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PENGARUH PRA-PERLAKUAN PARAQUAT TERHADAP
KANDUNGAN SENYAWA ANTIOKSIDAN PADA
TANAMAN TEMBAKAU (Nicotiana tabacum L.) var. MKY
YANG TERCEKAM KEKERINGAN

Nama Mahasiswa : Muhammad Ichsan Al Farisy
NRP : 1513100066
Departemen : Biologi

Dosen Pembimbing  : Dr. Nurul Jadid, M.Sc

Abstrak

Kekeringan merupakan faktor utama yang membatasi
pertumbuhan dan perkembangan tanaman serta berpengaruh
terhadap produktivitas tanaman di seluruh dunia, utamanya di
daerah tropis. Salah satu bentuk pertahanan tanaman yaitu dengan
melakuan mekanisme produksi antioksidan berupa asam askorbat.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh (PQ)
paraquat terhadap kandungan asam askorbat, klorofil, kandungan
air relatif dan malondialdehid pada tembakau (Nicotiana tabacum
L.) var. MKY vyang dicekam kekeringan. Cekaman kekeringan
dilakukan dengan cara melakukan penghentian pemberian air
pada tanaman, serta digunakan PQ dengan konsentrasi 0.0005,
0.001, 0.0025, dan 0.005%. Parameter yang diukur adalah
kandungan Malondialdehide (MDA), asam askorbat (AsA),
klorofil, dan kandungan air relatif. Pemberian pra-perlakuan
menggunakan paraquat dengan konsentrasi tersebut terbukti
mampu meningkatkan kandungan senyawa antioksidan berupa
asam askorbat, kandungan klorofil, kandungan air relatif, namun
tidak berpengaruh signifikan terhadap kandungan
malondialdehid. Paraquat dengan konsentrasi 0.001% dinilai
merupakan konsentrasi yang paling optimal sebagai second
messenger untuk meningkatkan respon N. tabacum dibawah
cekaman kekeringan .

Kata kunci: Antioksidan, MDA, Paraquat, ROS, N.tabacum var
MKY
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THE EFFECT OF PARAQUAT PRETREATMENT TO
ANTIOXIDANT CONTENT IN TOBACCO (Nicotiana
tabacum L.) Var MKY IN DROUGHT STRESS

Nama Mahasiswa : Muhammad Ichsan AlFarisy
NRP : 1513100066
Departemen : Biologi

Dosen Pembimbing  : Dr. Nurul Jadid, M.Sc

Abstract

Drought is the major factor that limit the plant growth and
development also effected to plant productivity in the world,
especially in the tropical country. Like other plants, tobacco also
develop a defense mechanism to response drought stress. One of
the response mechanism is producing an antioxidant such as
ascorbic acid. The airm of this research in to understand the
effect of PQ to ascorbic acid, chlorophyll, relative water, and
malondialdehyde content on tobacco (Nicotiana tabacum L.) var.
MKY in drought stress.Drought stress given by stopping the water
treatment, and give paraquat (PQ) with low concentration
(0.0005, 0.001, 0.0025, dan 0.005%). The measured parameter is
Malondialdehyde content (MDA), ascorbic acid (T-AsA),
chlorophyll, and relative water content. Based on these, the
research about the antioxidant enhancement in the drought
condition is needs. Pretreatment with this consentration proved
be able to increase the antioxidant content such as ascorbic acid,
chlorophyll content, relative water content, but no significant
effect on malondialdehyde. Pretreath paraquat with 0.001% is the
most optimum concentration as a second messenger to increase
N. tabacum response in drought stress condition.

Key word: Antioxidant, MDA, Paraquat, ROS, Signaling,
N.tabacum var MKY
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cekaman lingkungan merupakan salah satu faktor eksternal
yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
tanaman (Taiz et al., 1991). Seperti halnya tanaman lain,
produktivitas tanaman tembakau (Nicotiana tabacum L.) juga
dipengaruhi oleh cekaman biotik dan abiotik. Faktor biotik
meliputi serangan serangga, jamur dan mikrobia (Abiri et al.,
2017). Sedangkan faktor cekaman abiotik meliputi kekeringan,
suhu ekstrim, cekaman genangan, salinitas (Aysin, 2015).
Diantara faktor abiotik tersebut, kekeringan merupakan faktor
utama yang membatasi pertumbuhan dan perkembangan tanaman
serta berpengaruh terhadap produktivitas tanaman di seluruh
dunia, utamanya di daerah tropis (Nosalwicz, 2016).

Tembakau (N. tabacum L.) merupakan salah satu spesies
dalam famili Solanaceae yang bernilai ekonomi tinggi (Rachmat
et al., 2010). Tanaman tersebut merupakan tanaman non-pangan
asli Amerika yang banyak dibudidayakan di hampir seluruh dunia
(Darvishzadeh et al., 2013). Sejauh ini, daun tembakau diproses
secara komersial sebagai bahan utama rokok dan cerutu
(Denduangboripant et al., 2010). Namun demikian, tembakau
juga memiliki potensi untuk dikembangkan dalam industri
kosmetik (Ru et al., 2012), bioenergi (Martinez et al., 2017),
biopestisida dan industri farmasi (Davalieva, 2010). Selain itu,
tanaman tersebut juga digunakan sebagai salah satu sistem model
yang paling penting dalam pengembangan bioteknologi tanaman
(Davalieva et al., 2010).

Di Indonesia terdapat banyak varietas tembakau yang telah
dibudidayakan oleh petani. Beberapa varietas tersebut antara lain
adalah Prancak 95, Marakot , Jepon Mawar, dan MKY. Masing-
masing varietas tersebut memiliki karakteristik yang khas, baik
karakter morfologi, fisiologi dan fitokimia (PT SADHANA,
2016).  Seperti halnya tanaman yang lain, tembakau juga
memiliki mekanisme respon terhadap cekaman kekeringan.



Respon tersebut meliputi respon morfo-anatomi, fisiologi,
molekuler dan biokimia (Shuai et al., 2011; Yui et al., 2011).
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa cekaman kekeringan
dapat menghambat pertumbuhan akar (Ai et al., 2013) , daun,
batang (Sun et al., 2013) dan menginduksi penutupan stomata
(Esmaeilpour, 2016). Selain itu Hyskova (2014) juga
menyebutkan bahwa cekaman kekeringan berdampak pada
menurunnya laju fotosintesis. Menurut penelitian yang dilakukan
oleh Estiasih (2012), cekaman kekeringan juga berdampak pada
perubahan ekspresi dari beberapa gen responsif terhadap cekaman
kekeringan, diantaranya NtABA2, NtERD10B dan NtLTPI pada
tiga varietas (Marakot, Jepon Mawar dan MKY) , varietas MKY
memiliki respon yang paling baik diantara ketiga varietas yang
lain terhadap cekaman kekeringan.

Selain itu, salah satu bentuk umum respon tanaman terhadap
cekaman kekeringan adalah diproduksinya ROS (Reactive
Oxygen Species) dalam jumlah berlebih (Nxele, 2017). ROS yang
terbentuk dapat menyebabkan deformasi membran sel sebagai
akibat stres oksidatif pada membran lipid dan apparatus
fotosintesis, merusak biomolekul lain seperti protein dan DNA
hingga menyebabkan mutasi (Sgherri, 1995). Beberapa contoh
jenis ROS yang sangat reaktif adalah singlet oksigen (‘O,),
hydrogen peroksida (H,O,), superoksida (O,) dan radikal
hidroksil (‘OH). Selain memberi dampak negatif, pada
konsentrasi yang rendah, ROS juga berfungsi sebagai second
messenger dalam sistem transduksi sinyal respon tanaman
terhadap cekaman lingkungan (Liu, 2009).

Penelitian yang dilakukan oleh Liu et al. (2009) membuktikan
bahwa pra perlakuan menggunakan Paraquat (PQ) mampu
meningkatkan enzim antioksidan dan melindungi sel-sel dari
kerusakan oleh ROS pada tanaman mentimun (Cucumis sativus)
dibawah cekaman kekeringan. Pra perlakuan tersebut dapat
digunakan sebagai alternatif dalam meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap cekaman kekeringan . PQ adalah herbisida
yang memiliki komponen aktif berupa metil viologen (MV; 1,1'-



dimetil-4,4'-bipyridinium diklorida), memberi efek phytotoxic
pada tanaman dengan mentransfer elektron dari fotosistem | ke
molekul oksigen, mengakibatkan akumulasi radikal superoksida
di kloroplas (Lascano, 2012). Hingga saat ini, penelitian tentang
pengaruh PQ terhadap kandungan senyawa antioksidan pada
tanaman tembakau varietas yang banyak dikembangkan di
Indonesia masih jarang dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian PQ terhadap
peroksidasi lipid, sintesis senyawa antioksidan pada tanaman
tembakau (Nicotiana tabacum L.) Var.MKY yang tercekam
kekeringan.

1.2 Permasalahan

Permasalahan dalam penelitian ini yaitu bagaimana pengaruh
PQ terhadap kandungan asam askorbat, klorofil, kandungan air
relatif dan malondialdehid pada tembakau (Nicotiana tabacum L.)
var. MKY yang dicekam kekeringan.

1.3 Batasan masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah:
1. Tembakau var. MKY yang diperoleh dari PT. Sadhana
2. Pemberian perlakuan cekaman kekeringan dilakukan
secara in vivo
3. Senyawa antioksidan yang dianalisa antara lain adalah
asam askorbat

1.4 Tujuan

Peneitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh PQ
terhadap kandungan asam askorbat, klorofil, kandungan air relatif
dan malondialdehid pada tembakau (Nicotiana tabacum L.) var.
MKY yang dicekam kekeringan.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan alternatif
metodologi dalam meningkatkan ketahanan tanaman terhadap
cekaman kekeringan pada tanaman tembakau.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Tembakau

Nicootiana tabacum merupakan tanaman asli Amerika yang
sekarang dibudidayakan secara komersial di seluruh dunia.
Nicotiana tabacum adalah tanaman tahunan yang mampu tumbuh
hingga tinggi 1- 2 meter , dengan daun hijau besar, lonjong-
lanset, bunga berwarna putih-merah muda, merah atau
kemerahan, dengan panjang bunga 4 -5 cm (Kishore, 2014)
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Gambar 2. 1 (A) Tanaman tembakau , (B) Biji , (C) Bunga, dan
(D) Daun tembakau



2.2 Klasifikasi Taksonomi
Tembakau memiliki klasifikasi taksonomi sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Order  : Solanales
Family : Solanaceae
Genus  : Nicotiana
Species : Nicotiana tabacum var MKY
(Kishore, 2014)

2.3 Varietas MKY

Varietas MKY memiliki habitus silindris dan tinggi 207,0 cm
(180,3cm — 233,7cm).batang berwarna hijau dan berbulu,
berdiameter 2,72 cm (2,19cm-3,25cm). daun berjumlah sedang
yaitu 25 lembar ( 20-30 lembar), panjangnya 57,2 cm (51,0cm —
63,3 cm), lebarnya 32,3 cm (26,1cm — 39,6 cm) berbentuk oval,
tepi berombak, permukaan daun berploi, bentuk bunga italic
inverted conical (PT.Sadhana, 2016)

Gambar 2.2 Morfologi tembakau Varietas MKY (Sadhana,
2016)



2.4 Paraguat

Herbisida  paraquat  termasuk  kelompok herbisida
Bipyridylium, yaitu memiliki dua cincin pyridyl. Kelompok
herbisida ini dapat merusak jaringan tanaman dengan cepat, yang
mengakibatkan tanaman kelihatan terbakar yang mengarah
kepada kerusakan membran sel. Herbisida ini termasuk senyawa
bermuatan positif, yang akan direduksi oleh fotosintesis untuk
membentuk radikal bebas yang relatif tidak stabil. Radikal bebas
ini mudah dioksidasi dengan adanya oksigen untuk membentuk
kembali ion aslinya dan hidrogen peroksida, yang akan merusak
jaringan tanaman. Pada tingkat selular akan menyebabkan
pecahnya membran sel dan kloroplas (Chia et al., 1982). Paraquat
diaplikasikan melalui daun dan tidak bisa lewat akar, karena
struktur kimia paraquat yang bermuatan positif cenderung untuk
berikatan dengan tanah yang bermuatan negatif (Mckersie &
Leshem, 1994).

Herbisida paraquat merupakan herbisida yang memiliki
ikatan elektrolit yang kuat. Paraquat bekerja secara kontak non-
selektif dengan cara merebut elektron pada rantai transpor
elektron fotosintesis PS |. Pada keadaan ini paraquat menjadi
tidak stabil sehingga berusaha untuk melepaskan elektron
tersebut. Reaksi ini menghasilkan radikal bipyridyl yang akan
bereaksi dengan oksigen membentuk superoksida, proses
selanjutnya akan terbentuk hidrogen peroksida dan radikal
hidroksil. ROS ini akan menginduksi terjadinya peroksidasi lipid,
penurunan laju fotosintesis, dan kehilangan integritas membran
(Chia et al., 1982). Struktur kimia paraquat ditunjukkan pada
gambar 2.3.



H3CC'—N'\ / \ / N*—CHs

Cl

(Watts, 2011)

Gambar 2.3 Struktur kimia paraquat, 1,1’-dimethyl- 4,4’-
bipyridilium ion (diklorid)

Kerusakan membran ini terjadi karena reaksi antara radikal
bebas yang sangat reaktif berikatan dengan asam lemak pada
membran. Asam lemak merupakan bagian dari fosfolipid,
komponen utama penyusun membran. Pada bagian ekor fosfolipid
ini terdapat ikatan ganda yang akan cenderung diikat oleh
molekul reaktif tersebut. Ikatan ini mengakibatkan asam lemak
yang semula tidak jenuh, menjadi jenuh. Hal ini akan merubah
struktur membran dan menurunkan permeabilitas membran, pada
tahap selanjutnya dapat mengakibatkan kebocoran pada membran
(Chia et al., 1982). Perlakuan dengan paraquat dapat menurunkan
kandungan klorofil dan protein daun sehingga terjadi peningkatan
penghambatan fotosintesis tanaman. Perlakuan paraquat tidak
mempengaruhi aktivitas rubisko tapi dapat meningkatkan laju
fotorespirasi (Popova et al.,, 2003). Gejala kerusakan akibat
perlakuan paraquat dapat menimbulkan nekrosis pada daun dan
juga menimbulkan bintik-bintik pada jaringan daun.

2.5 Cekaman kekeringan

Air memilki peranan yang sangat penting dalam kehidupan
tanaman. Setiap tanaman harus dapat menyeimbangkan antara
proses kehilangan air dan proses penyerapannya, bila proses
kehilangan air tidak diimbangi dengan penyerapan melalui akar
maka akan terjadi kekurangan air didalam sel tanaman yang dapat



menyebabkan berbagai kerusakan pada banyak proses dalam sel
tanaman (Taiz et al., 2002)

Menurut Adisaranto (2005) jumlah air yang dibutuhkan
tanaman untuk pertumbuhannya berbeda-beda pada tiap jenis
tanaman. Pada tanaman tembakau (Nicotiana tabacum) jumlah air
yang dibutuhkan selama hidupnya sebesar 300 — 650 mm, bila
kebutuhan air tidak terpenuhi maka prses pertumbuhan dan
perkembangan tanaman akan terganggu.

Cekaman lingkungan merupakan tantangan utama dalam
memproduksi tanaman secara berkelanjutan. Dalam menghadapi
kondisi stress lingkungan, tanaman memberikan respon secara
fisiologi dan biokimia, sebagai upaya untuk menerima,
menghindari dan menetralisir pengaruh dari cekaman. Sifat peka
dan toleran suatu tanaman bergantung kepada sifat genetik dan
respon biokimia yang dimiliki suatu spesies, sehingga selama
bertahun-tahun para peneliti memfokuskan diri untuk membangun
aaptabilitas tanaman secara genetik dan biokimia menghadadpi
berbagai kondisi cekaman lingkungan (Dubey,1995)

Cekaman kekeringan merupakan pengaruh faktor lingkungan
yang menyebabkan air tidak tersedia bagi tanaman, yang dapat
disebabkan antara lain oleh tidak tersedianya air di daerah
perakaran tanaman dan kebutuhan air yang besar di daerah daun
dimana laju evaporasi melebihi laju absorbsi air oleh akar
tanaman (Hamim, 2004).

Ketika jumlah absorbsi air mulai terbatas, maka tanaman
memiliki mekanisme untuk mencegah kehilangan air dengan
melakukan penutupan stomata. Perubahan pada ketahanan
mekanisme stomata sangat diperlukan untuk mengatur kehilangan
air oleh tanaman dan untuk mengatur pengambilan
karbondioksida (CO,) yang penting untuk ketersediaan fiksasi
CO, selama proses fotosintesis (Taiz , 2002).

Relatif Water Content (RWC) yang menggambarkan kadar
relatif air daun merupakan parameter ketahanan tanaman
menghadapi cekaman kekeringan. Proses fotosintesis pada
sebagian besar tanaman akan mulai tertekan bila nilai RWC
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tanaman lebih rendah dari 70 persen, sehingga tanaman
memerlukan pengaturan dalam tubuhnya diantaranya dengan
melakukan penutupan stomata (Quilambo, 2004)

Mekanisme penutupan stomata dipengaruhi oleh ABA juga
dipengaruhi oleh adanya penurunan konduktansi hidrolik daun
(leaf hydraulic conductance) sehingga terjadi pengurangan
tekanan turgor daun sebagai upaya penyelamatan proses
fotosintesis agar tetap dapat berjalan (Brobrib, 2003)

Tanaman memiliki reaksi yang sangat kompleks menghadapi
cekaman kekeringan. Bentuk morfologi, anatomi dan metabolism
tanaman yang berbeda menyebabkan tanaman memiliki respon
yang beragam. Ketika kekeringan semakin meningkat maka
tanaman menyesuaikan diri melalui proses fisiologi yang
kemudian diikuti perubahan struktur morfologi tanaman seperti
layu, meningkatkan pertumbuhan akar dan menghambat
pertumbuhan  pucuk, Penurunan pertumbuhan vegetative
menyebabkan penurunan prouksi seperti berkurangnya hasil
panen secara kualitas maupun kuantitas (Taiz et al., 2002).

Pada kondisi tercekam, tanaman tidak dapat mengekspresikan
potensial genetiknya secara penuh. Berbagai kondisi cekaman
lingkungan menyebabkan perubahan penting pada ekspresi gen
tanaman, terjadinya peningkatan akumulasi ion anorganik,
terjadinya peningkatan akumulasi ion anorganik, terjadinya
perubahan pada sintesis protein dengan mengeluarkan protein
baru yang spesifik pada kondisi cekaman tertentu, serta perilaku
berbagai macam enzim (Patakas et al., 2002)
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2.6 Reactive Oxygen Species (ROS)

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan radikal bebas
yang sangat berbahaya bagi makhluk hidup. Pada tanaman ROS
terbentuk dalam sel melalui beberapa cara yaitu : 1. Produksi
fotokimia ke atmosfer akibat pencemaran udara, 2.Penyumbangan
elektron langsung ke oksigen ketika terjadi fotosintesis terutama
pada kondisi cahaya yang tinggi dan konsentrasi CO, pada
kloroplas yang rendah. 3.Respon terhadap kondisi cekaman
seperti kekeringan, suhu tinggi, salinitas, ozon dan serangan
mikroba (Pritchard et al.,1996).

ROS yang terbentuk akan berbahaya bagi sel tanaman karena
dapat mengoksidasi membrane lipid dan apparatus fotosintesis .
Melalui berbagai reaksi metabolisme tanaman, oksigen dapat
diubah menjadi bentuk molekul yang sangat reaktif seperti singlet
oksigen (‘O,), hydrogen peroksida (H,0,), superoksida (O,") dan
radikal hidroksil (‘OH). Superoksida dapat berubah bentuk
menjadi  hydrogen peroksida (H,0,), radikal ini dapat
menyebabkan kerusakan melalui beberapa cara yaitu memutus
ikatan rantai protein, merusak membrane lemak dan bereaksi
dengan DNA sehingga menyebabkan mutasi sel (Sgherri et al ,
1995). Alur metabolik ROS ditunjukkan pada gambar 2.4.

0,—€ +0; —¢ »07—€ >0 <2 00— >0
| |

4
2H le lH

H,0, H,O  OH.

Fe'

Haber-Weiss:
Fenton reactions

Fe’

Gambar 2.4 Alur metabolik dalam pengurangan univalen dari
molekul oksigen (O,) ke air (H,0) yang mengarah ke generasi
berbagai spesies oksigen reaktif intermediet (ROS) pada tanaman
(Halliwell, 2000)
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Terbentuknya H,0, di kloroplas terjadi karena terhambatnya
proses fotosintesis menyebabkan tanaman kelebihan energy
elektron yang ditangkap oleh pusat reaksi tidak dapat dilepas atau
dipantulkan secara aman sehingga merusak perangkat fotosistem
Il pada kloroplas dan membran lipid (Kader,1996)

Prochazkova et al (2001) menerangkan bahwa cekaman
kekeringan diketahui dapat menyebabkan kerusakan oksidatif
pada tanaman dengan menginduksi pembentukan senyawa ROS.
Hal ini karena tanaman yang terkena cekaman kekeringan akan
menginduksi ABA sehingga terjadi penutupan stomata untuk
mengurangi laju transpirasi. Stomata yang tertutup menyebabkan
rendahnya kandungan CO, pada kloroplas tidak dapat melepaskan
energy yang diperolen dari proses fotosintesis secara aman
sehingga terbentuklah superoxide anion (O,”) yang menyebabkan
kerusakan oksifatif pada organel fotosintesis.

Sebagai upaya untuk mengurangi dampak kerusakan sel
akibat cekaman oksidatif maka tanaman membentuk enzim
senyawa antioksidan (lihat Gambar 1) yang dapat mengkatalisis
reaksi untuk mengurangi tingkat detoksifikasi ROS secara
langsung maupun tidak langsung di dalam sel tanaman (Pritchard
et al.,2000). Sistem enzim ditunjukkan pada gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Ringkasan sistem enzim dapat bekerja dalam
menetralisir racun ROS pada mitokondria tanaman. Ke ETC:
electron transport chain, IDHC: isocitrate dehydrogenase,
MnSOD: Mn-superoksida dismutase: Trx: thioredoxin (Pritchard
et al. 2000)

Sistem antioksidan didalam sel tumbuhan menyediakan
perlindungan melawan pengaruh racun dari oksigen spesies yang
aktif. Komponen penting dari sistem perlindungan itu adalah
pertahanan secara enzimatis, seperti SOD dan katalase yang dapat
menghindari 02~ dan H,O, selain metabolit seperti askorbat,
glutation dan tokoperol yang berfungsi untuk mengatur tingkat
keaktifan oksigen pada jaringan tanaman (Bosch et al , 2002)

Untuk melindungi apparatus fotosintesis dari kerusakan
oksidatif, tanaman harus melepaskan kelebihan energy cahaya
yang diterima. Perlindungan dapat terjadi dengan penurunan
efisiensi  fotokimia lewat siklus xanthophyll atau dengan
pengaturan aliran electron yang melibatkan lintasan alternative
seperti fotorespirasi dan reaksi peroksidasi mehler. Lintasan
fotorespirasi dan siklus xanthophyl dapat menyebabkan
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peningkatan jumlah produksi spesies oksigen yang dapat
meracuni tanaman berupa O, dan H,O, (Bosch et al.,2002).

2.7 Respon terhadap ROS

Selama proses fotosintesis ROS dibentuk dan dirombak
kembali. Pembentukan ROS akan meningkat ketika kondisi
lingkungan tidak menguntungkan terus terjadi, namun tanaman
mempunyai suatu mekanisme penyelamatan terhadap kondisi
tersebut. Mekanisme penyelamatan ini antara lain melalui
mekanisme antioksidan baik yang bersifat enzimatik maupun
nonenzimatik untuk menghindari kerusakan yang terjadi akibat
stres oksidatif. Mekanisme non-enzimatik antioksidasi meliputi
senyawa-senyawa antioksidan seperti: asam askorbat (AsA),
glutation (GSH), termasuk juga tocopherol, flavonoid, alkaloid
dan karotenoid (Apel and Hirt 2004).

AsA atau vitamin C merupakan asam organik dengan
kemampuan antioksidan. AsA dapat larut dalam air dan sangat
mudah dioksidasi yaitu sebagai senyawa reduktan. AsA akan
rusak ketika ditempatkan pada cahaya atau panas yang akan
berubah dalam bentuk teroksidasi yaitu asam dehidroaskorbat
(Tiez ,2006). Metabolisme redoks Asam askorbat ditunjukkan
pada gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Metabolisme redoks asam askorbat .

Askorbat memenuhi banyak fungsi penting pada biologi
tanaman (Noctor and Foyer 1998). Askorbat juga digunakan
sebagai ko-faktor untuk violaxanthin de-epoxidase pada siklus
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xanthophyll. Proses ini dilibatkan dalam perlindungan pelepasan
penyerapan cahaya dalam bentuk panas dan bisa diukur sebagai
NPQ dari klorofil fluorescence (Sonja et al., 2002). ASA sebagai
senyawa antioksidan dapat berinteraksi dengan membran plasma
dan mendonorkan elektronnya ke radikal -tocopheroxyl dan
aktivitas trans-membran plasma oksidoreduktase. Recycling
tocopheroxyl dapat membantu melindungi membran plasma dari
peroksidasi (May,1999). Mekanisme penyelamatan secara
enzimatik melibatkan enzim antioksidan antara lain yaitu:
superoksida dismutase (SOD); askorbat peroksidase (APX);
monodehidroaskorbat reduktase (MDHAR); dehidroaskorbat
reduktase (DHAR); glutation reduktase (GR); katalase (CAT) dan
glutation peroksidase (GPX), sebagai akibat dari peningkatan
radikal bebas di kloroplas (Aroca, 2000; Borsani et al. 2001;
Huang, 2001; Foyer, 1998; Sonja et al., 2001).

Enzim antioksidan seperti SOD, dibutuhkan untuk merubah
superoksida menjadi bentuk radikal oksigen (0% dan H,0,.
Hidrogen peroksida ini merupakan oksidan kuat yang dapat
mengganggu proses fotosintesis di kloroplas. Keberadaan enzim
CAT dapat merubah H,0, menjadi air dan oksigen Reduksi H,0,
ini membutuhkan senyawa reduktan yaitu ASA. Enzim APX
dengan 2 molekul ASA akan mereduksi H,O, menjadi air dan
membentuk MDHA. MDHA memiliki elektron bebas sehingga
harus segera direduksi menjadi ASA atau dehidroaskorbat
(DHA). DHA reduktase selanjutnya akan mereduksi DHA
menjadi ASA. Pada reaksi ini digunakan glutation (GSH) sebagai
substrat dan membentuk glutation disulpida (GSSG). GSSG dapat
kembali membentuk GSH oleh NADPH yang dikatalisis oleh GR
(Noctor and Foyer 1998). Siklus Askorbat Glutation ditunjukkan
pada gambar 2.7.



m!u:u:+ NADPH+H*
\ 7GR_I /
268H ~———— . GSSG
/ DHAR N
\
DH
Non-enzymic A’;”‘R \M
disproportionation Napp*
' NADPH+H
MD~HA
\
| P w /
Hio2
SOD
~———#*0
0, + 0, +2H* —-/ x
0, —~

cloc!ron donation to oxygen

17

Gambar 2.7 Siklus askorbat-glutation (Noctor and Foyer 1998)

2.8 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid adalah senyawa organik dengan rumus
umum CH,(CHO), , spesies reaktif ini terjadi secara alami dan
merupakan penanda untuk stres oksidatif. Struktur kimia MDA

ditunjukkan pada gambar 2.8.
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Malondialdehyde dihasilkan dari peroksidasi lipid asam
lemak tak jenuh ganda (Davey et al., 2005). Tingkat peroksidasi
lipid dapat diperkirakan dengan jumlah MDA dalam jaringan
(Davey et al., 2005). Senyawa ini merupakan aldehida reaktif dan
merupakan salah satu dari banyak spesies elektrofil reaktif yang
menyebabkan stres beracun dalam sel. Produksi aldehida ini
digunakan sebagai biomarker untuk mengukur tingkat stres
oksidatif dalam suatu organisme (Rio et al., 2005).

2.9 Karotenoid

Karotenoid adalah pigmen tanaman dengan 40 atom
karbon per molekul (tetraterpenoids) (Britton et al.,2008).
Karotenoid yang berikatan dengan oksigen dikenal dengan
sebutan xanthophylls, sedangkan yang tidak berikatan dengan
oksigen dikenal dengan karoten. Pada tumbuhan, karotenoid
bertindak sebagai pigmen tambahan saat fotosintesis dan juga
berfungsi untuk melindungi tanaman dari radikal bebas yang
dilepaskan dari chloroplast selama fotosintesis (Miller, 2010).
Karotenoi juga melindungi tanaman dari foto-oksifatif perusak
melalui disipasi suhu (sikus xanthophyll). Proses ini terjadi ketika
eksesif cahaya meningkatkan pH tilakoid, yang mana aktivitas
enzim violaxanthin e epoxidase (VDE), mengkonversi violaxathin
menjadi zeaxanthin. Molekul zeaxanthin dan foton mengubah
konformasi di light harvesting complexes (LHC), membantu
disipasi suhu (Stange et al.,2012)

Karotenoid yang umumnya ditemukan pada alga coklat
adalah B-karoten, yakni karotenoid yang tidak memiliki atom
oksigen dalam strukturnya (Biranti et al., 2009). Golongan
senyawa karoten sudah dikenal memiliki aktivitas antitumor yang
baik (Clevidence et al., 1997). Pada proses fotosintesis,
karotenoid dan klorofil keduanya dibutuhkan oleh rantai peptide
untuk membentuk pigmen protein komplek pada membrane
tilakoid (Neilson, 2010).

Lebih dari 750 struktur karotenoid ditemukan di alam
yaitu pada tumbuhan darat, algae, bakteri termasuk cyanobacteria
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dan bakteri fotosintesis, archaea,jamur dan hewan (Britton et
al.,2004). Berbagai jenis karotenoid yang ditemukan dari spesies
algae telah dipelajari. Struktur beberapa karotenoid penting
diilustrasikan pada gambar dibawah:
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Gambar 2.9 Struktur beberapa jenis karotenoid
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Diantara struktur tersebut, sekitar 30 jenis mungkin
memiliki fungsi dalam fotosintesis, dan lainnya berfungsi untuk
akumulasi karotenoid atau karotenogenesis. Beberapa karotenoid
hanya ditemukan di beberapa divisi atau kelas algae, karena itu,
karotenoi dan klorofil juga dapat digunakan sebagai penanda
kemotaksonomi (Rowan, 1989)

Karotenoid telah banyak ditemukan pada alga.
Fucoxanthin ditemukan pada algae coklat dan diatom. 10’-
acyloxyfucoxanthin ditemukan pada Haptophyta dan Dinophyta.
Peridinin hanya ditemukan pada dinoflagellata. Alloxanthin,
crocoxanthin dan monadoxanthin ditemukan pada Cryptophyta.
Diadinoxanthin dan diatoxanthin ditemukan pada
Heterokontophyta, Haptophyta, Dinophyta dan Euglenophyta
(Takaichi, 2011).

2.10 Klorofil

Klorofil merupakan katalisator yang penting pada
tumbuhan terutama dalam proses fotosintesis. Klorofil terdapat
dalam kloroplas dalam jumlah yang banyak, sering terikat dengan
protein, tetapi mudah diekstraksi ke dalam pelarut lipid seperti
aseton dan eter (Harborne, 1987).

Sifat fisik klorofil adalah menerima dan atau
memantulkan cahaya dengan gelombang yang berlainan
(berpendar = berfluoresensi). Klorofil banyak menyerap sinar
dengan panjang gelombang antara 400-700 nm, terutama sinar
merah dan biru. Sifat kimia klorofil, antara lain (1) tidak larut
dalam air, melainkan larut dalam pelarut organik yang lebih polar,
seperti etanol dan kloroform; (2) inti Mg akan tergeser oleh 2
atom H bila dalam suasana asam, sehingga membentuk suatu
persenyawaan yang disebut feofitin yang berwarna coklat (Banyo,
2011).

Klorofil terdiri dari molekul empat cincin pirol, satu
dengan lainnya dihubungkan oleh gugus metana (-CH=). Pada inti
molekul terdapat atom magnesium yang diikat oleh nitrogen dari
dua cincin pirol dengan ikatan kovalen serta oleh dua buah atom
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nitrogen dari dua cincin pirol lain dengan ikatan koordinat
kovalen (Rothemund, 1956), seperti yang telah dicantumkan pada
gambar 2.10.

CH;

CHs; CHs,
Gambar 2.10 Struktur Molekul Klorofil (Rothemund, 1956)

Dari total pigmen hijau yang diperoleh dari daun, sekitar
72 persen adalah klorofil a dan sisanya klorofil b. Proporsinya
agak bervariasi, namun tidak lebih dari 10 %. Kedua klorofil ini
memiliki rumus berikut, seperti (Palladin, 1923) :
a. Klorofil a, CssH7, O5N4Mg
b. Klorofil b, CssH7c0sN4sMg
Menurut Tswett dalam Rothemund (1956) menetapkan
bahwa beberapa tumbuhan mengandung dua pigmen hijau, yaitu
klorofil a sebagai blue-green chlorophyll dan klorofil b sebagai
yellow-green chlorophyll. Beberapa tumbuhan lebih banyak
mengandung klorofil a daripada klorofil b. Kedua klorofil
tersebut menurut Harborne (1987), memiliki perbedaan yang
terletak pada struktur klorofil a yang memiliki gugus metil,
sedangkan klorofil b memiliki gugus aldehida yang terikat di
kanan atas cincin pirol.
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“Halaman ini sengaja di kosongkan”



BAB Il
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Tugas Akhir

Pelaksanaan tugas akhir dilakukan pada bulan Maret sampai
dengan juli 2017 di Green house urban farming dan
Laboratorium Biosains dan Teknologi Tumbuhan, Institut
Teknologi Sepuluh Nopember , Surabaya.

3.2 Bahan dan Metode

3.2.1 Pembibitan

Biji Tembakau (Nicotiana tabacum L.) Var.MKY direndam
didalam air selama 24 jam, benih kemudian disebar diatas
nampan yang telah berisi media tanah kompos, pupuk NPK dan
cocopeat dengan perbandingan 2:1:1 secara homogen. Setelah itu
disemprot dengan fungisida dengan merk dithane untuk
menghindari tumbuhnya jamur parasit. Kemudian dilakukan
penyiraman sebanyak 1 kali sehari hingga tembakau memiliki 3-4
daun.

3.2.2 Perlakuan sebelum pemberian cekaman

Bibit yang telah tumbuh dan memiliki 3-4 daun dipindahkan
kedalam polybag ukuran 3 kg dengan komposisi media tanah
kompos, pupuk NPK dan cocopeat dengan perbandingan 2:1:1.
Setelah ditanam kedalam polybag , bibit tembakau dibiarkan dan
disirami selama 7 hari sebagai proses aklimatisasi. Kemudian
bibit tembakau secara terpisah dilakukan uji pemberian PQ
dengan tipe gramoxone 276SL (Syngenta®) dengan konsentrasi
(0.0005, 0.001, 0.0025, dan 0.005 %), setiap konsentrasi
dilakukan 3 kali ulangan. Setelah diberi pra-perlakuan
menggunakan PQ, bibit disinari dengan (40 watt s) selama 1
jam | kemudian dari setiap perlakuan diambil sampel daun
sebanyak 4 ¢ untuk selanjutnya digunakan dalam uji
malondialdehyde, kandungan asam askorbat (AsA) , klorofil, dan
kandungan air relatif.
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3.2.3 Perlakuan setelah pemberian cekaman

Bibit yang telah tumbuh dan memiliki 3-4 daun serta telah
diberi pra-perlakuan PQ dengan konsentrasi (0.0005, 0.001,
0.0025, dan 0.005 %) selanjutnya diberi cekaman kekeringan.
Cekaman tersebut dilakukan dengan cara penghentian
penyiraman pada tanaman selama 28 hari hari, kemudian diambil
lagi sampel daun sebanyak 4 g untuk dilakukan uji
malondialdehyde, kandungan asam askorbat (AsA) , klorofil, dan
kandungan air relatif.

3.2.4 Penentuan kadar Malonaldehyde (MDA)

Peroksidasi lipid ditentukan dengan mengukur kadar MDA
mengikuti metode yang dijelaskan oleh Heath dan Packer (1968)
dengan sedikit modifikasi. Daun tembakau segar sebanyak 0,5 g
dihomogenisasi dengan 5 ml dari 5% (w / v) asam trikloroasetat
(TCA). Kemudian disentrifugasi pada 2000 x g selama 15 menit,
2 mL supernatan yang dicampur dengan 2 ml dari 0,67% (w / v)
asam thiobarbituric (TBA). Campuran diinkubasi pada 100°C
selama 30 menit, dan didinginkan dengan cepat dalam es.
Kemudian sampel disentrifugasi pada 2000 x g selama 5 menit,
dan absorbansi supernatan ditentukan pada 450, 532, dan 600 nm.
Kandungan MDA-TBA kompleks (pigmen merah) diperoleh
dengan menggunakan rumus:

C (Um0| L_l) =6.45 (A532 - Asoo) —-0.56 Auso

¢ = kandungan MDA,

As3, = absorbansi maksimal MDA-TBA complex
Agoo = absorbansi minimal MDA-TBA kompleks
Ayso = kesalahan oleh sukrosa.
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3.2.5 Penentuan kadar klorofil

Penentuan kadar klorofil ditentukan berdasarkan metode
yang dijelaskan oleh Wintermans and De Mots (1965),
menggunakan palarut ethanol (ethyl alchohol) 96  %.

Ditimbang sebanyak 1 gram daun tembakau lalu diekstrak
(digerus dengan cawan porselin) dengan sedikit pelarut ethanol
96%, untuk mempercepat pengambilan  filtrat dapat di
centrifuge pada 1500 rpm (putaran / mnt) . Masukkan filtrat ke
gelas ukur 100 ml. Kemudian tambahkan dengan pelarut yang
sama hingga larutan menjadi 100 ml. kemudian kandungan
klorofil diukur menggunakan spektofotometer pada panjang
gelombang (1) = 649 dan 665 nm. Kandungan klorofil diperoleh
dengan menggunakan rumus:

Total klorofil = 20,0D-649 + 6,10 D-665 (mg/I)

3.2.6 Penentuan kandungan Asam askorbat

Kandungan asam askorbat ditentukan berdasarkan titrasi
iodin. Daun tembakau dihaluskan hingga homogen . Ditimbang
sebanyak 2 gram dimasukkan ke dalam gelas ukur 20 ml dengan
penambahan aquades sampai tanda 20 ml. Bahan selanjutnya
disaring untuk memperoleh filtrat. Filtrat diambil sebanyak 5 ml
dengan pipet dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 125 ml, lalu
ditambahkan 2 ml indikator amilum 1% dan aquades 20 ml.
Larutan tersebut dititrasi dengan iodin 0,01 N sampai terjadi
perubahan warna (biru keunguan). Perhitungan vitamin C dengan
standarisasi larutan iodin yaitu pada setiap 1 ml 0,01 N iodin
ekuivalen dengan 0,88 mg vitamin C (Nasution, 2012).

3.2.7 Penentuan kandungan air relatif

Kandungan air relatif ditentukan dengan metode turgiditas
daun Mullan (2012), Daun tembakau dipilih secara acak, dipotong
bagian ujung atas dan ujung bawahnya. Selanjutnya daun
dipindah dengan cepat kedalam tabung yang telah ditimbang
sebelumnya dan ditutup rapat, diletakkan pada suhu 10 — 15°C
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tetapi tidak beku. Semua tabung ditimbang (tubeW+FW).
Ditambahkan 1 cm air kedalam tabung dan ditempatkan tabung.
Tabung dimasukkan kedalam kulkas (pada suhu 4°C dalam
kegelapan) selama 24 jam, dan ditimbang (TW; Turgid Weight).
Daun ditempatkan dalam amplop berlabel dan keringkan pada
suhu 70 ° C selama 24 jam, ditimbang (DW; dry weight).
Kemudian dihitung menggunakan rumus [kandungan air relatif
(%) = (FW-DW) / (TW-DW)) x 100]

3.2.8 Statistik

Penelitian dilakukan dengan menggunakan rancangan acak
lengkap. Penelitian ini menggunakan 6 perlakuan (perlakuan
dengan PQ 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005%, kontrol, dan
kontrol+). Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 4 kali
Selanjutnya, data dianalisa menggunakan ANOVA one-way dan
Least Significant Difference (LSD). P-values <0.05 dianggap
signifikan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kandungan Asam Askorbat

Salah satu respon yang umum terjadi pada saat tanaman
menghadapi  cekaman  biotik maupun abiotik adalah
diakumulasinya antioksidan (Hossain et al., 2016). Jenis dan
konsentrasi antioksidan yang diakumulasi juga bersifat species-
dependent. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa tanaman
yang berada pada kondisi tercekam kekeringan mampu
meningkatkan biosintesis antioksidan enzimatik dan non
enzimatik (Akinci et al.,2012). Salah satu contoh antioksidan non
enzimatik adalah asam askorbat (AsA). Pada penelitian ini,
pengaruh pemberian paraquat terhadap kandungan AsA dilakukan
pada hari ke-1 dan ke-28 setelah dicekam kekeringan
menggunakan titrasi iodin.

Kandungan AsA N.tabacum pada hari ke-1 pemberian
cekaman kekeringan memiliki rata-rata sebesar 0.2608 mg/gr,
dengan kandungan AsA terendah berada pada N. tabacum yang
diberi pra-paraquat dengan konsentrasi 0,001% sebesar 0.2347
mg/gr, dan kandungan tertinggi berada pada N. tabacum yang
diberi perlakuan paraquat dengan konsentrasi 0.005% sebesar
0.3241 mg/gr. Sedangkan pada hari ke-28 setelah pemberian
cekaman kekeringan, pemberian pra-perlakuan dengan paraquat
tampak berpengaruh terhadap kandungan AsA (a <0.005). Rata-
rata kandungan AsA di semua N. tabacum pada hari ke-28
mengalami peningkatan sebesar 0. 0.3094 mg/gr. Pemberian pra-
perlakuan paraquat pada hari ke 28 ini menunjukkan pengaruh
signifikan terhadap kandungan AsA pada N. tabacum yang diberi
paraquat dengan konsentrasi 0.001% jika dibandingkan dengan
kontrol yaitu sebesar 0.3694 mg/gr (LSD<0.005) (Gambar 1).
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Gambar 4.1. Pengaruh pemberian pra-perlakuan paraquat dan
cekaman kekeringan terhadap kandungan asam askorbat pada
daun N. tabacum.

Rata — rata kandungan AsA + stdev (mg/gr)
Perlakuan Hari ke- 1 Hari ke- 28
0.0005 0.245 £+ 0.006 0.346 +0.0518
0.001 0.234 +0.027 0.369 + 0.0675
0.0025 0.245 + 0.006 0.301 +0.0335
0.005 0.324 + 0.021 0.290 + 0.0192
kontrol 0.245 + 0.006 0.268 £ 0
kontrol + 0.268 + 0.001 0.279 £ 0.0192

Tabel 4.1. Pengaruh pemberian pra-perlakuan paraquat dan
cekaman kekeringan terhadap kandungan asam askorbat pada
daun N. tabacum.
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Paraquat merupakan senyawa organik yang pada umumnya
digunakan sebagai salah satu komponen herbisida, yang bersifat
polar yang masuk kedalam sel tumbuhan melalui mekanisme
difusi pasif pada membrane sel, difusi pasif merupakan
mekanisme masuknya molekul melewati membrane dengan
menggunakan pergerakan gradient konsentrasi sehingga tidak
memerlukan energy (Sterling, 1994). bertindak sebagai alternatif
akseptor elektron yang mengambil elektron dari protein Fe-S pada
fotosistem |. Selain itu, paraquat juga menghambat reduksi
ferredoksin dan produksi NADPH. Selain itu, beberapa penelitian
juga menyebutkan bahwa paraquat berfungsi sebagai senyawa
organik yang mampu menginduksi terjadinya stres oksidatif
karena mampu meningkatkan secara signifikan produksi ROS.
Keberadaan ROS dapat memberikan dampak negatif bagi
tanaman pada konsentrasi tinggi. Meskipun demikian, penelitian
sebelumnya juga menunjukkan bahwa pada konsentrasi yang
relative rendah, ROS dapat berfungsi sebagai second messenger
(Cocheme & Murphy, 2008). ROS yang lebih rendah sebagai
molekul  persinyalan dalam proses pertumbuhan dan
perkembangan tanaman seperti pemanjangan sel (Foreman et al.,
2003), diferensiasi (Tsukagoshi dkk., 2010), morphogenesis
serta tanggapan terhadap berbagai rangsangan lingkungan
(Gambar 2), utamanya dalam meningkatkan kandungan senyawa
AsA (Liu et al, 2009). Diantara senyawa ROS yang mampu
diinduksi oleh paraquat, hydrogen peroxide (H,O,) merupakan
salah satu ROS yang diproduksi dalam konsentrasi yang relative
lebih tinggi dibandigka ROS lainnya dan memiliki karakteristik
berukuran molekul kecil sehingga memungkinkan untuk
terjadinya difusi melalui membran sel dan terjadinya perpindahan
dari kompartemen seluler yang satu ke kompartemen seluler
lainnya untuk memfasilitasi proses signal transduksi (Bienert et
al., 2006).
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Gambar 4.2. Pengaruh pra-perlakuan paraguat pada
mekanisme pertahanan tanaman terhadap cekaman kekeringan

AsA merupakan salah satu senyawa antioksidan paling kuat
(Noctor et a.l, 1998) yang berperan penting dalam mengatasi
produk ROS (Ye et al.,2012) Biosintesis AsA terjadi di
mitokondria melalui beberapa jalur,jalur utama yang paling jelas
adalah Smirnoff-Wheelerjalur yang juga disebut jalur D-mannose
/ L-galaktosa (Wheeler et al.,1998). Kemampuan asam askorbat
dalam mengatasi ROS dapat dijelaskan pada siklus ascorbate-
glutathione (Gambar 3).
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Gambar 4.3. Siklus Ascorbate-glutathione (Felipe et al, 2005).
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Siklus glutathione-ascorbate adalah jalur metabolik yang
berperan dalam mendetoksifikasi H,O,, yang dihasilkan sebagai
produk samping sebuah  proses metabolisme. Siklus ini
melibatkan beberapa jenis antioksidan seperti AsA, glutathione,
NADPH dan beberapa enzim lainnya (Noctor and Floyer,1998).
Pada siklus ini, H,0O, akan direduksi menjadi air oleh askorbat
peroksidase (APX) dengan menggunakan AsA sebagai donor
electron (Gambar 3). Askorbat teroksidasi
(monodehydroascorbate) kemudian diregenerasi oleh
monodehydroascorbate reduktase (MDAR) (Wells et al.,1994).
Namun, monodehydroascorbate pada dasarnya adalah radikal dan
jika tidak cepat direduksi, maka akan menjadi askorbat dan
dehidroaskorbat. Dehidroaskorbat selanjutnya akan di reduksi
menjadi askorbat oleh dehidroascorbat reduktase, menghasilkan
glutathione teroksidasi (GSSG). Selanjutnya, GSSG akan
direduksi oleh glutathione reductase (GR) menggunakan NADPH
sebagai donor elektron. Mekanisme inilah yang digunakan oleh
tanaman dalam merespon adanya stress oksidatif. Namun
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demikian, adanya enzim antioksidan lainnya  seperti
peroksiredoxins dan glutathione peroxidases juga dilaporkan
memiliki fungsi penting dalam mekanisme pertahanan tanaman
terhadap cekaman kekeringan (Rouhier et al.,2002).

Pemberian pra perlakuan menggunakan paraquat dengan
konsentrasi  tertentu  diperkirakan mampu  meningkatkan
kandungan AsA endogen pada N. tabacum sehingga mampu
bertahan dalam menghadapi cekaman kekeringan. Hal ini juga
serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh Athar et al. (2008)
dan Liu et al. (2009) yang menunjukkan bahwa peningkatan
antioksidan dapat diinduksi dengan penggunaan inducer eksogen
dan hal tersebut berpengaruh positif terhadap ketahanan tanaman
terhadap cekaman kekeringan. Hal yang sama juga dilaporkan
oleh Ishibashi et al. (2011) menunjukkan bahwa penyemprotan
tanaman dengan H,O, dapat meringankan stres kekeringan pada
kedelai. Temuan tersebut menunjukkan bahwa H,0, dapat
memicu aktivasi mekanisme pertahanan seperti KAR, laju
fotosintesis dan konduktansi stomata daun yang tertekan
kekeringan termasuk peningkatan kadar antioksidan, yang
membantu  meringankan  kerusakan  dan  memperbaiki
pertumbuhan dan kinerja tanaman di bawah kekeringan.
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4.2 Kandungan Air Relatif

Kandungan air relatif (KAR) merupakan salah satu parameter
yang digunakan dalam mengevaluasi status kandungan air sebagai
respon ketahanan tanaman terhadap cekaman kekeringan.
Penurunan nilai KAR dapat dipertimbangkan sebagai bukti tidak
langsung terhadap tingginya level cekaman kekeringan serta
sebagai parameter sensitivitas tanaman terhadap cekaman
kekeringan.
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Kandungan Air Relatif (%)

0.0

0.0005 0.001 0.0025 0.005 kontrol kontrol +
Konsentrasi paraquat (%)

Gambar 4.4. Pengaruh pemberian pra-perlakuan paragquat dan
cekaman kekeringan terhadap kandungan air relatif daun N.
tabacum.

Prosentase kandungan air relatif tembakau di hari ke-28
setelah pemberian pra-perlakuan paraquat dan cekaman
kekeringan lebih rendah dibandingkan dengan kontrol positif
(tanpa pra-perlakuan paraquat dan cekaman kekeringan) yang
memiliki prosentase KAR sebesar 89.7%.
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Rata — rata kandungan KAL

Perlakuan * stdev (%)

Hari ke- 28

0.0005 71.3£2.517
0.001 87.3 +10.263
0.0025 81.7 +1.155
0.005 71.7 +£16.442
kontrol 67.3 +£15.044
kontrol + 89.7 £0.577

Tabe 4.2 Pengaruh pemberian pra-perlakuan paraquat dan
cekaman kekeringan terhadap kandungan air relatif daun N.
tabacum.

Meskipun demikian, kandungan air di semua tanaman N. tabacum
var MKY vyang diberi pra-perlakuan juga lebih tinggi dibandingan
tanaman control negatif (tanpa pemberian paraquat tetapi diberi
perlakuan cekaman kekeringan) (67.3%). Kandungan air relatif
tertinggi ditunjukkan pada tanaman yang diberi paraquat dengan
konsentrasi 0.001% vyaitu sebesar 87.3%. Pemberian pra-
perlakuan dengan paraquat sebesar 0.0005% memberikan dampak
pada rendahnya prosentase KAR (71,3%) (Gambar 4).

KAR merupakan indikator penting status air pada tanaman.
Indikator ini mencerminkan keseimbangan antara suplai air ke
jaringan daun dan tingkat transpirasi (Lugojan dan Ciulca 2011).
Turunnya prosentase KAR pada N. tabacum yang dicekam
kekeringan disebabkan oleh menurunnya tingkat kelembaban
tanah. Hal ini menyebabkan kadar air dalam tanah yang dapat
diserap oleh tanaman juga mengalami penurunan. Sementara itu,
penurunan kadar air tersebut berbanding terbalik dengan laju
transpirasi. Kondisi ini menyebabkan tanaman melakukan respon,
salah satunya, dengan cara meningkatkan biosintesis hormon
asam absisat (ABA). Akumulasi ABA, utamanya dalam sel
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penjaga stomata selanjutnya akan memediasi penutupan stomata
(Schroeder et al, 2001). ABA mengaktifkan celah anion (Anion
channel) yang berada pada plasma membrane sel penjaga. Hal ini
menyebabkan aktifnya proses difusi ion potassium (K*) keluar
sel. Sebaliknya, ion kalsium (Ca®") akan berdifusi masuk ke
dalam sel. Di sisi yang lain, produksi ROS yang tinggi pada saat
tanaman tercekam kekeringan juga meregulasi penutupan
stomata. Akumulasi ROS pada dinding sel penjaga juga dapat
mengaktifkan saluran anion (Pei et al., 2000).

Yodidund

Kontrol + Kontrol  0.0005 0.001 0.0025 0.005 Kontrol +

Gambar 4.5. Perbandingan kondisi morfologi N. tabacum di hari
ke-28.

Meskipun demikian, tanaman tersebut memiliki nilai KAR
yang lebih tinggi dibandingkan N. tabacum yang hanya diberi
cekaman kekeringan (tanpa pra-perlakuan dengan paraquat)
(Gambar 5). Tanaman yang diberi pra-perlakuan menggunakan
paraquat memiliki morfologi daun yang lebih segar , sedangkan
daun pada tanaman control tampak layu. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh ROS utamanya H,0, yang diinduksi oleh
paraquat mampu meningkatkan ekspresi dari gen pengkode enzim
yang meregulasi sintesa osmolit dan protein yang berperan
sebagai osmoprotektan. Osmolit dan protein osmoprotektan inilah
yang membuat tanaman mampu mempertahankan kadar air pada
saat tercekam kekeringan.
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Penelitian serupa yang dilakukan oleh Ishibashi (2011)
dengan melakukan pra-perlakuan  menggunakan H,O, pada
kacang kedelai Glycine max L. yang dicekam kekeringan terbukti
mampu meningkatkan KAR dengan cara aktivasi enzim
galactinol synthase (GolS) yang memiliki fungsi sebagai
osmoprotectants. Selain itu H,0, juga mampu meningkatkan
ekpresi gen GmMIPS2 vyang dimungkinkan terlibat pada
persinyalan ROS yang dihasilkan oleh cekaman kekeringan. .

4.3 Kandungan Klorofll Daun

Kandungan klorofil merupakan salah satu faktor penting
yang menentukan laju fotointesis dan produktifitas tanaman. (Li
et al., 2006).

W Harike-1 # Hari ke-28
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Gambar 4.6 Pengaruh pra-perlakuan paraquat dan cekaman
kekeringan terhadap kandungan klorofil N. tabacum
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Rataa-rata kandungan klorofil total (mg/l) £
Perlakuan stdev
1 hari cekaman 28 hari cekaman

0.0005 21.29+3.1 13.44 £2.37

0.001 29.06 +1.89 26.94 + 3.48

0.0025 18.58 + 3.46 30.58 +4.61

0.005 25.56 +6.17 21.22 +3.09

kontrol 26.84 £ 6.07 10.76 + 3.27
kontrol + 6.96 + 6.96 23.89+£9.15

Tabel 4.3 Pengaruh pra-perlakuan paraquat dan cekaman
kekeringan terhadap kandungan klorofil N. Tabacum

Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa salah satu
dampak dari cekaman kekeringan adalah perubahan kandungan
klorofil serta deformasi struktur kloroplas (Bhattacharjee, 2012).
Pengukuran kandungan klorofil dilakukan pada hari ke-1 dan ke-
28 setelah pemberian cekaman kekeringan dengan metode uji
kuantitatif menggunakan spektofotometer.

Kandungan klorofil N. tabacum pada hari ke-1 pemberian
cekaman kekeringan memiliki rata-rata sebesar 24.65 mgl/l.
Kandungan klorofil terendah berada pada N. tabacum yang diberi
pra-perlakuan paraquat dengan konsentrasi 0.0025%, yaitu
sebesar 18.58 mg/l, sedangkan kandungan tertinggi berada pada
konsentrasi 0.001% sebesar 29.06 mg/l. Pada hari ke-28, rata-rata
kandungan klorofil relatif mengalami penurunan sebesar 21.14
mg/l (Gambar 6), Hal ini menunjukkan bahwa pra-perlakuan
paraquat yang dilanjutkan dengan pemberian cekaman selama 28
hari berpengaruh terhadap kandungan Klorofil tanaman N.
tabacum var. MKY (a <0.005) dengan perlakuan yang paling
berbeda nyata adalah pada konsentrasi 0.0025% (LSD<0.005)
dibandingkan dengan kontrol.

Pada perlakuan paraquat dengan konsentrasi 0.0025%, di
hari ke 28 setelah cekaman kekeringan terbukti meningkatkan
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kandungan Klorofil dibanding pada pengukuran hari ke-1.
Peningkatan konsentrasi klorofil ini dimungkinkan karena
konsentrasi paraquat yang digunakan relative rendah dan
optimum sebagai second messenger pada tanaman. Hal ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa paraquat
dengan konsentrasi tertentu mampu berperan sebagai induktor
ROS khususnya H,0,, dan berperan sebagai regulator transduksi
sinyal respon tanaman terhadap cekaman lingkungan
(Bhattacharjee, 2012).

Abiotic/Biotic
| stress |

Gambar 4.7. Representasi skematik generasi H,O, di berbagai
situs seluler intra dan ekstra dan keterlibatannya dalam berbagai
jalur pensinyalan yang terkait dengan regulasi ekspresi gen
pertahanan pada sel tumbuhan.
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ROS pada rentang kadar tertentu yang diproduksi pada saat
tanaman tercekam kekeringan mampu memodulasi gen-gen yang
berperan dalam biosintesis klorofil. Hubungannya dengan
peningkatan kandungan klorofil ketika cekaman kekeringan,
dimungkinkan H,0, yang dihasilkan oleh cekaman oksidatif
mampu mengaktifkan MAPK (MPK3 dan MPK6) melalui MAPK
kinase kinase (MAPKKK) ANP1 (Kovtun et al., 2000). MKP2
adalah pengatur utama jaringan MPK3 dan MPK6 yang terlibat
dalam mengendalikan respons stres abiotik dan biotik (Gambar 7)
(Zhou et al,. 2012).

Penelitian lain yang dilakukan oleh Yuan (2012) jalur
pensinyalan ABA dimediasi oleh H subunit of Mg-chelatase
(CHLH) yang salah satu fungsinya adalah mengkelat magnesium
ke protoporfirin X, yang menyediakan Mg-ProtolX dalam jalur
biosintesis klorofil (Papenbrock et al. 2000), dan persinyalan
ABA tidak lepas dari persinyalan silang dengan H,0O, (Saxena et
al, 2016)

4.4 Kandungan Malondialdehyde

Kandungan malondialdehyde (MDA) Nicotiana tabacum
pada hari ke-1 pemberian cekaman kekeringan memiliki rata-rata
sebesar 0.8825 mmol, dengan kandungan terendah berada pada
perlakuan paraquat dengan konsentrasi 0.005% sebesar 0.645
mmol, dan kandungan tertinggi berada pada konsentrasi 0.001%
sebesar 1.035 mmol.

Pengukuran di hari ke-28 perlakuan paraquat mengalami
peningkatan kandungan MDA, dengan rata-rata menjadi 1.4211
nmol, dengan kandungan terendah berada pada perlakuan
paraquat dengan konsentrasi 0.0005% sebesar 1.09 nmol, dan
kandungan tertinggi berada pada konsentrasi 0.001% dan
0.0025% sebesar 1.772 nmol (Gambar 8).
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Gambar 4.8. Pengaruh pra-perlakuan paraquat terhadap
kandungan malondialdehid pada N.tabacum yang dicekam

kekeringan
Rata-rata kandungan MDA (mg/l) + stdev
Perlakuan Hari ke-1 Hari ke-28
0.0005 0.9625 + 0.028 1.09 + 0.0453
0.001 1.035 £ 0.054 1.772 £ 0.2065
0.0025 0.832 +0.004 1.772 £ 0.2065
0.005 0.645 £ 0.017 1.268 + 0.0368
kontrol 0.938 + 0.645 1.2035 £ 0.2114
kontrol + 0.9255 + 0.9255 1.4155 £ 0.425

Tabel 4.4 Pengaruh pra-perlakuan paraquat terhadap kandungan

malondialdehid pada N.tabacum yang dicekam kekeringan

kontrol kontrol +




41

MDA merupakan aldehida reaktif yang merupakan indikator
dari peroksidasi lipid (Ohkawa et al., 1979). Perlakuan pra-
perlakuan menggunakan paraquat pada N. tabacum var. MKY
memberi dampak kerusakan pada daun yang bersifat irreversible
(Lehokzki, 1992)(Gambar 9). Kerusakan daun ini terjadi karena
peroksidasi lipid yang disebabkan oleh paraquat . Peroksidasi
lipid adalah degradasi oksidatif lipid, reaksi berantai yang
diinisiasi oleh pemisahan hidrogen atau penambahan radikal
oksigen, yang mengakibatkan kerusakan oksidatif asam lemak tak
jenuh ganda (PUFA). Ini adalah proses dimana radikal bebas
mengambil elektron dari lipid di membran sel, mengakibatkan
kerusakan sel.

Gambar 4.9. Kondisi morfologi daun tembakau setelah diberikan
perlakuan menggunakan paraquat.
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Proses ini dilanjutkan dengan mekanisme reaksi berantai radikal
bebas. Ini paling sering mempengaruhi asam lemak tak jenuh
ganda, karena mengandung banyak ikatan rangkap di antaranya
yang merupakan jembatan metilen (-CH2-) yang memiliki atom
hidrogen reaktif secara khusus. Seperti halnya reaksi radikal,
reaksi terdiri dari tiga langkah utama: inisiasi, propagasi, dan
penghentian. Produk kimia dari oksidasi ini dikenal sebagai lipid
peroksida atau produk oksidasi lipid (LOP) (Ayala et al., 2014)

Y
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Gambar 4.10. Proses terjadinya peroksidasi lipid .(Halliwell &
Gutteridge, 1984)

Kandungan MDA pada N.tabacum (Gambar 8.) mengalami
peningkatan pada hari ke-28 di semua perlakuan, hal ini
dikarenakan cekaman kekeringan menginduksi terbentuknya ROS
(Mittler et al., 2002) dimana ROS utamanya Hydroksil radical (-
OH) bereaksi dengan asam lemak takjenuh ganda. Hal ini
menyebabkan pembentukan asam lemak radikal, sehingga terjadi
reaksi berantai hingga terbentuknya MDA (Gambar 10.)



43

(Halliwell & Gutteridge, 1984), semakin tinggi tingkat
kekeringan maka ROS yang dihasilkan akan semakin meningkat
membuat terjadinya peroksidasi lipid dan meningkatkan
kandungan MDA pada sel.

Uji statistika menggunakan ANOVA One way menunjukkan
bahwa pemberian paraquat pada pengukuran di hari ke-28
cekaman kekeringan tidak berpengaruh signifikan terhadap
kandungan MDA (a> 0.05) hal ini merupakan berita baik, dapat
dimungkinkan bahwa konsentrasi paraquat yang digunakan pada
penelitian ini dinilai telah sesuai sebagai second messenger
karena tidak berpengaruh secara signifikan terhadap kerusakan
membran daun. Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan hasil
yang berlawanan, seperti yang dilakukan oleh Liu et al (2009)
yang melakukan pretreatment menggunakan paraquat dengan
konsentrasi yang berbeda pada daun mentimun (Cucumis sativus)
yang dicekam kekeringan membuktikan bahwa aplikasi paraquat
meningkatkan kandungan MDA (a <0.01)

Selain karena pengaruh pretreatmen menggunakan paraquat,
kemampuan N. tabacum dalam bertahan menghadapi cekaman
kekeringan juga dikarenakan varietas yang digunakan merupakan
salah satu varietas yang paling tahan terhadap cekaman
kekeringan. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Erma
(2016) menyatakan varietas MKY adalah varietas yang mampu
meningkatkan Gen-gen responsive terhadap cekaman kekeringan
seperti NeLTP1, NtABA2 dan NteERD10B dengan konsentrasi
yang paling tinggi dibanding varietas burley lain (jepon mawar
dan marakot)
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BAB V
KESIMPULAN

Pemberian pra-perlakuan menggunakan paraquat dengan
konsentrasi 0.0005, 0.001, 0.0025, dan 0.005% terbukti mampu
meningkatkan kandungan senyawa antioksidan berupa asam
askorbat, meningkatkan biosintesis klorofil, dan menjaga
kandungan air relatif daun pada kondisi tercekam kekeringan,
namun tidak signifikan terhadap kandungan malondialdehid yang
merupakan indikator terjadinya peroksidasi lipid pada jaringan.
Pra-perlakuan paraquat dengan konsentrasi 0.001%  dinilai
merupakan konsentrasi yang paling optimal sebagai second
messenger untuk meningkatkan respon N. tabacum dibawah
cekaman kekeringan .

SARAN
Penelitian lanjutan berupa analisis molekular perlu dilakukan
untuk mengetahui secara spesifik gen dan enzim yang terlibat
dalam respon pemberian pra-perlakuan paraquat pada N. tabacum
yang tercekam kekeringan.
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LAMPIRAN
Lampiran 1 : Skema kerja

Pembibitan

Biji tembakau

Direndam dalam air selama 24 jam

Disiapkan media tanam (kompos, tanah, dan kokopeat) didalam
potray

disemai

Disirami 1x sehari hingga tumbuh 3-4 daun

Perlakuan sebelum dan sesudah pemberian cekaman

Bibit tembakau

Dipindah kedalam media polybag dengan komposisi media
yang sama

Disirami 1x sehari selama 7 hari.

Diberi paraquat dengan konsentrasi 0.0005, 0.001, 0.0025,
0.005%.

Dihentikan pemberian air selama 28 hari

Diberi penyinaran dengan lampu 40 watt s”2 selama 1 jam.
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Diambil sampel daun sebanyak 2 gr untuk uji klorofil, asam
askorbat, kandungan air relatif, dan malondialdehid

Di hari ke 28 diambil sampel daun lagi sebanyak 2 gr untuk uji
klorofil, asam askorbat, kandungan air relatif, dan

Malondialdehyde

Daun tembakau

Diambil sampel daun dan ditimbang dengan berat 0.5 g

Dihaluskan dan dihomogenisasi dengan 5ml trikloroasetat

Disentrifugasi pada 2000 x g selama 15 menit

Supernatan dicampur dengan 2ml asam thiobarbituric (TBA)

Diinkubasi pada 100°C selama 100 menit dan didinginkan

Disentrifugasi pada 2000 x g selama 5 menit

Di ukur absorbansinya dengan panjang gelombang 450, 532,
dan 600
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Asam askorbat

Daun tembakau

Diambil sampel daun sebanyak 2 gr

Ditambah aquades hingga 20ml, dan diambil filtrate sebanyak
5ml

Ditambah 2ml indicator amilum 1%

Dititrasi menggunakan iodin 0,01 N hingga terjadi perubahan
warna menjadi biru keunguan

Klorofil

Daun tembakau

Diambil sampel daun sebanyak 0.5 gr

Digerus menggunakan cawan porselin

Ditambah dengan pelarut (etanol 96%) sebanyak 100 ml

Diukur dengan menggunakan spektofotometer pada panjang
gelombang (A) = 649 dan 665 nm
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Kandungan air relatif

Daun tembakau

Dipilih daun tembakau secara acak

Dipotong bagian ujung atas dan bawah daun

Dipindah dengan cepat kedalam tabung yang telah ditimbang

Didinginkan pada suhu 10 — 152C tetapi tidak beku

Ditimbang semua tabung (tubeW+FW)

Ditambahkan 1 cm air kedalam tabung

Tempatkan tabung sampel di kulkas (pada suhu 4 ° C dalam

Diambil sampel daun dari tabung, dengan cepat dan hati-hati
dikeringkan pada handuk kertas.

Ditimbang (TW : Turgid weight)

Ditempatkan dalam amplop berlabel dan keringkan pada suhu
70 ° C selama 24 jam.

Dihitung menggunakan rumus [kandungan air relatif (%) =
((FW-DW) / (TW-DW)) x 100]




Lampiran 2 : Tabel hasil uji
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Klorofil
klorofil total mg/I
Perlakuan 1 hari cekaman 28 hari cekaman
0.0005 21.29+3.1 13.44 £2.37
0.001 29.06 +1.89 26.94 + 3.48
0.0025 18.58 + 3.46 30.58 +4.61
0.005 25,56 +6.17 21.22 £3.09
kontrol 26.84 + 6.07 10.76 £ 3.27
kontrol + 6.96 + 6.96 23.89 £9.15
Kandungan air relatif
Pra
Perlakuan | Pengulangan ke-
1 2 3 mean stdev
0.0005 74 69 71 71.3 2.517
0.001 90 96 76 87.3 10.263
0.0025 81 81 83 81.7 1.155
0.005 53 84 78 717 16.442
kontrol 83 66 53 67.3 15.044
kontrol+ | 90 | 90 | 89 89.7 0.577
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Malondialdehid
Pra Pasca
Perlakuan gulangan ke- mean stdev gulangan ke- mean stdev
1 2 1 2
0.0005 0.943 0.982 0.9625 0.028 1.122 1.058 1.0900 | 0.0453
0.001 1.073 0.997 1.0350 0.054 1.626 1.918 1.7720 | 0.2065
0.0025 0.835 0.829 0.8320 0.004 1.626 1.918 1.7720 | 0.2065
0.005 0.633 0.657 0.6450 0.017 1.242 1.294 1.2680 | 0.0368
kontrol 1.396 0.48 0.9380 0.648 1.054 1.353 1.2035 | 0.2114
kontrol + 0.94 0.911 0.9255 0.021 1.115 1.716 1.4155 | 0.4250




Asam askorbat

Pra Pasca
Perlakuan Pengulangan ke- Pengulangan ke-
1 2 3| mean stdev 1 2 mean stdev

0.0005 | 0.0704 | 0.0805 | 0.0704 | 0.0738 | 0.2459 0.006) 0.0905 | 0.121 | 0.1006 | 0.1040 | 0.3468 0.0155
0.001 | 0.0503 | 0.0603 | 0.1006 | 0.0704 | 0.2347 0.027| 0.0905 | 0.131 0.111 | 0.1108 | 0.3694 0.0203
0.0025 | 0.0704 | 0.0704 | 0.0805 [ 0.0738 | 0.2459 0.006 0.0805 | 0.1006 | 0.0905 | 0.0905 | 0.3018 0.0101
0.005 | 0.0905 | 0.0805 | 0.1207 [ 0.0972 | 0.3241 0.021] 0.0905 | 0.0805 | 0.0905 | 0.0872 | 0.2906 0.0058
kontrol | 0.0704 | 0.0805 | 0.0704 | 0.0738 | 0.2459 0.006 0.0805 | 0.0805 | 0.0805 | 0.0805 | 0.2683 0.0000
kontrol +| 0.0905 | 0.0704 | 0.0805 | 0.0805 | 0.2682 0.010] 0.0905 | 0.0805 | 0.0805 | 0.0838 | 0.2794 0.0058




Lampiran 3 : Hasil uji ANOVA One way

Klorofil
Hari ke-1
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between
230.492 5 46.098] 2.136 131
Groups
Within Groups 259.019 12 21.585
Total 489.511 17
Hari ke- 28
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between
892.320 5 178.464( 7.486 .002
Groups
Within Groups 286.073 12 23.839
Total 1178.393 17




KLOROFIL
LSD hari ke 28

Multiple Comparisons
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95% Confidence Interval

m )] Mean
PERLA PERLA| Difference Std. Lower Upper
KUAN KUAN (1-9) Error Sig. Bound Bound
0.0005 0.001 -13.49481°| 3.98660 .005 -22.1809 -4.8088
0.0025 -17.141477] 3.98660 .001 -25.8275 -8.4554
0.005 -7.77814| 3.98660 .075 -16.4642 .9079]
kontrol .
-10.45147 | 3.98660 .022 -19.1375 -1.7654
+
kontrol 2.68519| 3.98660 513 -6.0009 11.3712
0.001  0.0005 13.49481°| 3.98660 .005 4.8088 22.1809]
0.0025 -3.64667| 3.98660 .378 -12.3327 5.0394
0.005 5.71667| 3.98660 177 -2.9694 14.4027
kontrol
3.04333| 3.98660 460 -5.6427 11.7294
+
kontrol 16.18000°| 3.98660 .002 7.4940 24.8660
0.0025 0.0005 17.14147°| 3.98660 .001 8.4554 25.8275
0.001 3.64667| 3.98660 .378 -5.0394 12.3327
0.005 9.36333"| 3.98660 .037 6773 18.0494
kontrol
6.69000| 3.98660 119 -1.9960 15.3760

+
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kontrol 19.82667°| 3.98660 .000 11.1406 28.5127
0.005 0.0005 7.77814| 3.98660 .075 -.9079 16.4642
0.001 -5.71667| 3.98660 A77 -14.4027 2.9694
0.0025 -9.36333"| 3.98660 .037]  -18.0494 -6773
kontrol
.\ -2.67333| 3.98660 515  -11.3594 6.0127
kontrol 10.46333"| 3.98660 .022 1.7773 19.1494
kontrol 0.0005 10.45147°| 3.98660 .022 1.7654 19.1375
* 0.001 -3.04333| 3.98660 4601 -11.7294 5.6427
0.0025 -6.69000] 3.98660 119 -15.3760 1.9960
0.005 2.67333| 3.98660 515 -6.0127 11.3594
kontrol 13.13667°| 3.98660 .006 4.4506 21.8227
kontrol 0.0005 -2.68519| 3.98660 513 -11.3712 6.0009
0.001 -16.18000°| 3.98660 .002| -24.8660 -7.4940
0.0025 -19.82667"| 3.98660 .000 -28.5127 -11.1406
0.005 -10.46333"| 3.98660 022  -19.1494 -1.7773
kontrol -13.13667"| 3.98660 .006 -21.8227 -4.4506

+

*. The mean difference is significant at the 0.05

level.




Asam askorbat

Hari ke-1
Type 111
Sum of Mean

Source Squares df Square F Sig.

Corrected

Model .001% 5 .000 1.299 327

Intercept 110 1 .110] 489.616 .000

PERLAKUAN .001 5 .000 1.299 327

Error .003 12 .000

Total 114 18

Corrected

Total .004 17

a. R Squared = .351 (Adjusted R Squared = .081)
Hari ke-28

Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected
Modl .002? 5 .000 3.164 .047
Intercept .155 1 .155 1.136E3| .000
PERLAKUAN .002 5 .000 3.164 .047
Error .002 12 .000
Total 159 18
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Type 11l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected
Model .002? 5 .000 3.164 .047
Intercept 155 1 155 1.136E3| .000
PERLAKUAN .002 5 .000 3.164 .047
Error .002 12 .000
Total 159 18
Corrected Total .004 17

a. R Squared = .569 (Adjusted R Squared = .389)




Uji LSD hari ke-28

Asam askorbat
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95% Confidence Interval

m ) Mean

PERLA PERLA | Difference Std. Lower Upper

KUAN KUAN (1-9) Error Sig. Bound Bound

0.0005 0.001 -.0068| .00954 490 -.0276 .0140]
0.0025 .0135] .00954 .182 -.0073 .0343
0.005 .0169| .00954 102 -.0039 .0377
lJ(rontrOI .0202| .00954 .056 -.0006 .0410
kontrol 02357 .00954 .030 .0027 .0443

0.001  0.0005 .0068| .00954 490 -.0140 .0276
0.0025 .0203| .00954 .055 -.0005 0411
0.005 .0237" .00954 .029 .0029 .0445
I:ontrol .0270°[ .00954 .015 .0062 .0478
kontrol .0303"| .00954 .008 .0095 .0511

0.0025 0.0005 -.0135] .00954 182 -.0343 .0073
0.001 -.0203| .00954 .055 -.0411 .0005
0.005 .0034| .00954 .730 -.0174 .0242
toerI .0067| .00954 496 -.0141 .0275
kontrol .0100f .00954 314 -.0108 .0308
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0.005 0.0005 -.0169| .00954 102 -.0377 .0039
0.001 -.0237°| .00954 .029 -.0445 -.0029
0.0025 -.0034| .00954 730 -.0242 0174
-Itontrol .0033| .00954 733 -.0175 .0241
kontrol .0067| .00954 498 -.0141 .0275
kontrol 0.0005 -.0202] .00954 .056 -.0410 .0006
+ 0.001 -0270°[ .00954 .015 -.0478 -.0062
0.0025 -.0067| .00954 496 -.0275 .0141
0.005 -.0033] .00954 733 -.0241 .0175
kontrol .0033] .00954 733 -.0175 .0241]
kontrol 0.0005 -.0235"| .00954 .030 -.0443 -.0027
0.001 -.0303"| .00954 .008 -.0511 -.0095
0.0025 -.0100| .00954 314 -.0308 .0108]
0.005 -.0067] .00954 498 -.0275 .0141
Jltontrol -.0033| .00954 733 -.0241 .0175

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .000.



Malondialdehid

Hari ke- 1
Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected
.186% 5 .037 528 .750
Model
Intercept 9.498 1 9.498| 134.438 .000
PERLAKUAN .186 5 .037] 528 .750
Error 424 6 .071
Total 10.108 12
Corrected Total .610 11
a. R Squared = .305 (Adjusted R Squared = -.273)
Hari ke-28
Type 111
Sum of

Source Squares df Square F Sig.
Corrected

.853% 5 171 3.262 .091
Model
Intercept 24.202 1 24.202| 462.519 .000
PERLAKUAN .853 5 A71 3.262 .091
Error 314 6 .052
Total 25.370 12
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Type Il
Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected
.8537 5 A71]  3.262 .091
Model
Intercept 24.202 1 24.202| 462.519 .000
PERLAKUAN .853 5 71 3.262 .091
Error 314 6 .052
Total 25.370 12
Corrected
1.167 11
Total
a. R Squared = .731 (Adjusted R Squared = .507)
Kandungan air relatif
Type 11 Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected

1304.500% 5 260.900 2.566 .084
Model
Intercept 109980.500 1| 109980.500[ 1.082E3 .000
PERLAKUAN 1304.500 5 260.900 2.566 .084
Error 1220.000 12 101.667
Total 112505.000 18
Corrected Total 2524.500 17

a. R Squared = .517 (Adjusted R Squared = .315)
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Lampiran 4 : Dokumentasi penelitian

Pra-perlakuan

tanaman berumur 7 Pemberian pre-treatment paraquat
hst sebelum dilakukan
perlakuan

Penyinaran menggunakan H+1 pemberian perlakuan
lampu 40 watt
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Uji klorofil

Sampel daun diambil Digerus sampel daun dan
ditambah dengan pelarut
etanol

Filtrat dimasukkan kedalam Diukur absorbansi menggunakan
kuvet spektrofotometer



75

Kandungan air relatif

Pemotongan sampel daun Daun yang telah dipotong
dimasukkan dalam tube

Sampel didinginkan didalam Penimbangan sampel
lemari es
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Malondialdehid

Sampel daun yang telah Sampel dipanaskan
dihaluskan + TCA

Sampel didinginkan Di ukur menggunakan
spektrofotometri
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