acid (ABTS)

Pengukuran kapasitas antioksidan (Antioxidant Capasities) dengan metode
ABTS dilakukan sesuai dengan prosedur Re et al. (1999). Pengujian kapasitas
antioksidan dengan metode ABTS dilakukan dengan pembuatan stok ABTS dan PBS.
Pembuatan stok ABTS dilakukan dengan dengan melarutkan 0,38 g ABTS, dan 0,666
g Potassium Persulfat pada 50 mL agquadest. Pembuatan stok 0,2 M Phosphate Buffer
Saline (PBS) dilakukan dengan melarutkan 3,556 g NaH:PO. dan 26,08 g
NaH2P0O4(2H20) pada 500 mL aquadest dan ditambah 5,4 g NaCl pH 7,4.

Phosphate Buffer Saline (PBS) yang telah siap, dilanjutkan dengan pembuatan
working stock hingga besar absorbansi 0,70+0,05 dengan menggunakan panjang
gelombang 734 nm. Blanko yang digunakan sebagai larutan kontrol dibuat dengan

cara yang sama tanpa penambahan sampel. Larutan sampel yang telah dicampur,
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kemudian ditambahkan dengan reagen ABTS dan divorteks selama 30 detik, kemudian
diinkubasi pada ruang gelap selama 6 menit. Hasil inkubasi kemudian dilakukan
analisis pada spektrofotometer dengan menggunakan panjang gelombang 734 nm.
8.4.2 Hidroksil

Pengukuran kapasitas antioksidan (Antioxidant Capasities) dengan metode
hidroksil dilakukan sesuai dengan prosedur Kumar et al. (2013), dengan sedikit
modifikasi. Sampel ditambahkan dengan larutan 20 pL. 28 mM deoksiribosa, 2 pL 10
mM FeCls, 2 uL 1 mM H>0,, 20 uL 1 mM EDTA, 20 uL 1 mM asam askorbat, dan
150 uL 28 mM buffer Tris HCI pH 7,4. Sampel yang telah dicampur kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Sampel kemudian didinginkan pada suhu
ruang dan ditambahkan 400 uL 1% TBA dan 400 puL 2,8% TCA agar menimbulkan
kromogen yang berwarna merah muda. Sampel kemudian diinkubasi kembali
menggunakan oven pada suhu 70°C selama 30 menit. Nilai absorbansi diukur dengan
menggunakan panjang gelombang 532 nm. Glutathione (GSH) ditambahkan dan

digunakan sebagai pembanding kontrol positif.

3.4 Variabel Pengamatan
3.4.1 Morfologi Tanaman

Morfologi tanaman padi yang diamati antara lain tinggi tanaman (cm), jumlah
anakan (batang) dan jumlah daun (helai) yang akan diukur dan dihitung setelah
pemberian perlakuan NaCl dan pemulihan dengan air.
3.4.2 Kandungan GABA dengan Metode Spektrofotometri

Nilai absorbansi GABA diukur dengan spektrofotometer menggunakan panjang
gelombang 630 nm. Blanko yang digunakan berupa 80% ethanol 2 mL
3.4.3 Total Asam Amino

Penentuan dan pengukuran nilai kandungan total asam amino dengan persamaan
standar:

y = ax+b

Keterangan:

X = nilai absorbansi sampel (mg/qg)
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3.4.4 Total Protein Terlarut

Nilai absorbansi total protein terlarut diukur melalui spektrofotometer pada
panjang gelombang 595 nm. Standar untuk menentukan kosentrasi total protein
terlarut adalah Bovine Serum Albumin (BSA) dengan satuan mg/g berat basah sampel.
3.4.5 Klorofil

Pengukuran kandungan klorofil dan karotenoid dihitung dengan menggunakan
rumus:

Total Klorofil (mg/g) = [(22,12 x A652) + (2,71 x A665)] / 1000 x V /W

e Klorofil-a (mg/g FW) = [9.784 (A665) — 0.99 (A652)] < V/W
e Klorofil-b (mg/g FW) = [21.426 (A652) — 4.65 (A665)] x V/W
e Karotenoid (mg/g FW) =[4.695 (A470) — 0.268 (Chl a + Chl b)] x V/W
Keterangan :
A = Absorbansi pada a
V = Volume total ekstrak sampel (setelah disentrifuge)
W = Berat sampel
3.4.6 Kapasitas Antioksidan (Antioxidant Capasities)
1. Metode ABTS

Pengukuran untuk persentase uji radikal ABTS dilakukan dengan menggunakan

rumus:

. Abs Blanko—Abs Sample
Inhibisi % = 2L % 100%
Abs Blanko

Keterangan:
Abs kontrol = nilai abrsobansi tanpa penambahan sampel
Abs sampel = nilai absorbansi dengan penambahan sampel
2. Metode Hidroksil
Pengukuran kapasitas antioksidan (Antioxidant Capasities) melalui peredaman
radikal hidroksil (OH) dinyatakan sebagai persentase (%) penghambatan terhadap

radikal hidroksil. Peredaman radikal hidroksil dihitung dengan menggunakan rumus:

. Abs Blanko—Abs Sample
Inhibisi % = 29 ¥ 100%
Abs Blanko
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Keterangan:
Abs kontrol = nilai absorbansi tanpa penambahan sampel

Abs sampel = nilai absorbansi dengan penambahan sampel

3.5 Analisis Data

Data yang telah didapatkan dianalisis menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA). Apabila terdapat berbeda nyata, maka dilakukan uji lanjut Duncan
Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf signifikansi 5%.



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil
4.1.1 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Karakteristik

Morfologi Tanaman Padi Ketan Hitam

Pengamatan karakteristik morfologi selama cekaman salinitas dilakukan untuk
mengetahui respon pertumbuhan tanaman dalam kondisi cekaman. Variabel
pengamatan pada parameter karakteristik morfologi ini antara lain tinggi tanaman,
jumlah anakan dan jumlah daun. Pengukuran dilakukan dengan mengukur tinggi
tanaman dari bagian pangkal batang hingga ujung daun tertinggi saat dibentangkan ke
atas. Karakteristik morfologi pada pertumbuhan tanaman padi Ketan Hitam (Oryza
sativa L. var. Glutinosa) yang diberikan perlakuan NaCl sebagai simulasi cekaman
salinitas selama 14 hari dengan dua konsentrasi cekaman salinitas yang diberikan yaitu
kontrol atau 0 mM NaCl dan 80 mM NaCl. Berikut ini merupakan data kualitatif dari
pengamatan karakteristik morfologi tanaman padi pada tanaman kontrol 0 mM NacCl

dan tanaman perlakuan 80 mM setelah perlakuan cekaman salinitas selama 14 hari:

Gambar 4.1 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Karakteristik Morfologi
pada Fase Vegetatif

‘ | D
Gambar 4.2 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Karakteristik Morfologi
pada Fase Generatif
Keterangan: A (0 mM NacCl setelah Tahap Cekaman), A’ (0 mM NaCl setelah Tahap Pemulihan),
B (80 mM NacCl setelah Tahap Cekaman), B’ (0 mM NaCl setelah Tahap Pemulihan),

22
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Pengaruh cekaman salinitas yang diberikan pada fase tanaman yang berbeda
memberikan pengaruh yang ditunjukkan pada Gambar 4.1 dan Gambar 4.2.
Karakteristik morfologi, khususnya tinggi tanaman berkurang secara signifikan antar
interaksi perlakuan NaCl dan fase tanaman. Cekaman salinitas dapat memberikan
respon morfologi sesuai dengan yang disebutkan Purwaningrahayu (2016), bahwa
akumulasi ion Na® dan CI" di dalam suatu tanaman utamanya di daun dapat
menyebabkan klorosis atau tanaman menguning, nekrosis atau tanaman mengering,
serta tepi daun yang menggulung. Hal ini menunjukkan bahwa adanya keracunan atau
toksisitas ion akibat cekaman salinitas. Keracunan atau toksisitas ion yang tejadi pada
tanaman menyebabkan pengurangan nilai pada hampir seluruh karakteristik morfologi
yang diamati. Berikut ini merupakan data kuantitatif yang dihasilkan dari pengamatan
karakteristik morfologi tanaman padi setelah perlakuan cekaman salinitas selama 14
hari:

Tabel 4.1 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Karakteristik Morfologi pada
Fase Vegetatif dan Generatif Tanaman Padi Ketan Hitam

Konsentrasi  Tinggi Tanaman Jumlah Anakan  Jumlah Daun

Fase Tahap NaCl (mM) (cm) (batang) (helai)

Cekaman 0 67,20+0,70 3,00+0,82 12,00+1,41

Vegetatif 80 56,30+0,85 6,00+1,41 18,00+2,16
Pemulihan 0 112,55+0,60 6,00£1.41 26,00+2,16

80 88,80+1,42 7,00+0,82 28,00+3,74

Cekaman 0 154,20+0,88 24,00£1,31 80,00+1,07

Generatif 80 152,10+0,86 15,00+1,60 62,00£3,30
PemBlifan 0 174,05+0,60 25,00+2,16 94,00+2,16

80 172,18+1,92 14,00+2,58 57,00+1,63

Notasi * o o

Keterangan: (tn) Tidak Berbeda Nyata, (*) Berbeda Nyata, (**) Berbeda Sangat Nyata

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa seluruh variabel pengamatan parameter
morfologi tanaman yang diberi perlakuan 0 mM NaCl berbeda nyata terhadap tanaman
yang diberikan perlakuan 80 mM NaCl pada setiap fase tanaman. Nilai tinggi tanaman
antar perlakuan konsentrasi NaCl pada masing-masing fase tanaman menunjukkan
hasil yang berbeda nyata. Tinggi tanaman pada perlakuan konsentrasi 0 mM dan 80
mM NaCl pada fase vegetatif berturut-turut adalah 67,2 cm dan 56,3 cm. Tinggi
tanaman setelah pemulihan pada tanaman kontrol 0 mM dan tanaman perlakuan 80
mM NaCl pada fase vegetatif berturut-turut adalah 112,2 cm dan 88,8 cm. Perbedaan

nyata pada tinggi tanaman antara kedua perlakuan NaCl dan fase tanaman menjadi
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indikator bahwa cekaman salinitas mempengaruhi pertumbuhan tanaman berdasarkan
hasil karakteristik morfologi tinggi tanaman yang semakin menurun pada kedua fase
tanaman pemberian perlakuan cekaman. Adanya pemulihan dengan air juga
menyebabkan adanya perubahan pada tinggi tanaman.

Berdasarkan Tabel 4.1, cekaman salinitas juga berpengaruh terhadap jumlah
anakan, namun tidak seluruhnya mengalami penurunan nilai. Penurunan nilai pada
variabel karakteristik morfologi hanya terjadi pada variabel jumlah anakan saat
perlakuan fase generatif, yakni pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman
perlakuan 80 mM pada fase vegetatif, namun terjadi peningkatan saat diberikan
perlakuan cekaman salinitas, yakni pada 0 mM dan 80 mM NaCl berturut-turut adalah
3 batang dan 6 batang anakan. Jumlah anakan sejalan dengan jumlah helai daun. Setiap
anakan pada tanaman padi mempengaruhi jumlah helai daun. Semakin besar jumlah
anakan pada tanaman padi, maka semakin besar pula jumlah helai daun. Berdasarkan
Tabel 4.1, jJumlah helai daun pada perlakuan konsentrasi 0 mM dan 80 mM NaCl pada
fase vegetatif berturut-turut adalah 12 helai dan 18 helai daun. Jumlah helai daun pada
perlakuan konsentrasi 0 mM dan 80 mM NaCl pada fase generatif berturut-turut adalah
80 helai dan 62 helai. Penurunan jumlah helai daun terjadi pada tanaman perlakuan di
fase generatif karena adanya penurunan jumlah anakan pada fase generatif.

Cekaman salinitas pada tanaman perlakuan dihentikan dengan pemulihan atau
recovery dengan menggunakan air. Pemulihan dengan air bertujuan untuk
memulihkan keadaan tanaman yang terkena cekaman menjadi keadaan tanaman tanpa
cekaman. Adanya pengaruh pemulihan dengan air ditunjukkan pada Tabel 4.1, bahwa
semua variabel pengamatan karakteristik morfologi yang meliputi tinggi tanaman,
jumlah anakan dan jumlah helai daun pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman
perlakuan 80 mM NaCl mengalami peningkatan saat diberikan pemulihan dengan air
atau re-watering, selain pada jumlah anakan dan helai daun pada tanaman perlakuan
80 mM NacCl di fase generatif. Tinggi tanaman pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan
tanaman perlakuan 80 mM NaCl di fase vegetatif berturut-turut meningkat menjadi
112,55 cm dan 88,8 cm. Tinggi tanaman pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan
tanaman perlakuan 80 mM NaCl di fase generatif berturut-turut meningkat menjadi
174,05 cm dan 172,18 cm.
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Adanya pemulihan dengan air atau recovery juga berpengaruh nyata terhadap
jumlah anakan dan jumlah helai daun. Jumlah anakan pada tanaman kontrol 0 mM
NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM NaCl di fase vegetatif berturut-turut meningkat
menjadi 6 batang dan 7 batang anakan. Jumlah anakan di fase generatif pada tanaman
kontrol 0 mM NaCl meningkat menjadi 25 batang, sedangkan pada tanaman perlakuan
80 mM NaCl menurun menjadi 14 batang anakan. Jumlah daun sejalan dengan jumlah
anakan. Jumlah helai daun pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan
80 mM NacCl di fase vegetatif berturut-turut meningkat menjadi 26 helai dan 28 helai
daun. Jumlah helai daun di fase generatif pada tanaman kontrol 0 mM NaCl meningkat
menjadi 94 helai daun, sedangkan pada tanaman perlakuan 80 mM NaCl menurun

menjadi 57 helai daun.

4.1.2 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kandungan

Senyawa y-Aminobutyric Acid (GABA) dan Asam Amino Bebas Tanaman

Padi Ketan Hitam

Karakteristik fisiologi dan biokimia tanaman pada tanaman padi juga dapat
dipengaruhi oleh adanya cekaman salinitas. Perubahan fisiologi dan biokimia dapat
terjadi sebagai respon tanaman terhadap cekaman abiotik seperti cekaman salinitas.
Hasil analisis sidik ragam (ANOVA) menunjukkan hasil berbeda nyata pada senyawa
biokimia berupa senyawa y-Aminobutyric Acid (GABA) dan asam amino bebas saat
diberikan cekaman salinitas. GABA tergolong sebagai asam amino bebas karena
merupakan asam amino bukan penyusun protein atau tidak terikat menjadi protein.
Kandungan senyawa y-Aminobutyric Acid (GABA) dan Asam Amino Bebas pada
pertumbuhan tanaman padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) yang
diberikan perlakuan NaCl sebagai simulasi cekaman salinitas selama 14 hari dengan
dua konsentrasi cekaman salinitas yang diberikan yaitu kontrol atau 0 mM NaCl dan
80 mM NaCl yang diberikan pada fase vegetatif dan atau fase generatif. Perlakuan
cekaman salinitas dihentikan dengan pemulihan dengan air atau re-watering. Berikut
ini merupakan data yang dihasilkan dari analisis karakteristik biokimia GABA
tanaman padi setelah perlakuan cekaman salinitas dan pemulihan selama 14 hari pada

Gambar 4.3 di bawah ini:
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Gambar 4.3 Kandungan GABA selama Tahap Cekaman Salinitas dan Pemulihan
Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)

Berdasarkan Gambar 4.3, kandungan GABA antara tanaman kontrol 0 mM NaCl
dan tanaman perlakuan 80 mM di kedua fase tanaman menunjukkan hasil yang
berbeda nyata. Kandungan GABA meningkat pada saat tanaman diberikan cekaman
salinitas dibandingkan dengan tanaman kontrol. Nilai kandungan GABA pada
tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase vegetatif
berturut-turut yakni 5,51 mg/100 g dan 8,55 mg/100 g. Nilai kandungan GABA pada
tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase generatif
berturut-turut yakni 5,23 mg/100 g dan 8,21 mg/100 g. Hal ini menunjukkan bahwa
cekaman salinitas berpengaruh terhadap kandungan GABA yang ada pada tanaman
padi. Kandungan GABA pada tanaman perlakuan 80 mM NaCl fase vegetatif memiliki
kandungan GABA tertinggi yakni 8,55 mg/100 g, diikuti dengan kandungan GABA
pada tanaman perlakuan 80 mM NaCl fase generatif yajni 8,21 mg/100 g. Kandungan
GABA tidak berbeda nyata pada tanaman kontrol 0 mM pada tahap pemulihan, namun,
berbeda nyata antar perlakuan fase.

Perlakuan cekaman salinitas dihentikan dengan pemulihan dengan air atau re-
watering. Nilai kandungan GABA menurun setelah dilakukan pemulihan dengan air
pda kedua tanaman kontrol 0 mM NaCl maupun 80 mM NaCl. Nilai kandungan
GABA pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase
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vegetatif berturut-turut menurun menjadi 5,42 mg/100 g dan 5,49 mg/100 g. Nilai
kandungan GABA pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM
pada fase generatif berturut-turut yakni 4,97 mg/100 g dan 5,06 mg/100 g. GABA dan
asam amino bebas memiliki kaitan karena GABA merupakan asam amino. Berikut ini
merupakan data yang dihasilkan dari analisis karakteristik biokimia asam amino bebas
tanaman padi setelah perlakuan cekaman salinitas dan pemulihan selama 14 hari pada
Gambar 4.3:
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Gambar 4.4 Kandungan Asam Amino Bebas selama Tahap Cekaman Salinitas dan
Pemulihan
Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)

Berdasarkan Gambar 4.4, kandungan asam amino bebas antara tanaman kontrol
0 mM NacCl dan tanaman perlakuan 80 mM di kedua fase tanaman menunjukkan hasil
yang berbeda nyata. Kandungan asam amino bebas meningkat pada saat tanaman
diberikan cekaman salinitas dibandingkan dengan tanaman kontrol di kedua fase
tanaman, yakni fase vegetatif dan generatif. Nilai kandungan asam amino bebas pada
tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase vegetatif
berturut-turut yakni 3,06 mg/g dan 6,02 mg/g. Nilai kandungan asam amino bebas
pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase generatif
berturut-turut yakni 2,94 mg/g dan 5,64 mg/g. Hal ini menunjukkan bahwa cekaman
salinitas berpengaruh terhadap kandungan asam amino bebas yang ada pada tanaman

padi Ketan Hitam.
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Perlakuan cekaman salinitas dihentikan dengan pemulihan dengan air atau re-
watering. Nilai kandungan asam amino bebas menurun setelah dilakukan pemulihan
dengan air pda kedua tanaman kontrol 0 mM NaCl maupun 80 mM NaCl. Nilai
kandungan asam amino bebas pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan tanaman
perlakuan 80 mM pada fase vegetatif berturut-turut menurun menjadi 1,97 mg/g dan
2,02 mg/g. Nilai kandungan asam amino bebas pada tanaman kontrol 0 mM NaCl dan
tanaman perlakuan 80 mM pada fase generatif berturut-turut yakni menjadi 1,90 mg/g
dan 1,98 mg/g. Nilai kandungan asam amino bebas pada tahap pemulihan di kedua
fase maupun antar fase vegetatif dan generatif menunjukkan hasil yang tidak berbeda

nyata.

4.1.3 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kandungan Total

Protein Terlarut Tanaman Padi Ketan Hitam

Hasil analisis sidik ragam (ANOVA) menunjukkan hasil total protein terlarut
berbeda nyata saat diberikan cekaman salinitas. Protein tersusun atas asam-asam
amino yang disebut sebagai asam amino protein yang memiliki berbagai fungsi bagi
metabolisme tanaman. Kandungan total protein Terlarut pada pertumbuhan tanaman
padi Ketan Hitam (Oryza sativa L. var. Glutinosa) yang diberikan perlakuan NaCl
sebagai simulasi cekaman salinitas selama 14 hari. Terdapat dua konsentrasi cekaman
salinitas yang diberikan yaitu kontrol atau 0 mM NaCl dan 80 mM NaCl yang
diberikan pada fase vegetatif dan atau fase generatif. Perubahan fisiologi dan biokimia
terjadi sebagai respon terhadap cekaman abiotik.

Perlakuan cekaman salinitas dihentikan dengan pemulihan atau recovery dengan
menggunakan air atau disebut juga re-watering, yang mana dilakukan selama 14 hari.
Adanya cekaman memberikan pengaruh nyata pada penurunan kandungan total
protein, namun pemulihan dengan menggunakan air tidak memiliki pengaruh yang
nyata terhadap peningkatan kandungan total protein terlarut antar tanaman yang telah
diberikan perlakuan cekaman salinitas 80 mM NaCl maupun tanaman yang tidak
diberikan cekaman salinitas 0 mM NaCl di kedua fase tanaman. Kandungan total
protein terlarut dianalisis dengan menggunakan metode Bradford yang disajikan pada
Tabel 4.2 berikut:
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Tabel 4.2 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kandungan Total Protein
Terlarut pada Fase Vegetatif dan Generatif Tanaman Padi Ketan Hitam
Konsentrasi NaCl

Fase Tahap (MM) Total Protein Terlarut (mg/g)

Cekaman 0 2,08+0,049

Vegetatif 80 1,62+0,08°
Pemulihan 0 2,58+0,062

80 2,70+0,06°

Cekaman 0 1,83+0,08°

Generatif 80 1,28+0,03?
Pemulihan 0 2,5620,11°

80 2,73+0,19°

Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)

Pengaruh cekaman salinitas terhadap kandungan total protein terlarut pada Tabel
4.2 menunjukkan hasil bahwa kandungan total protein adalah menurun pada diberikan
perlakuan cekaman salinitas. Nilai kandungan total protein terlarut pada tanaman
kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase vegetatif berturut-turut
yakni 2,08 mg/g dan 1,62 mg/g. Nilai kandungan total protein terlarut pada tanaman
kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase generatif berturut-turut
yakni 1,83 mg/g dan 1,28 mg/g. Hal ini menunjukkan bahwa cekaman salinitas
berpengaruh terhadap kandungan total protein terlarut yang ada pada tanaman padi.
Kandungan total protein terlarut tidak berbeda nyata setiap tanaman pada tahap
pemulihan.

Adanya pemulihan dengan air setelah diberikan perlakuan cekaman salinitas
tidak berpengaruh nyata terhadap kandungan total protein terlarut antar tanaman 80
mM NaCl maupun tanaman 0 mM NacCl, baik pada fase vegetatif maupun generatif.
Nilai kandungan total protein terlarut meningkat setelah dilakukan pemulihan dengan
air pada kedua tanaman kontrol 0 mM NaCl maupun 80 mM NaCl. Peningkatan
kandungan total protein terlarut terjadi pada kedua fase tanaman, yakni pada fase
vegetatif dan fase generatif. Nilai kandungan total protein terlarut pada tanaman
kontrol 0 mM NacCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase vegetatif berturut-turut
meningkat menjadi 2,58 mg/g dan 2,70 mg/g. Nilai total protein terlarut pada tanaman
kontrol 0 mM NaCl dan tanaman perlakuan 80 mM pada fase generatif berturut-turut

yakni menjadi 2,56 mg/g dan 2,72 mg/g.
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4.1.4 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kandungan Klorofil

dan Karotenoid Tanaman Padi Ketan Hitam

Klorofil merupakan zat hijau yang terdapat pada daun dan mampu menyerap
cahaya matahari. Penyerapan cahaya oleh klorofil digunakan untuk melakukan proses
fotosintesis dengan optimal. Kandungan klorofil memiliki beberapa kandungan seperti
klorofil-a, klorofil-b, karoten dan total klorofil. Daun merupakan salah satu organ
bagian tanaman yang memiliki fungsi utama untuk menghasilkan energi bagi tanaman
dan menunjang pertumbuhan tanaman dengan optimal. Fotosintesis yang di lakukan
sdi daun dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan cara pengelolaan budidaya.
Kandungan klorofil dan karotenoid disajikan pada Tabel 4.2 berikut:

Tabel 4.3 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kandungan Klorofil-a,
Klorofil-b, Karoten, Total Klorofil pada Fase Vegetatif dan Generatif Tanaman
Padi Ketan Hitam

Fase Tahap Konsentrasi  Klorofil-a Klorofil-b Karoten  Total Klorofil
NaCl (mM)  (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Cekaman 0 5,05+0,09°  4,30+0,12° 158+0,03%  9,35:0,05
Vegetatif 80 4,15+0,07*  3,80+0,06° 3,17+0,07°  7,96+0,04°
. 0 7,12+0,12°  6,75+0,15°  2,07+0,07*  13,87+0,27°
Pemulizgy 80 6,95:0.09°  650+0.09° 2.15+0,06°  13.54+0,25°
Cekaman 0 9,60£0,08¢  852+0,119  3,72+0,06°  18,12:0,05
Generatif 80 7,69+0,05°  7,27+0,05°  6,54+0,09°  14,96+0,04°
pemulihan 0 10,22+0,27°  9,92+0,18°  4,22+0,11°  20,14+0,29
80 9,76+0,23"  9,50+0,27°  4,40#0,13°  19,26+0,33°

Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)

Konsentrasi 80 mM NaCl pada tanaman padi ini meningkatkan kandungan pada
klorofil-a, klorofil-b, karoten dan total klorofil. Tabel 4.3 menunjukkan bahwa pada
fase vegetatif kandungan klorofil-a, Kklorofil-b dan total klorofil menurun pada
konsentrasi 80 mM NaCl. Klorofil-a saat fase vegetatif dan generatif berturut-turut
mendapatkan hasil 4,15 mg/g dan 7,69 mg/g lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol. Klorofil-b saat fase vegetatif dan generatif berturut-turut mendapatkan hasil
dengan jumlah 3,80 mg/g dan 7,27 mg/g lebih rendah dibandingkan dengan kontrol.
Kandungan total klorofil menurun pada fase vegetatif dan generatif berturut-turut
dengan jumlah 7,96 mg/g dan 14,96 mg/g sedangkan kandungan karoten pada tanaman

mendapatkan hasil yang meningkat saat dicekam pada fase vegetatif dan generatif
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berturut-turut dengan nilai 3,17 mg/g dan 6,54 mg/gr. Penurunan total klorofil
berbanding lurus dengan penurunan klorofil-a dan klorofil-b, sehingga mempengaruhi
penurunan rasio Klorofil a/b. Penurunan rasio klorofil a/b menunjukkan adanya
pengaurh cekaman salinitas 80 mM NaCl. Adanya cekaman salinitas juga berpengaruh
terhadap rasio karotenoid dan total klorofil karena kandungan karotenoid meningkat
saat diberikan cekaman. Berikut merupakan hasil perhitungan rasio klorofil a/b pada

Gambar 4.5 dan rasio karotenoid/total klorofil pada Gambar 4.6 di bawah ini:
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Gambar 4.5 Rasio Klorofil A/B selama Tahap Cekaman dan Pemulihan
Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)
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Gambar 4.6 Rasio Karotenoid/Klorofil selama Tahap Cekaman dan Pemulihan
Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)
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Adanya pemulihan dengan air setelah cekaman 80 mM NaCl saat fase vegetatif
dan generatif berturut-turut pada total klorofil mendapatkan hasil sejumlah 13,24 mg/g
dan 19,26 mg/g lebih rendah dibandingkan kontrol, namun mengalami peningkatan
jika dibandingkan saat terjadi cekaman salinitas. Klorofil-a saat fase vegetatif dan
generatif berturut-turut mendapatkan hasil 6,95 mg/g dan 9,76 mg/g lebih rendah
dibandingkan kontrol. Klorofil-b saat fase vegetatif dan generatif berturut-turut
mendapatkan hasil dengan jumlah 6,59 mg/g dan 9,50 mg/g. Kandungan karotenoid
juga mendapatkan hasil lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol saat fase vegetatif

dan generatif berturut-turut dengan jumlah 2,15 mg/g dan 4,40 mg/qg.

4.1.5 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Kapasitas

Antioksidan Tanaman Padi Ketan Hitam

Parameter aktivitas antioksidan yang dilakukan antara lain analisis aktivitas
antioksidan ABTS dan peredaman radikal hidroksil. Pengukuran kapasitas antioksidan
menggunakan jumlah total protein pada masing-masing dalam perhitungannya
menggunakan nilai IC50 (Inhibition Concentration 50%) atau konsentrasi
penghambatan 50%. Nilai IC50 yang semakin rendah, maka semakin tinggi kapasitas
antioksidannya, sedangkan semakin tinggi nilai IC50 maka semakin rendah nilai
kapasitas antioksidannya. Berdasarkan hasil analisis sidik ragam (ANOVA), berikut
merupakan hasil analisis kapasitas antioksidan pada tanaman padi Ketan Hitam selama
fase generatif dan vegetatif:

Tabel 4.4 Pengaruh Cekaman Salinitas dan Pemulihan terhadap Nilai IC50 ABTS dan
Nilai IC50 Hidroksil pada Fase Vegetatif dan Generatif Tanaman Padi Ketan Hitam
Konsentrasi Nilai IC50 ABTS Nilai 1C50 Hidroksil

Fase Tahap

NaCl (mM) (ug/uL) (ug/pL)

CeKaman 0 3,1020,04° 3,22+0,04

Vegetatif 80 2,61+0,06 3,08+0,03°
Pemulihan 0 3,16+0,07° 3,22+0,01°

80 3,08+0,04° 3,21+0,03

Cekaman 0 2,89+0,05° 3,18+0,04P

Generatif 80 21410,031 3,04+0,022
Pemulihan 0 3,13+0,04° 3,16£0,02°

80 3,06+0,08° 3,16+0,022

Keterangan: Huruf kecil menunjukkan notasi antar interaksi fase tanaman dan konsentrasi
NaCl dalam tahap yang sama
Angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada tahap yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p < 0.05)
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Fase vegetatif perlakuan kontrol mendapatkan hasil nilai 1C50 3,10 pg/pl dan
pada pemberian 80 mM NaCl mendapatkan hasil nilai aktivitas antioksidan IC50 yang
tinggi sebesar 2,61 pg/ul. Pada fase generatif nilai 1C50 perlakuan kontrol
mendapatkan nilai 2,89 pg/ul dan pada perlakuan 80 mM NaCl mendapatkan nilai
aktivitas antioksidan yang tinggi dibandingkan kontrol dengan nilai 2,14 pg/pl.
Pemulihan setelah cekaman NaCl memberikan nilai aktivitas antioksidan peredaman
radikal ABTS tidak berbeda nyata baik di fase vegetatif dan fase generatif. Fase
vegetatif pada tahap pemulihan setelah tercekam nilai IC50 paling tinggi terdapat pada
perlakuan 80 mM NaCl dengan nilai 1C50 3,09 ug/ul sedangkan nilai IC50 paling
tinggi di fase generatif juga didapati pada perlakuan 80 mM NaCl dengan nilai 1C50
sebesar 3,08 pg/ul.

Pengukuran antioksidan juga dilakukan menggunakan aktivitas antioksidan
terhadap peredaman radikal hidroksil. Hasil nilai 1C50 Hidroksil menunjukkan
berbeda nyata pada fase vegetatif dan fase generatif. Pada perlakuan kontrol di fase
vegetatif tahap cekaman mendapatkan hasil nilai IC50 sebesar 3,22 pg/ul sedangkan
pada perlakuan 80 mM NaCl mendapatkan nilai IC50 yang tinggi yaitu sebesar 3,08
pg/ul. Hasil nilai 1C50 pada fase generatif yang lebih tinggi terdapat pada perlakuan
80 mM NaCl dengan nilai 3,04 pg/ul dibandingkan dengan kontrol hanya
mendapatkan nilai 3,18 pg/pl. Hasil nilai IC50 Hidroksil saat pemulihan dari cekaman
NaCl mendapatkan hasil tidak berbeda nyata. Nilai IC50 saat pemulihan di fase
vegetatif terdapat pada perlakuan 80 Mm NaCl dengan nilai 3,21 pg/ul sedikit lebih
tinggi dibandingkan kontrol yang mendapatkan nilai 3,22 pg/pl. Pemulihan pada fase
generatif juga mendapatkan hasil aktivitas antioksidan pada perlakuan 80 mM NaCl
dengan nilai 1C50 3,16 pg/pl dan memiliki nilai yang sama dengan nilai IC50 tanaman

kontrol.

4.2 Pembahasan

Cekaman salinitas mempengaruhi perubahan pada karakteristik morfologi
maupun biokimia tanaman. Perubahan pada karakteristik morfologi seperti tinggi
sesuai dengan penelitian Rahayu et al. (2020), bahwa penurunan tinggi tanaman

disebabkan karena potensial osmotik di dalam sel menjadi lebih rendah dibandingkan
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dengan potensial osmotik di luar sel karena terjadi akumulasi garam di lingkungan.
Perbedaan potensial osmotik di dalam dan di luar sel tersebut menyebabkan
penyerapan akar terhadap air dan unsur hara terganggu, sehingga pertumbuhan
tanaman menjadi terhambat. Romadloni et al. (2018), dalam penelitiannya
mengemukakan bahwa pertumbuhan tinggi tanaman yang semakin turun disebabkan
oleh adanya cekaman osmotik yang menyebabkan tanaman sulit menyerap air begitu
juga dengan pengaruh ion Na* dan CI- yang berlebihan akibat pemberian NaCl juga
menyebabkan pembelahan dan pembesaran sel terhambat. Penelitian Puvanitha dan
Mahendran (2017), juga menyebutkan bahwa cekaman salinitas memberikan
perbedaan yang signifikan. Penelitian Islam et al., (2007) dan Hakim et al., (2013),
juga menyebutkan tinggi tanaman akan menurun seiring dengan peningkatan kadar
garam pada media tanam fase generatif secara signifikan.

Karakteristik morfologi selain tinggi tanaman, juga berpengaruh pada jumlah
anakan. Jumlah anakan pada fase vegetatif tidak mengalami penurunan seperti pada
fase generatif maupun pada variabel tinggi tanaman. Hal ini menunjukkan bahwa
tanaman dalam merespon cekaman tidak hanya mengurangi tingkat pertumbuhannya
saja, tetapi juga dapat meningkatkan aktivitas metabolisme sebagai respon pertahanan
terhadap cekaman. Peningkatan aktivitas metabolisme tanaman ditunjukkan dengan
pertumbuhan anakan yang lebih cepat dibandingkan dengan tanaman kontrol. Hal ini
sejalan dengan pernyataan Firmansyah et al. (2017), dalam penelitiannya
menyebutkan respon tanaman yang mengalami cekaman salah satunya adalah dengan
penyesuaian osmotik yang dilakukan oleh metabolit organik untuk mempertahankan
nutrisi dan laju penyerapan air, serta mencegah plasmolisis pada sel tanaman.
Mekanisme pertahanan tanaman terhadap cekaman salinitas ini ditunjukkan dalam
peningkatan jumlah anakan yang bertujuan untuk memperluas wilayah tanaman dalam
mempertahankan nutrisi dan laju penyerapan airnya.

Jumlah helai daun pada tanaman perlakuan di fase vegetatif mengalami
peningkatan karena jumlah anakannya juga meningkat akibat adanya perlakuan
cekaman saat fase vegetatif. Fase vegetatif merupakan fase dimana tanaman sedang
fokus terhadap aktivitas pertumbuhan, seperti peningkatan tinggi tanaman. Adanya

cekaman salinitas pada fase vegetatif menyebabkan tinggi tanaman menurun, tetapi
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jumlah anakan dan daun meningkat karena salah satu respon tanaman saat terjadi
cekaman adalah dengan mempercepat aktivitas metabolismenya. Peningkatan
aktivitas metabolisme sebagai respon tanaman menghadapi cekaman menyebabkan
tanaman yang seharusnya sedang dalam proses pertumbuhan, justru memasuki proses
perkembangan dengan meningkatnya jumlah anakan dan helai daun. Penurunan
jumlah anakan ini terjadi karena beberapa anakan yang telah tua tidak dapat bertahan
hidup untuk melanjutkan pertumbuhan dan perkembangannya atau disebut sebagai
kematian. Ketidakmampuan tanaman dalam mempertahankan hidupnya diakibatkan
kerusakan jaringan akibat cekaman salinitas yang terjadi sebelumnya karena toksisitas
ion sehingga ion racun disalurkan ke daun tua dan pelepah daun untuk menyelamatkan
jaringan meristematik muda yang sedang tumbuh (Das et al., 2018)

Cekaman salinitas juga mempengaruhi terhadap perubahan kandungan bikomia
tanaman seperti GABA dan asam amino bebas. Senyawa y-Aminobutyric Acid
(GABA) merupakan senyawa asam amino non-protein dengan jumlah empat karbon
memiliki berbagai fungsi pada hewan dan tanaman (Xu et al., 2017; Khan et al., 2021,
Li et al., 2021). Jumlah kandungan GABA berhubungan dengan jumlah asam amino
karena yang merupakan asam amino non-protein. Adanya hubungan ini dapat menjadi
penegas bahwa peningkatan kandungan GABA terjadi dalam kondisi tanaman terkena
cekaman salinitas. Kandungan GABA yang meningkat saat terjadi cekaman sesuai
dengan pernyataan Kinnersley dan Turano (2000) bahwa suatu pola atau mekanisme
akumulasi GABA terjadi saat adanya cekaman seperti cekaman salinitas. Adanya
cekaman salinitas yang menyebabkan toksisitas ion garam dapat mempengaruhi
fisiologis dan metabolisme tanaman salah satunya penurunan laju sintesis protein
(Swapna, 2003; Xu et al.,, 2013). GABA merupakan prekursor dari senyawa
antioksidan, sehingga adanya kandungan GABA yang meningkat dapat meningkatkan
aktivitas metabolisme antioksidan dalam mengurangi efek kerusakan oksidatif. Hal ini
dikarenakan biosintesis poliamina meningkat pada saat kondisi cekaman, sehingga
dapat meningkatkan aktivitas biosintesis GABA.

Adanya cekaman seperti cekaman salinitas dapat meningkatkan kandungan
asam amino pada tanaman. Hal ini dikarenakan asam amino yang terkandung dalam

tanaman merupakan senyawa yang berfungsi sebagai mekanisme toleransi terhadap
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cekaman. Adanya cekaman salinitas berpengaruh terhadap peningkatan kandungan
asam amino bebas. Hal ini sejalan dengan fungsi asam amino bebas di dalam sel saat
tanaman mengalami cekaman seperti cekaman salinitas yakni sebagai penjaga osmotik
dalam sel. Asam amino sebagai mekanisme toleransi terhadap cekaman adalah dengan
melakukan penyesuaian osmotik sel sehingga turgiditas sel tetap terjaga. Turgiditas
sel dapat dipertahankan dengan meningkatkan potensial osmotik sel dengan
meningkatkan kadar bahan larut di dalam sel seperti asam amino. Asam amino bebas
berhubungan dengan GABA karena asam amino bebas merupakan asam amino yang
tidak berikatan membentuk protein, tetapi hanya sebagai asam amino tidak terikat
(asam amino individu), sehingga jumlah peningkatan GABA sejalan dengan
peningkatan jumlah asam amino bebas.

Kandungan biokimia selain pada GABA dan asam amino bebas, juga terdapat
total protein terlarut. Total protein terlarut merupakan kumpulan asam-asam amino
yang mana protein tersebut larut di dalam air. Penurunan laju sintesis protein ini
menyebabkan jumlah total protein terlarut menjadi menurun saat diberi cekaman.
Protein tersusun atas asam amino yang memiliki berbagai fungsi bagi metabolism
tanaman. Perubahan kandungan total protein terlarut digunakan sebagai indikator
untuk mengetahui kandungan asam amino yang terbentuk dalam meresponi cekaman
salinitas. Nilai kandungan total protein terlarut mengalami penurunan dengan adanya
pemberian cekaman salinitas dan mengalami peningkatan kandungan total protein
terlarut setelah dilakukan pemulihan. Protein tersusun dari asam-asam amino yang
saling terikat dan merupakan salah satu komponen penting penyusun sel.

Penurunan kandungan total protein terlarut pada tanaman dikarenakan protein
yang ada dipecah menjadi asam amino bebas pada saat tanaman tumbuh pada
lingkungan stress yang berfungsi untuk menjaga tekanan osmotik sel. Hal ini
disampaikan oleh Mastur (2016), bahwa adanya cekaman menyebabkan tanaman
menjadi kekurangan air atau dehidrasi sehingga mengakibatkan pengentalan cairan sel
yang. Adanya pengentalan cariran menyebabkan agregasi dan denaturasi protein-
protein, sehingga nilai kandungan total protein terlarut pada tanaman menurun saat
mengalami cekaman. Akumulasi Na* berlebihan akibat adanya cekaman salinitas juga

menjadi faktor penghambat dalam metabolisme seluler seperti sintesis protein dan
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aktivitas enzim, sehingga kandungan total protein terlarut menurun dan
mengakibatkan proses fotosintesis menjadi terganggu (Horie et al., 2012). Selain itu,
pengukuran untuk protein terlarut ini dilakukan untuk mengetahu jumlah protein yang
akan digunakan dalam pengukuran kapasitas antioksidan. Kapasitas antioksidan
merupakan metode yang dilakukan untuk mengetahui seberapa besar protein di dalam
tanaman mampu meredam radikal bebas akibat adanya cekaman.

Kandungan klorofil yang meningkat pada konsentrasi NaCl yang semakin tinggi
dapat disebabkan oleh bertambahnya jumlah kloroplas dalam tanaman (Ekinci et al.,
2012). Klorofil merupakan zat hijau yang terdapat pada daun yang terbuat dari karbon
dan nitrogen serta magnesium sebagai inti klorofil mampu menyerap cahaya matahari
(Nasrudin et al., 2022). Kemampuan klorofil menyerap cahaya matahari guna untuk
melakukan proses fotosintesis dengan optimal. Klorofil memiliki beberapa kandungan
yang terbagi seperti klorofil-a, klorofil-b, karoten dan total klorofil. Kandungan
klorofil-a, klorofil-b dan total klorofil yang menurun dikarenakan peningkatan Na* dan
ROS saat tercekam salinitas. Hal ini mengganggu stabilitas membran kloroplas dan
menguraikan kompleks pigmen lipid dan meningkatnya enzim Kklorofilase untuk
mempercepat proses degradasi (Meng et al., 2023). Klorofil yang menurun juga
disebabkan oleh efek penghambatan dari akumulasi ion garam pada NaCl pada
biosintesis seluruh kandungan klorofil (Ali et al., 2003).

Penelitian Bayat et al. (2022), juga menyebutkan mendapatkan hasil bahwa
semakin tinggi konsentrasi NaCl maka semakin menurun kandungan klorofil. Total
klorofil konsentrasi tertinggi yaitu 13,3 dS/m mendapatkan nilai 0,78 mg/g. Penelitian
Lu et al. (2023), juga memberikan hasil yang sama dimana pada konsentrasi 200 mM
NaCl menurunkan jumlah kandungan total klorofil, klorofil-a dan klorofil-b
dibandingkan dengan kontrol. Efek penghambatan garam pada daun sehingga
menghambat efisiensi fotosintesis pembengkakan tilakoid diikuti oleh gangguan
kloroplastida (Ghosh et al., 2016). lon keseimbangan dan respon metabolisme nitrogen
dari daun tua bibit padi di bawah tekanan garam atau cekaman salinitas (Ubudiyah dan
Nurhidayati, 2013). Tanaman yang sedang berada di bawah cekaman salinitas dapat
menyebabkan akumulasi konsentrasi Na*, CI~ dan NOs™ yang lebih tinggi pada daun

tua dibandingkan dengan daun muda sehingga terjadi toksisitas ion dalam sel.
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Penurunan kandungan Kklorofil-a menyebabkan kemampuan dalam reaksi
merubah energi radiasi cahaya semakin menurun sehingga fotosintesis akan
terhnambat. Klorofil-a dan klorofil-b berperan dalam proses fotosintesis tanaman.
Klorofil-b berfungsi sebagai antena fotosintetik yang mengumpulkan cahaya. Hal ini
berkaitan dengan peningkatan protein klorofil a/b pada LHC Il (Light Harvesting
Complex). Membesarnya antena untuk fotosistem 1l ini akan mempertinggi efisiensi
pemanenan cahaya. Klorofil-b berfungsi sebagai antena yang mengumpulkan cahaya
untuk kemudian ditransfer ke pusat reaksi. Pusat reaksi tersusun dari klorofil-a. Energi
cahaya akan diubah menjadi energi kimia di pusat reaksi yang kemudian dapat
digunakan untuk proses reduksi dalam fotosintesis (Taiz dan Zeiger, 1991).

Ma’ruf (2016), melaporkan bahwa perlakuan tingkat salinitas yang berbeda
dapat menyebabkan jumlah air yang terdapat di dalam tanaman akan berkurang
sehingga turgor sel penutup stomata menurun yang mengakibatkan proses fotosintesis
terganggu dan asimilat yang dihasilkan akan berkurang. Pigmen fotosintesis seperti
klorofil-a dan klorofil-b sangat dipengaruhi oleh cekaman salinitas. Kandungan
klorofil-a dan klorofil-b pada padi yang diinduksi level salinitas tinggi akan
menurunkan kandungan klorofil-a dan klorofil-b hingga 44% dan 27% dibandingkan
dengan tanaman yang tidak terpapar oleh salinitas. Akumulasi Na* yang berlebih pada
tanaman akan menghambat biosintesis klorofil sehingga kandungan klorofil akan
mengalami penurunan saat berada pada cekaman salinitas (Anosheh et al., 2016).

Adanya pemulihan dengan air atau recovery dilakukan sebagai mengembalikan
keadaan lingkungan yang semula setelah tanaman tercekam NaCl. Adanya perlakuan
cekaman NaCl diberikan pemulihan dengan air yang menunjukkan hasil yang
meningkat dari kandungan klorofil-a, klorofil-b, karoten dan total Kklorofil
dibandingkan dengan saat tercekam. Klorofil yang meningkat setelah tercekam
dikarenakan menurunnya kandungan Na® dan fotosintesis meningkat kembali
sehingga penyerapan air kembali meningkat dan memenuhi kebutuhan suplai air
(Rahnama et al., 2010). Tanaman yang selesai tercekam akan mendapatkan potensial
air kembali sehingga ion Mg* yang berfungsi sebagai pembentukan klorofil akan
kembali bias diserap oleh tanaman (Juwarno et al.,, 2021). Efek cekaman NaCl akan

terakumulasi memberikan efek toksik terhadap penyusun pigmen protein yang
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menyusun kloroplas, namun tanaman padi yang tahan akan cekaman salinitas dan
mampu memulihkan proses fotosintesis memiliki kemampuan membran sel yang
mengakumulasi dan mendistribusikan baik itu ion anorganik atau organik (Anugrah et
al.,, 2022).

Anosheh et al. (2016), dalam penelitiannya menyebutkan tanaman yang tumbuh
pada kondisi salin, akan mengalami pengurangan penyerapan air tanaman, toksisitas
ion, ketidakseimbangan dan defisiensi nutrisi serta serta peningkatan produksi reactive
oxygen species (ROS) seperti H20- (hydrogen peroxide), Oz (superoxide), Oz (singlet
oxygen) and OH (hydroxyl radical) yang dapat menyebabkan kerusakan dan kematian
sel. Peredaman radikal bebas menggunakan metode ABTS dan hidroksil. Metode
ABTS dipilih sebagai metode dalam pengukuran kapasitas antioksidan karena sampel
yang digunakan berasa dari sampel protein. Metode ABTS merupakan metode yang
digunakan dalam meredam spesies-spesies radikal bebas secara umum dan efektif
untuk sampel protein. Radikal ABTS mengukur kestabilan radikal bebas melalui donor
proton. Pengukuran kapasitas antioksidan pada metode ABTS ditunjukkan dengan
adanya pemudaran warna pada senyawa ABTS yang berwarna biru-hijau yang akan
semakin memudar apabila terdapat suatu radikal bebas seperti pada sampel tanaman
perlakuan cekaman.

Metode pengujian kapasitas antioksidan selain ABTS, juga menggunakan
metode hidroksil karena radikal hidroksil (OH") merupakan spesies reaktif oksigen
yang paling reaktif, yang mana dihasilkan melalui rekasi fenton. Radikal hidroksil
dapat menyebabkan kerusakan biomolekul seperti lipid, protein dan asam nukleat serta
menjadi faktor penyebab penyakit degeneratif. Pada Tabel menunjukan hasil
pengujian menggunakan nilai IC50 menggunakan peredaman radikal ABTS dan
Hidroksil. Senyawa antioksidan yang terdapat dalam tanaman merupakan senyawa
yang mampu menghambat radikal bebas saat tanaman terkena cekaman dan dapat
mencegah terjadinya kerusakan sel pada tanaman akibat tekanan osmotik (Pratama dan
Siswoyo, 2022). Hasil peredaman terhadap radikal bebas atau reactive oxygen species
(ROS) akan semakin tinggi dalam cekaman salinitas pada konsentrasi 50%, sehingga
peredaman radikal hidroksil semakin tinggi dengan nilai yang didapat sebesar 0,5
mg/mL (Li et al., 2022)



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Perlakuan cekaman salinitas dengan menggunakan NaCl yang diberikan pada
tanaman padi Ketan Hitam dapat mempengaruhi morfologi dan senyawa biokimia
yang terkandung. Cekaman salinitas dengan 80 mM NaCl pada fase vegetatif dan
generatif menurunkan semua nilai variabel karakteritistik morfologi, kecuali pada
jumlah anakan pada fase vegetatif. Cekaman salinitas dengan 80 mM NaCl pada fase
vegetatif dan generatif juga menurunkan kandungan total protein terlarut, klorofil-a,
klorofil-b, total klorofil, rasio klorofil a/b, nilai IC50 ABTS, dan nilai 1C50 hidroksil.
Namun, adanya cekaman salinitas pada fase vegetatif dan generatif justru
meningkatkan kandungan karotenoid, rasio karotenoid/klorofil, dan asam amino bebas
yang sejalan dengan peningkatan kandungan GABA. Cekaman salinitas pada fase
vegetatif 80 mM NaCl meningkatkan kandungan GABA sebesar 8,55 mg/100g yang
memberikan nilai lebih tinggi dibandingkan dengan pemberian 80 mM NaCl pada fase

generatif yaitu sebesar 8,21 mg/100g.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah dilaksanakan tentang pengaruh
cekaman salinitas terhadap kandungan GABA padi Ketan Hitam pada fase vegetatif
dan generatif, maka dapat dilakukan penelitian lebih lanjut terkait penambahan
perlakuan berupa kombinasi cekaman salinitas vegetatif dan generatif, disertai dengan
penelitian untuk produksi dan ekspresi gen GABA.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rangkuman Hasil Analisis Sidik Ragam ANOVA (Analysis of

Variance) Parameter Pengamatan Penelitian setelah Cekaman
Salinitas

Nilai F-Hitung dan Notasi

No. Variabel Pengamatan
Interaksi Fase dan Konsentrasi NaCl
1.  Tinggi Tanaman 16420,62**
2. Jumlah Anakan 144%**
3. Jumlah Daun 1560,47**
4.  Kandungan GABA 6090,54**
5.  Kandungan Total Asam 3445,79
Amino
6.  Kandungan Total Protein 159,31**
Terlarut
7. Kandungan Klorofil-a 4959,87**
8.  Kandungan Klorofil-b 2542,39**
9.  Kandungan Karoten 3813,11**
10. Kandungan Total Klorofil 38458,39**
11. Rasio Klorofil a/b 15,89**
12. Rasio Karoten/Total 44,76**
Klorofil
13. Kapasitas Antioksidan 294,16**
(IC50 ABTS)
14. Kapasitas Antioksidan 25,12**

(1C50 Hidroksil)

Keterangan: (tn) Tidak Berbeda Nyata, (*) Berbeda Nyata, (**) Berbeda Sangat Nyata

Lampiran 2. Analisis Sidik Ragam ANOVA Tinggi Tanaman (cm)
= Tahap Cekaman

Tinggi Tanaman

Fase | Konsentrasi Ulangan Total Ft:z_ STDEV
1 2 3 4

F1 K1 67,20 68,00 67,30 66,30 | 268,80 Fi1k1 | 67,20 0,70
K2 56,30 55,80 55,60 57,50 | 225,20 F1K2 | 56,30 0,85

£ K1 154,40 | 152,90 | 154,70 | 154,80 | 616,80 F2K1 | 154,20 | 0,88
K2 151,20 | 153,20 | 151,70 | 152,30 | 608,40 F2K2 | 152,10 0,86

JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =218398,52

FK = (GT)*2/(r*p) = 184728,04

JK Total =33670,48

JK Perlakuan = 33662,28

52
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B i e B e s
Perlakuan 3 33662,28 | 11220,76 16420,62 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 8,20 0,68
TOTAL 15 33670,48

»= Tahap Pemulihan
Tinggi Tanaman
Fase | Konsentrasi Ulangan Total Rata- STDEV
1 2 3 4 rata
F1 K1 111,70 | 112,80 | 113,10 | 112,60 | 450,20 | F1K1 | 112,55 | 0,60
K2 88,90 90,10 86,80 89,40 | 355,20 | F1K2 | 88,80 1,42
& K1 174,30 | 172,80 | 176,10 | 173,00 | 696,20 | F2K1 | 174,05 1,52
K2 169,90 | 174,00 | 173,50 | 171,30 | 688,70 | F2K2 | 172,18 1,92
JK Total Tak Terkoreksi=7,1272 + ...+ 8,1 =321987,41
FK = (GT)"2/(r*p) =299838,38
JK Total =22149,03
JK Perlakuan =22123,92
Perhitungan ANOVA

B e e B S
Perlakuan 3 22123,92 7374,64 3524,67 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 25,11 2,09
TOTAL 15 22149,03

Lampiran 3. Analisis Sidik Ragam ANOVA Jumlah Anakan (batang)
= Tahap Cekaman
Jumlah Anakan
Fase | Konsentrasi Ulangan Total Ny STDEV
1 2 3 4 Y
F1 K1 3,00 4,00 3,00 2,00 12,00 F1K1 3,00 0,82
K2 7,00 7,00 4,00 6,00 24,00 F1K2 6,00 1,41
E2 K1 24,00 22,00 27,00 23,00 96,00 F2K1 | 24,00 2,16
K2 13,00 | 17,00 | 15,00 15,00 | 60,00 F2K2 | 15,00 1,63
JK Total Tak Terkoreksi =7,1222 + ... + 8,1 =3414,00
FK = (GT)*2/(r*p) =2304,00
JK Total =1110,00
JK Perlakuan =1080,00
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e L g T o
Perlakuan 3 1080,00 360,00 144,00 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 30,00 2,50
TOTAL 15 1110,00
»= Tahap Pemulihan
Jumlah Anakan
Fase | Konsentrasi Ulangan Total Rata- STDEV
1 2 3 4 rata
F1 K1 7,00 7,00 4,00 6,00 | 24,00 F1K1 | 6,00 1,41
K2 7,00 7,00 8,00 6,00 | 28,00 Fik2 | 7,00 0,82
& K1 24,00 | 25,00 | 28,00 23,00 | 100,00 F2K1 | 25,00 2,16
K2 13,00 | 15,00 | 11,00 17,00 | 56,00  F2K2 | 14,00 2,58
JK Total Tak Terkoreksi =7,1222 + ... + 8,1 =3666,00
FK = (GT)"2/(r*p) =2704,00
JK Total =962,00
JK Perlakuan =920,00
Perhitungan ANOVA
S || g T o
Perlakuan 3 920,00 306,67 87,62 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 42,00 3,50
TOTAL 15 962,00
Lampiran 4. Analisis Sidik Ragam ANOVA Jumlah Daun (helai)
= Tahap Cekaman
Jumlah Daun
Fase | Konsentrasi Ulangan Total Rata- | orpev
1 5 3 4 rata
F1 K1 12,00 13,00 13,00 10,00 48,00 F1K1 | 12,00 1,41
K2 18,00 | 16,00 | 17,00 | 21,00 | 72,00 F1K2 | 18,00 = 2,16
£ K1 81,00 | 80,00 | 78,00 81,00 | 320,00 F2K1 | 80,00 1,41
K2 62,00 | 64,00 | 60,00 62,00 | 248,00 F2K2 | 62,00 1,63
JK Total Tak Terkoreksi=7,1222 + ... + 8,1 =42,882,00
FK = (GT)*2/(r*p) =29584,00
JK Total =13298,00
JK Perlakuan =13265,00
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Perhitungan ANOVA

S e | e g e
Perlakuan 3 13264,00 4421,33 1560,47 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 34,00 2,83

TOTAL 15 13298,00

»= Tahap Pemulihan

Jumlah Daun

Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':::: STDEV
1 2 3 4

F1 K1 26,00 | 25,00 | 24,00 29,00 | 104,00 | F1K1 | 26,00 2,16
K2 28,00 | 32,00 | 29,00 23,00 | 112,00 | F1K2 | 28,00 3,74

& K1 94,00 | 91,00 | 96,00 95,00 | 376,00 | F2K1 | 94,00 2,16
K2 57,00 | 55,00 | 57,00 59,00 | 228,00 | F2K2 | 57,00 1,63

JK Total Tak Terkoreksi =7,1222 + ... + 8,1 =3666,00

FK = (GT)"2/(r*p) =2704,00

JK Total =962,00

JK Perlakuan =920,00

Perhitungan ANOVA

e | e | S| e | FTE ] o

Perlakuan 3 12155,00 4051,67 623,33 3,49 5,95 | **

Error (Galat) 12 78,00 6,50

TOTAL 15 12233,00

Lampiran 5. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan GABA (mg/100 g)
= Tahap Cekaman

GABA
Fase | Konsentrasi Ulangan Total Rr:ttz- STDEV
1 2 3 4
. K1 553 | 550 | 5,55 545 | 2203 |FiK1| 551 | 0,04
K2 8,55 8,58 8,48 8,60 34,21 F1K2 8,55 0,05
E2 K1 5,23 5,30 5,18 S 20,91 F2K1 5,23 0,05
K2 8,21 8,24 8,18 8,20 32,83 F2K2 8,21 0,03
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =792,69
FK = (GT)*2/(r*p) = 755,98
JK Total =36,72

JK Perlakuan =36,70
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Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman db Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% Notasi
Perlakuan 3 36,70 12,23 6090,54 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,02 0,00
TOTAL 15 36,72
DMRT = kTG
SD DMRT 0,022407216 ]
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,069036633 0,072263272 0,0742127 0,075512318
5,23 5,51 8,21 8,55 notasi DMRT
F2K1 5,23 0,00 a 0,069037
F1K1 5,51 0,28 0,00 b 0,072263
F2K2 8,21 2,98 2,70 0,00, c 0,074213
F1K2 8,55 3,33 3,05 0,35 0,00[d 0,075512
0,069036633  0,072263272 0,0742127  0,075512318
= Tahap Pemulihan
GABA
. Rata-
Fase | Konsentrasi Ulangan Total rata STDEV
1 2 3 4
F1 K1 5,42 5,47 5,39 5,40 21,68 F1K1 | 5,42 0,04
K2 5,49 5,53 5,47 5,49 21,98 F1K2 | 5,49 0,03
A K1 4,97 4,89 5,23 4,79 19,88 F2K1 | 4,97 0,19
K2 5,06 5,10 5,20 4,88 20,24 F2K2 | 5,06 0,13
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 = 439,52
FK = (GT)"2/(r*p) = 438,55
JK Total =0,98
JK Perlakuan =0,81
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman Gl Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% Notasi
Perlakuan 3 0,81 0,27 19,53 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,17 0,01
TOTAL 15 0,98




SD DMRT 0,058768712 PMRT = K:G
Tabel DMRT

2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,181066401 | 0,189529095 | 0,194641973 | 0,198050559

S7

4,97 5,06 5,42 5,49 notasi
F2K1 4,97 0,00 a 0,181066401
F2K2 5,06 0,09 0,00 a 0,189529095
F1K1 5,42 0,44 0,36 0,00 b 0,194641973
F1K2 5,49 0,52 0,43 0,08 0,00 b 0,198050559

0,181066401 0,189529095 0,194641973 0,198050559

Lampiran 6. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Asam Amino (mg/g)
= Tahap Cekaman

Asam Amino Bebas

Fase | Konsentrasi Ulangan Total Rrgtt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 3,06 3,10 3,12 2,96 12,24 F1KI 3,06 0,07
K2 6,02 6,08 6,00 5,98 24,08 F1K2 6,02 0,04
£ K1 2,94 2,97 2,85 3,00 11,76 F2K1 2,94 0,06
K2 5,64 5,59 5,68 5,63 22,54 F2k2 5,64 0,04
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =344,04
FK = (GT)"2/(r*p) =311,70
JK Total =32,34
JK Perlakuan =32,30
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman clz Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% gotas!
Perlakuan 3 32,30 10,77 3445,79 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,04 0,00
TOTAL 15 32,34
KTG
SD DMRT 0,02795085 PMRT = [——
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,086116568 0,090141 0,092573 0,094194
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2,94 3,06 5,64 6,02
F2K1 2,94 0,00 a 0,09
F1KI 3,06 0,12 0,00 b 0,09
F2K2 5,64 2,70 2,58 0,00 c 0,09
F1K2 6,02 3,08 2,96 0,39 0,00d 0,09
0,09 0,09 0,09 0,09
» Tahap Pemulihan
Asam Amino Bebas
Fase | Konsentrasi Ulangan Total IT':tt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 1,97 2,00 2,01 1,90 7,88 F1KI 1,97 1,97
K2 1,96 2,03 2,06 2,01 8,06 F1K2 | 2,02 1,96
o K1 1,87 1,94 1,88 1,90 7,59 F2Kk1 | 1,90 1,87
K2 1,98 2,03 2,01 1,90 7,92 F2K2 | 1,98 1,98
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =62,87
FK = (GT)"2/(r*p) =62,82
JK Total =0,05
JK Perlakuan =0,03
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel |
Keragaman & Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% Notag
Perlakuan 3 0,03 0,01 4,61 3,49 5,95 | *
Error (Galat) 12 0,03 0,00
TOTAL 15 0,05
SD DMRT 0,022992299 pypr — K16
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,070839275 | 0,07415 | 0,07615 | 0,077484
1,90 1,97 1,98 2,02
F2K1 1,90 0,00 a 0,070839
F1KI 1,97 0,07 0,00 ab 0,07415
F2K2 1,98 0,08 0,01 0,00 b 0,07615
F1K2 2,02 0,12 0,04 0,03 0,00 b 0,077484
0,07 0,07 0,08 0,08




59

Lampiran 7. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Total Protein Terlarut

(mg/g)
» Tahap Cekaman

Total Protein Terlarut
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ertt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 2,08 2,12 1,98 2,14 8,32 F1K1 2,08 0,07
K2 1,68 1,60 1,58 1,60 6,46 F1K2 1,62 0,04
E K1 1,83 1,75 1,89 1,85 7,32 F2K1 1,83 0,06
K2 1,30 1,24 1,28 1,31 5,14 F2K2 1,28 0,03
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =47,76
FK = (GT)*2/(r*p) = 48,36
JK Total =1,40
JK Perlakuan =1,37
Perhitungan ANOVA
Sumber db Jumlah Kuadrat F Hitung F-Tabel N
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 3 1,37 0,46 159,31 3,49 5,95 | **

Error (Galat) 12 0,03 0,46
TOTAL 15 1,40

KTG
SD DMRT 0,026739057 DMRT = |——

Tabel DMRT

2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung | 0,082383034 | 0,086233458 | 0,088559756 | 0,090110622

RATA" 1,28 1,62 1,83 2,08|notasi DMRT
F1K2 1,28 0,00 a 0,082383
F1K1 1,62 0,33 0,00 b 0,086233
F2K2 1,83 0,55 0,22 0,00 c 0,08856
F2K1 2,08 0,80 0,47 0,25 0,00|d 0,090111
0,08 0,09 0,09 0,09
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Total Protein Terlarut

Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 2,58 2,52 2,64 2,59 10,33 | FIK1 | 2,58 0,05
K2 2,70 2,65 2,71 2,76 | 10,81 | F1K2 | 2,70 0,05
F K1 2,56 2,53 2,46 2,68 10,23 | F2K1 | 2,56 0,09
K2 2,73 2,83 2,51 2,85 10,92 | F2K2 | 2,73 0,15
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =112,00
FK = (GT)"2/(r*p) =111,81
JK Total =0,19
JK Perlakuan =0,09
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 0,09 0,03 3,88 3,49 5,95 | *
Error (Galat) 12 0,11 0,01
TOTAL 15 0,19
KTG
SD DMRT 0,046933007 DMRT = |——
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,144600595 | 0,151358948 | 0,155442119 | 0,158164234
RATA" 2,56 2,58 2,70 2,73[notasi DMRT
F2K1 2,56 0,00 a 0,144601
F1K1 2,58 0,02 0,00 ab 0,151359
F1K2 2,70 0,14 0,12 0,00 ab 0,155442
F2K2 2,73 0,17 0,15 0,03 0,00|b 0,158164
0,14 0,15 0,16 0,16




Lampiran 8. Analisis Sidik Ragam ANOVA Nilai IC50 ABTS (ng/pnL)
» Tahap Cekaman
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IC50
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
F1 K1 3,04 3,13 3,11 3,13 12,40 F1KI 3,10 3,04
K2 2,56 2,69 2,65 2,56 10,46 F1K2 2,61 2,56
£ K1 2,87 2,96 2,83 2,90 11,56 F2K1 2,89 2,87
K2 2,11 2,12 2,17 2,15 8,56 F2K2 2,14 2,11
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =117,53
FK = (GT)*2/(r*p) =115,44
JK Total =2,09
JK Perlakuan =2,07
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman L Kuadrat Tengah o 5% 1% N
Perlakuan 3 2,07 0,69 294,16 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,03 0,00
TOTAL 15 2,09
KTG
SD DMRT 0,024189968 DMRT = |—
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung | 0,074529291 | 0,078013 | 0,080117 | 0,08152
2,14 2,61 2,89 3,10
F2K2 2,14 0,00 a 0,074529
F1K2 2,61 0,47 0,00 b 0,078013
F2K1 2,89 0,75 0,28 0,00 C 0,080117
F1KI 3,10 0,96 0,49 0,21 0,00 d 0,08152
0,074529 0,078013 0,080117 0,08152
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IC50
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 3,16 3,20 3,10 3,18 12,64 F1KI 3,16 0,04
K2 3,11 3,07 3,17 2,98 12,32 Fi1k2 | 3,08 0,08
£ K1 3,13 3,22 3,06 3,08 12,50 F2k1 | 3,13 0,07
K2 3,04 3,06 3,04 3,10 12,24 F2Kk2 | 3,06 0,03
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =154,50
FK = (GT)*2/(r*p) = 154,38
JK Total =0,05
JK Perlakuan =0,02
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 0,02 0,01 3,81 3,49 5,95 | *
Error (Galat) 12 0,03 0,00
TOTAL 15 0,05
KTG
SD DMRT 0,023189823 DMRT = |—
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,071447844 | 0,074787 | 0,076805 | 0,07815
3,06 3,08 3,13 3,16
F2K2 3,06 0,00 a 0,071448
F1K2 3,08 0,02 0,00 a 0,074787
F2K1 3,13 0,06 0,05 0,00 ab 0,076805
F1KI 3,16 0,10 0,08 0,03 0,00 b 0,07815

0,071448 0,074787 0,076805 0,07815




Lampiran 9. Analisis Sidik Ragam ANOVA Nilai 1C50 Hidroksil (ng/uL)

» Tahap Cekaman
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IC50
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
- K1 3,21 3,25 3,17 3,26 12,89 F1KI 3,22 0,04
K2 3,07 3,11 3,03 3,09 12,30 Fik2 | 3,08 0,03
£ K1 3,16 3,16 3,24 3,17 12,72 F2Kk1 | 3,18 0,04
K2 3,02 3,05 3,03 3,05 12,15 F2K2 | 3,04 0,02
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 = 156,74
FK = (GT)*2/(r*p) = 156,63
JK Total =0,11
JK Perlakuan =0,09
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat : F-Tabel .
Keragaman & Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% N\

Perlakuan 3 0,09 0,03 25,12 3,49
Error (Galat) 12 0,01 0,00
TOTAL 15 0,11
SDDMRT 0,017351 pMRT — |X1¢

r
Tabel DMRT

2 3 4 5

r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung | 0,053457 | 0,055956 | 0,057465 | 0,058472

3,04 3,08 3,18 3,22 notasi

F2K2 3,04 0,00 a
F1K2 3,08 0,04 0,00 a
F2K1 3,18 0,14 0,11 0,00 b
F1KI 3,22 0,18 0,15 0,04 0,00 b

0,053457 0,055956 0,057465 0,058472

5,95

0,053457
0,055956
0,057465
0,058472

* %
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IC50
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 3,22 3,23 3,23 3,22 12,89 F1KI 3,22 0,00
K2 3,18 3,23 3,25 3,20 12,86 Fik2 | 3,21 0,03
E K1 3,13 3,16 3,18 3,17 12,64 | F2K1 | 3,16 0,02
K2 3,15 3,19 3,17 3,15 12,65 F2K2 | 3,16 0,02
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =162,78
FK = (GT)*2/(r*p) =162,79
JK Total = 0,02
JK Perlakuan =0,01
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 0,01 0,00 1,62 3,49 5,95 | ns
Error (Galat) 12 0,00 0,00
TOTAL 15 0,02
KTG
SD DMRT  0,01005 DMRT = -
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT
Hitung 0,030964 | 0,032411 | 0,033285 | 0,033868
3,16 3,16 3,21 3,22 notasi
F2K1 3,16 0,00 a 0,030564
F2K2 3,16 0,00 0,00 a 0,031993
F1K2 3,21 0,05 0,05 0,00 b 0,032856
F1KI 3,22 0,06 0,06 0,01 0,00 b 0,033431

0,030564 0,031993 0,032856 0,033431
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Lampiran 10. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Klorofil-a (mg/g)
» Tahap Cekaman

Klorofil-a
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
F1 K1 5,02 5,15 4,95 5,09 20,21 F1K1 | 5,05 0,09
K2 4,15 4,19 4,06 4,21 16,61 F1K2 | 4,15 0,07
£ K1 9,60 9,54 9,71 9,56 38,41 F2K1 | 9,60 0,08
K2 7,69 7,76 7,67 7,65 30,77 F2K2 | 7,69 0,05
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =776,66
FK = (GT)*2/(r*p) =702,23
JK Total = 74,43
JK Perlakuan =74,37
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman Cl Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% (R
Perlakuan 3 74,37 24,79 4959,87 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,06 0,00
TOTAL 15 74,43
SD DMRT 0035348191 DMRT = |°
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,108907776 0,113997915 | 0,117073208 | 0,119123403

4,15 5,05 7,69 9,60
F1K2 4,15 0,00 a 0,1089078
F1K1 5,05 0,90 0,00 b 0,1139979
F2K2 7,69 3,54 2,64 0,00 c 0,1170732
F2K1 9,60 5,45 4,55 1,91 0,00 d 0,1191234

0,108907776  0,113997915  0,117073208 0,119123403
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Klorofil-a
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 7,12 7,27 7,10 6,98 28,47 F1K1 | 7,12 0,12
K2 6,95 7,00 6,83 7,03 27,81 F1K2 | 6,95 0,09
F K1 10,22 10,60 10,08 9,98 40,88 F2K1 | 10,22 0,27
K2 9,76 9,46 10,01 9,8 39,03 F2K2 | 9,76 0,23
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =1195,05
FK = (GT)*2/(r*p) =1159,23
JK Total = 35,82
JK Perlakuan = 35,38
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 35,38 11,79 320,61 3,49 CECEN <&
Error (Galat) 12 0,44 0,04
TOTAL 15 35,82
KTG
SD DMRT 0,095897623 DMRT = |——
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,295460578 0,309269835 | 0,317612929 | 0,323174991
6,95 7,12 9,76 10,22
6,95 0,00 a 0,2954606
7,12 0,17 0,00 a 0,3092698
9,76 2,81 2,64 0,00 b 0,3176129
10,22 3,27 3,10 0,46 0,00 c 0,323175
0,295460578 0,309269835 0,317612929 0,323174991




Lampiran 11. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Klorofil-b (mg/g)

» Tahap Cekaman
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Klorofil-b
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
F1 K1 4,31 4,23 4,19 4,47 17,20 F1K1 | 4,30 0,12
K2 3,80 3,88 3,73 3,78 15,19 F1K2 | 3,80 0,06
£ K1 8,52 8,49 8,40 8,66 34,07 F2K1 | 8,52 0,11
K2 7,27 7,20 7,30 7,29 29,06 F2K2 | 7,27 0,05
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =633,05
FK = (GT)*2/(r*p) =570,25
JK Total =62,80
JK Perlakuan =62,70
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman $ Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% S
Perlakuan 3 62,70 20,90 2542,39 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,10 0,01
TOTAL 15 62,80
KTG
SD DMRT 0,045334406 DMRT = AN
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung | 0,139675304 | 0,146203 | 0,150148 | 0,152777
3,80 4,30 7,27 8,52
F1K2 3,80 0,00 a 0,139675
F1K1 4,30 0,50 0,00 b 0,146203
F2K2 7,27 3,47 2,97 0,00 c 0,150148
F2K1 8,52 4,72 4,22 1,25 0,00d 0,152777

0,139675 0,146203

0,150148 0,152777
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GABA
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 6,75 6,59 6,69 6,95 | 26,98 | F1K1 | 6,75 0,15
K2 6,59 6,57 6,49 6,7 | 26,35 F1K2 | 6,59 0,09
F K1 9,92 9,89 9,70 10,15 | 39,66 | F2K1 | 9,92 0,18
K2 9,50 9,70 9,69 9,12 | 38,01 | F2K2 | 9,50 0,27
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =1110,39
FK = (GT)*2/(r*p) =1072,56
JK Total = 37,83
JK Perlakuan = 37,42
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 37,42 12,47 361,39 3,49 Sl e
Error (Galat) 12 0,41 0,03
TOTAL 15 37,83
SD DMRT 0,092887701 pMRT = |KTG
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,286187007 | 0,299563 | 0,307644 | 0,313032
6,59 6,75 9,50 9,92
F1K2 6,59 0,00 a 0,286187
F1K1 6,75 0,16 0,00 a 0,299563
F2K2 9,50 2,92 2,76 0,00 b 0,307644
F2K1 9,92 3,33 3,17 0,41 0,00 c 0,313032

0,286187 0,299563 0,307644 0,313032




Lampiran 12. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Karotenoid (mg/g)

» Tahap Cekaman
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Karotenoid
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
F1 K1 1,59 1,61 1,53 1,60 6,33 F1K1 1,58 0,03
K2 3,17 3,25 3,18 3,08 12,68 F1K2 3,17 0,07
£ K1 3,72 3,65 3,80 3,71 14,88 F2K1 3,72 0,06
K2 6,54 6,50 6,45 6,66 26,15 F2K2 6,54 0,09
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 = 276,59
FK = (GT)"2/(r*p) = 225,33
JK Total =51,26
JK Perlakuan =51,21
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman Y Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% &
Perlakuan 3 36,70 12,23 6090,54 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,02 0,00
TOTAL 15 36,72
SDDMRT 0033452819  DmRr= |
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,103068137 | 0,107885 | 0,110796 | 0,112736
1,58 3,17 3,72 6,54
F1K1 1,58 0,00 a 0,103068
F1K2 3,17 1,59 0,00 b 0,107885
F2K1 3,72 2,14 0,55 0,00 C 0,110796
F2K?2 6,54 4,95 3,37 2,82 0,00 d 0,112736

0,103068 0,107885 0,110796 0,112736
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Karotenoid
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 2,07 2,00 2,16 2,04 8,27 F1K1 2,07 0,07
K2 2,15 2,12 2,23 2,09 8,59 F1K2 2,15 0,06
E K1 422 4,38 4,15 4,13 16,88 F2K1 | 4,22 0,11
K2 4,40 4,50 4,21 447 17,58 F2K2 | 4,40 0,13
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12"2 + ... + 8,1 =184,16
FK = (GT)"2/(r*p) =164,61
JK Total =19,55
JK Perlakuan =19,43
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman N Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% N N
Perlakuan 3 19,43 6,48 680,40 3,49 BIOGH( **
Error (Galat) 12 0,11 0,01
TOTAL 15 19,55
KTG
SD DMRT 0,048787379 DMRT = |—
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,150313914 | 0,157339 | 0,161584 | 0,164413
2,07 2,15 4,22 4,40
F1K1 2,07 0,00 a 0,150314
F1K2 2,15 0,08 0,00 a 0,157339
F2K1 4,22 2,15 2,07 0,00 b 0,161584
F2K?2 4,40 2,33 2,25 0,18 0,00 c 0,164413

0,150314 0,157339 0,161584 0,164413
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Lampiran 13. Analisis Sidik Ragam ANOVA Kandungan Total Klorofil (mg/g)
» Tahap Cekaman

Total Klorofil
Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 3 4
F1 K1 9,35 9,41 9,37 9,28 37,41 F1K1 | 9,35 0,05
K2 7,96 8,00 7,90 7,98 31,84 F1K2 | 7,96 0,04
£ K1 18,12 18,14 18,18 18,05 72,49 F2K1 | 18,12 0,05
K2 14,96 15,01 14,91 14,96 59,84 F2K2 | 14,96 0,04
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =2812,26
FK = (GT)"2/(r*p) = 2539,66
JK Total =272,6
JK Perlakuan = 272,57
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman Y Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% &
Perlakuan 3 272,57 90,86 38458,39 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,03 0,00
TOTAL 15 272,60
SD DMRT 0,024302778 pmrr = (K76
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,074876858 0,078376 | 0,080491 0,0819
7,96 9,35 14,96 18,12
F1K2 7,96 0,00 a 0,074877
F1K1 9,35 1,39 0,00 b 0,078376
F2K2 14,96 7,00 5,61 0,00 c 0,080491
F2K1 18,12 10,16 8,77 3,16 0,00d 0,0819
0,074877 0,078376 0,080491 0,0819
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Total Klorofil
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 13,87 13,94 13,49 14,12 55,42 F1K1 | 13,86 0,27
K2 13,54 13,57 13,22 13,83 54,16 F1K2 | 13,54 0,25
F K1 20,14 20,49 19,78 20,13 80,54 F2K1 | 20,14 0,29
K2 19,26 19,16 19,70 18,92 77,04 F2K2 | 19,26 0,33
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =4067,60
FK = (GT)"2/(r*p) = 4460,90
JK Total = 146,70
JK Perlakuan =145,73
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman e Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% plotas!
Perlakuan 3 145,73 48,58 601,20 3,49 CECEN <&
Error (Galat) 12 0,97 0,08
TOTAL 15 146,70
SD DMRT 0,142126704 pmrr = K76
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,437892375 | 0,458359 | 0,470724 | 0,478967
13,54 13,86 19,26 20,14
F1K2 13,54 0,00 a 0,437892
F1K1 13,86 0,32 0,00 a 0,458359
F2K2 19,26 5,72 5,41 0,00 b 0,470724
F2K1 20,14 6,60 6,28 0,88 0,00 c 0,478967

0,437892 0,458359 0,470724 0,478967




Lampiran 14. Analisis Sidik Ragam ANOVA Rasio Klorofil a/b
» Tahap Cekaman
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Rasio Klorofil a/b

Fase | Konsentrasi Ulangan Total I:tt:- STDEV
1 2 3 4
- K1 1,17 1,13 1,20 1,19 4,69 F1K1 1,17 0,03
K2 1,09 1,10 1,12 1,06 437 F1K2 1,09 0,03
£ K1 1,13 1,11 1,13 1,14 4,51 F2K1 1,13 0,01
K2 1,06 1,02 1,07 1,08 4,23 F2K2 1,06 0,03
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =1984
FK = (GT)*2/(r*p) =19,84
JK Total =0,04
JK Perlakuan =0,03
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman Y Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% &
Perlakuan 3 0,03 0,01 15,89 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,01 0,00
TOTAL 15 0,04
SD DMRT 0,012332207 pmrr = |KT¢
4
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,03799553 | 0,039771 | 0,040844 | 0,04156
1,06 1,09 1,13 1,17
F2K2 1,06  0,00000 a 0,037996
F1K2 1,09 0,03500 0,00000 ab 0,039771
F2K1 1,13 0,07000 0,03500 0,00000 b 0,040844
Fi1K1 1,17 0,11500 0,08000 0,04500 0,00000 c 0,04156

0,037996 0,039771 0,040844  0,04156
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Rasio Klorofil a/b
Fase | Konsentrasi Ulangan Total ':Ztt: STDEV
1 2 3 4
F1 K1 1,06 1,12 1,04 1 4,22 F1K1 1,06 0,05
K2 1,05 1,00 1,06 1,08 4,19 F1K2 1,05 0,03
E K1 1,03 1,07 0,98 1,02 4,10 F2K1 1,03 0,04
K2 1,03 1,01 1,00 1,06 4,10 F2K2 1,03 0,03
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =17,26
FK = (GT)"2/(r*p) =17,24
JK Total =0,02
JK Perlakuan =0,00
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman N Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% N N
Perlakuan 3 0,00 0,001 0,67 3,49 5,95 | ns
Error (Galat) 12 0,02 0,001
TOTAL 15 0,02

Lampiran 15. Analisis Sidik Ragam ANOVA Rasio Karotenoid/Total Klorofil

= Tahap Cekaman

Rasio Karotenoid/Total Klorofil
Fase | Konsentrasi Ulangan Total erttg- STDEV
1 2 3 4
Y K1 0,17 0,20 0,19 0,13 0,69 F1K1 | 0,17 0,03
K2 0,40 0,35 0,46 0,4 1,61 F1K2 0,40 0,05
& K1 0,21 0,24 0,22 0,15 0,82 F2K1 | 0,21 0,04
K2 0,44 0,44 0,49 0,38 1,75 F2K2 | 0,44 0,05
JK Total Tak Terkoreksi = 7,122 + ... + 8,1 =1.72
FK = (GT)"2/(r*p) =1,48
JK Total =0,24
JK Perlakuan =0,22
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman db Kuadrat Tengah fiiitvog 5% 1% Notasi
Perlakuan 3 0,22 0,073 44,76 3,49 5,95 | **
Error (Galat) 12 0,02 0,002
TOTAL 15 0,24




75

SD DMRT 0,020168561 DMRT = KTe
Tabel DMRT
2 3 4 5
r-table 3,081 3,225 3,312 3,37
DMRT Hitung 0,062139335 | 0,065044 | 0,066798 | 0,067968
0,17 0,21 0,40 0,44
F1K1 0,17 0,00 a 0,062139
F2K1 0,21 0,03 0,00 a 0,065044
F1K2 0,40 0,23 0,20 0,00 b 0,066798
F2K2 0,44 0,27 0,23 0,04 0,00 b 0,067968
0,062139 0,065044 0,066798 0,067968
= Tahap Pemulihan
Rasio Karotenoid/Total Klorofil
. Rata-
Fase | Konsentrasi Ulangan Total rata STDEV
1 2 3 4
7 K1 0,15 0,23 0,12 0,1 0,60 F1K1 | 0,15 0,06
K2 0,16 0,25 0,12 0,1 0,63 F1K2 | 0,16 0,07
- K1 0,21 0,20 0,26 0,18 0,85 F2K1 | 0,21 0,03
K2 0,23 0,21 0,28 0,19 0,91 F2K2 | 0,23 0,04
JK Total Tak Terkoreksi = 7,12°2 + ... + 8,1 =0,61
FK = (GT)"2/(r*p) = 0,56
JK Total =0,05
JK Perlakuan =0,02
Perhitungan ANOVA
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel .
Keragaman & Kuadrat Tengah F Hitung 5% 1% Notasi
Perlakuan 3 0,02 0,006 2,34 3,49 5,95 | ns
Error (Galat) 12 0,03 0,003
TOTAL 15 0,05




