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Penggalian potensi allelopati padi (Oryza sativa L.) dalam upaya meningkatkan daya saingnya terhadap gulma Echinochloa cruss-galli (L.) Beauv.
Irawati Chaniago dan Jamsari 

Abstrak
Penelitian ini dilaksanakan sebagai studi awal dalam upaya penggalian potensi allelopati padi dan pencarian gen pengendali sifat allelopati padi yang digunakan untuk menekan pertumbuhan gulma Echinonchloa cruss-galli yang merupakan gulma utama pada pertanaman padi. Penelitian ini bertujuan untuk mencari dan mengkarakterisasi DNA genotipe padi yang berpotensi allelopati terhadap gulma E. cruss-galli. 

Penelitian dilaksanakan selama dua tahu dan terdiri dari beberapa tahapan percobaan. Tahap pertama adalah pencarian genotipe padi yang berpotensi allelopati melalui uji hayati (bioassay) dengan modifikasi metode relay seeding technique. Benih padi dikecambahkan tiga hari sebelum pengecambahan gulma didalam Petri dish, diameter 10 cm. Pengumpulan data dilakukan 14 hari setelah gulma dikecambahkan. Pada tahap ini telah diuji 100 genotipe padi yang diperoleh dari koleksi plasmanutfah padi Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi & Sumberdaya Genetik Pertanian (Balitbiogen) Bogor. Genotipe padi yang berpotensi allelopati, dengan kriteria mampu menekan pertumbuhan gulma ≥50%, dijadikan obyek uji pada percobaan tahap kedua. Percobaan pada tahap kedua merupakan pengujian lanjutan bagi padi dengan potensi allelopati terhadap gulma E. cruss-galli. Pengujian dilakukan dengan mengekstraksi dan menganalisis aktivitas enzim peroksidase pada gulma yang ditumbuhkan bersamaan dengan padi. Tahap ketiga dari penelitian ini adalah isolasi dan karakterisasi DNA genotipe padi yang paling berpotensi (‘toleran / resisten’) dan paling tidak berpotensi allelopati (‘peka’) terhadap gulma uji.

Hasil percobaan menunjukkan bahwa dari 100 genotipe padi yang diuji, terdapat dua genotipe padi yang paling toleran terhadap gulma E. cruss-galli yaitu Cempo lutut dan Badik/Gadih kabalai; sedangkan Pulu palappa dan Harapan merupakan genotipe yang paling peka. Pengujian aktivitas enzim peroksidase menunjukkan bahwa tidak ditemukan perbedaan respon terhadap genotipe padi yang berbeda. Selanjutnya isolasi dan karakterisasi DNA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pola distribusi DNA diantara genotipe padi yang diuji. Seleksi individu pada pool DNA ‘resisten’ menunjukkan bahwa terdapat fragmen DNA yang diduga dan sekaligus menjadi kandidat gen pengendali sifat allelopati. Penelitian ini masih harus dilanjutkan sehingga gen yang benar-benar mengendalikan mekanisme allelopati dapat diidentifikasi.
Kata kunci : allelopati, padi, Echinochloa cruss-galli, DNA, peroksidase
Pendahuluan
Peningkatan produksi dan produktivitas padi perlu terus diupayakan untuk mengimbangi laju pertambahan penduduk dan pengurangan impor padi sehingga ketahanan pangan nasional dapat terus dipertahankan. Seperti halnya tanaman pertanian lainnya, tanaman padi juga tidak bisa terlepas dari asosiasi dengan gulma dalam sistem pertanamannya. Gulma menyebabkan persaingan terhadap sumber daya dengan tanaman padi dan persaingan tersebut dapat menurunkan hasil sampai 82% (Solfiyeni dan Setiawati, 2003).

Echinochloa cruss-galli (L.) Beauv. adalah gulma utama dan paling merugikan pada pertanaman padi. Bila gulma ini dibiarkan berasosiasi dengan tanaman padi untuk waktu yang cukup lama, dapat menyebabkan penurunan hasil sampai 90% (Kwesi et al., 1991). Gulma E. cruss-galli menghasilkan banyak sekali biji per tanaman yang berguna untuk penyebaran dan penjamin keberadaan gulma ini pada pertanaman padi (Kim dan Park, 1996). Biji gulma E. cruss-galli mampu bertahan sampai 3 tahun di lahan.

Pengendalian gulma pada pertanaman padi, seperti juga pada pertanaman lainnya, biasanya dilakukan dengan aplikasi herbisida yang merupakan salah satu penentu keberhasilan dalam sistem pertanian. Akan tetapi, aplikasi herbisida ini telah menyebabkan meningkatnya resistensi gulma terhadap herbisida (Foes et al., 1998; Tranel et al., 2004) dan efek residu pada lahan pertanian. Kondisi demikian telah menyebabkan terjadinya peningkatan kesadaran manusia akan bahaya herbisida terhadap lingkungan. Herbisida telah menyebabkan terjadinya gangguan keseimbangan pada flora dan fauna yang hidup di sekitar areal pertanian tersebut (Cooke and Burn, 1995). Oleh karena itu ketergantungan pada aplikasi herbisida tidak dianjurkan dalam praktek pertanian yang berkelanjutan dan ramah lingkungan.

Pencarian herbisida alternatif untuk mengendalikan gulma telah mulai dilaksanakan walaupun belum banyak dipublikasikan. Beberapa publikasi yang ada baru merupakan penelitian awal yang membandingkan aktivitas senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan tumbuhan tertentu dengan aktivitas beberapa herbisida komersial. Sebagai contoh, Reigosa et al. (2001) menguji aktivitas senyawa ρ–hydroxybenzoic dan ferulic acids dan senyawa BOA [2(3H)-benzoxazolinone)] dan membandingkannya dengan aktivitas herbisida linuron dan fluometuron. Mereka mendapatkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang diuji telah menyebabkan terjadinya kebocoran anion dan kation pada sel-sel akar lettuce. Senyawa sorgoleone terbukti mampu menghambat elektron transpor pada fotosintesis, sama dengan aktivitas herbisida diuron (Gonzalez et al., 1997), dan senyawa podophyllotoxin yang berasal dari daun mayapple (Podophyllum peltatum L.) mampu menghambat pembelahan sel seperti aktivitas herbisida terbutol, sindone-B dan herbisida carbamat (Lehnen Jr et al., 1990; Lehnen Jr dan Vaughn, 1992; Oliva et al., 2002).

Allelokimia (senyawa penyebab allelopati) berasal dari bagian yang berbeda pada tumbuhan penghasilnya; akan tetapi, bagian terpenting sebagai sumber allelokimia adalah akar dan daun (Rice, 1984). Eksudat akar berperan aktif dalam pengaturan sismbiosis dan proteksi tumbuhan terhadap mikroorganisme (Neumann and Martinoia, 2002; Bais et al., 2004). Dalam interaksi allelopati, tumbuhan donor menggunakan metabolit sekunder yang dikeluarkan akar ke rizosfir untuk mengganggu pertumbuhan tumbuhan lain di sekitarnya (Bais et al., 2004)
Peneliti di Korea Selatan telah mulai mencoba pencarian genotipe padi yang mampu menekan pertumbuhan gulma Echinochloa cruss-galli. Mereka menguji 100 genotipe padi di Korea Selatan dan mendapatkan bahwa sekam padi lebih berpotensi menekan pertumbuhan gulma dibandingkan bagian tunas tanaman padi. Jerami padi juga terbukti menghambat pertumbuhan gulma E. cruss-galli (Ahn dan Chung, 2000; Chung et al., 2003). Akan tetapi, penelitian tentang eksplorasi dan pengujian genotipe padi yang berpotensi menghambat pertumbuhan gulma E. cruss-galli di Indonesia belum pernah dipublikasikan.

Penelitian allelopati pada tanaman padi telah dimulai pada tahun 1980an di Amerika Serikat. Tanaman padi juga dilaporkan memproduksi dan mengeluarkan senyawa metabolit sekunder (allelokimia) dan berpotensi untuk menekan pertumbuhan spesies lain seperti perkecambahan dan pertumbuhan gulma tertentu seperti E. cruss-galli (L.) Beauv (Chung et al., 2001; Rimando et al., 2001), Lactuca sativa L. (Ebana et al., 2001; Rimando et al., 2001), Heteranthera limosa (Sw.) Wild. (Ebana et al., 2001), Echinochloa colona (L.) Link (Pheng et al., 1999), dan Cyperus diformis L. (Navarez and Olofsdotter, 1996; Hassan et al., 1998).

Allelokimia dapat dijadikan sebagai solusi alternatif dalam pegendalian gulma pada pertanaman padi karena potensinya dalam meningkatkan daya saing tanaman padi terhadap gulma tertentu. Dalam jangka panjang, tujuan ini bisa dicapai melalui rekayasa genetik sehingga tanaman padi yang berdaya saing tinggi terhadap gulma dapat diciptakan. Selain itu allelokimia juga punya potensi untuk dikembangkan sebagai herbisida alami (bio-herbisida). Beberapa allelokimia seperti artimisinin (Lydon et al., 1997), phenolic dan hydroxamic acids (Reigosa et al., 2001) dan allelokimia yang berasal dari mulsa tanaman rye (Nagabhushana et al., 2001) telah terbukti bisa dikembangkan sebagai bio-herbisida yang ramah lingkungan. 

Genotipe tertentu tanaman padi memiliki potensi untuk dimanfaatkan dalam mengurangi ketergantungan pada herbisida sintetik dalam mengendalikan gulma seperti yang tersebut diatas. Allelopati pada tanaman padi sebenarnya adalah potensi yang diturunkan secara genetik (Dilday et al., 1998); oleh karena itu, menyisipkan sifat khusus ini pada padi yang berpotensi hasil tinggi melalui program pemuliaan tanaman merupakan suatu keniscayaan. Hal ini akan meningkatkan kapasitas alami padi untuk bersaing dengan gulma pada ekosistem alami padi (Olofsdotter, 1998).

Pencarian genotipe dengan kemampuan penekanan atau penghambatan pertumbuhan gulma E. cruss-galli sangat penting artinya dalam upaya perakitan dan pelestarian plasma nutfah dengan keunggulan genetik. Sumber gen pembawa sifat toleransi dan ketahanan terhadap gulma tersebut perlu diidentifikasi melalui kegiatan karakterisasi molekuler.

Ketersediaan marka molekuler untuk mengidentifikasi sifat agronomi seperti potensi menghasilkan senyawa allelokimia yang mampu menghambat pertumbuhan tanaman lain di sekitarnya sangat dibutuhkan untuk mempercepat seleksi tanaman. Dengan kemajuan dalam bidang biologi molekular, variabilitas genetik suatu populasi dapat diamati pada tingkat protein (isoenzim) dan tingkat DNA.  Pengkajian variabilitas genetik berdasarkan sidikjari (fingerprinting) DNA dapat dilakukan dengan berbagai cara, diantaranya RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) yaitu teknik analisis variabilitas genetik melalui amplifikasi fragmen DNA pada mesin PCR dengan random primer (Dumeke dan Adams, 1994).
Percobaan telah dilakukan terhadap 100 genotipe padi asal Indonesia yang berlangsung sejak Februari2007 sampai Desember 2008. Tujuan penelitian adalah sebagai berikut: 

(1) untuk mendapatkan genotipe padi yang berpotensi allelopati dan sekaligus ‘toleran’ terhadap gulma Echinochloa cruss-galli. 

(2) untuk mendapatkan karakteristik DNA pada masing-masing dua genotipe padi yang ‘toleran’ dan ‘peka’ terhadap gulma E. cruss-galli. 

Bahan dan Metode
Pengujian tahap pertama (screening genotipe padi melalui uji hayati perkecambahan)
Benih padi dan biji gulma disterilisasi dengan 70% larutan ethanol, diikuti 1% (b/v) sodium hypochlorite (NaOCl) dan pembilasan dengan aquades steril sebanyak 4 kali. Kemudian dua puluh benih padi dikecambahkan pada selembar kertas saring Whatmann No. 1 dalam Petri dish (diameter 10 cm) dan diletakkan dalam ruang inkubasi dengan lama penyinaran 12 jam dan temperatur 25ºC. Tiga hari kemudian, dilakukan penjarangan dengan meninggalkan 10 kecambah yang seragam pertumbuhannya pada setiap Petri dish. Pada saat bersamaan, 10 biji gulma diletakkan di dalam Petri dish sebelum ditutupi dengan 30 g butiran pasir halus. Untuk mempertahankan jumlah air yang dibutuhkan oleh bibit yang tumbuh, setiap dua hari ditambahkan 5 mL aquadest kedalam masing-masing Petri dish. Empat belas hari setelah pengecambahan gulma, tumbuhan dipanen untuk pengumpulan data (panjang akar dan tunas, bobot segar akar dan tunas, dan bobot kering akar dan tunas). Genotipe padi yang menyebabkan penghambatan pertumbuhan gulma ≥50% selanjutnya digunakan sebagao obyek uji pada percobaan selanjutnya (tahap kedua).
Pengujian tahap kedua (analisis aktivitas enzim peroksidase – POD)
Genotipe padi yang lolos pengujian tahap pertama diatas dikecambahkan seperti tahap pertama dan digunakan sebagai sumber bahan untuk ekstraksi enzim peroksidase mengikuti metode Dodd (1996) dan Ng et al. (2003). 
Analisis karakterisasi DNA

Dua genotipe padi yang menyebabkan penekanan tertinggi dan dua yang menyebabkan penekanan terendah pada pertumbuhan gulma akan dijadikan obyek uji untuk isolasi dan karakterisasi DNA. Benih padi disterilisasi permukaan seperti pada percobaan tahap pertama diatas, kemudian dikecambahkan di dalam Petri dish selama 14 hari. Isolasi dan karakterisasi DNA dilaksanakan mengikuti modifikasi CTAB extraction protocol (Porebski et al., 1997). Selanjutnya dilakukan seleksi primer yang terdiri dari dua tahapan. Tahap pertama bertujuan untuk mencari primer yang menghasilkan banyak fragmen DNA yaitu primer yang dapat menghasilkan >5 fragmen. Sedangkan seleksi primer tahap kedua dilakukan untuk seleksi ndividu dengan menggunakan pool DNA yang ‘toleran’ dan pool DNA yang ‘peka’ terhadap gulma E. cruss-galli untuk mencari ada atau tidaknya polymorphisme
Hasil dan Pembahasan

Dari 100 genotipe padi yang telah diuji, terlihat perbedaan respon pertumbuhan gulma E. cruss-galli terhadap genotipe padi yang berbeda. Empat genotipe yaitu Cempo lutut, Badik/Gadih kabalai, Komas B, dan Soegon telah menekan pertumbuhan panjang akar gulma E. cruss-galli masing-masingnya 60,35; 58,09; 52,96; dan 50,91% dibandingkan kontrol. Sebaliknya, pertumbuhan panjang tunas dan bobot kering gulma tidak dipengaruhi oleh keberadaan genotipe padi yang berbeda. Tidak satupun genotipe padi yang menyebabkan penghambatan pertumbuhan tunas dan penghambatan bobot kering ≥50%. Data menunjukkan bahwa penghambatan pertumbuhan terlihat pada pertumbuhan akar dan tidak pada pertumbuhan tunas. Dalam percobaan ini akar padi dan gulma berada pada media tumbuh pada waktu bersamaan dan diduga eksudat akar yang berpotensi allelopati lebih berpengaruh terhadap akar karena kontak langsung di dalam media tumbuh. Beberapa genotipe padi memberikan respon yang berbeda yaitu menyebabkan stimulasi pertumbuhan panjang akar dan tunas (data yang bertanda ‘negatif’ pada Tabel 1). Gejala ini sering terjadi karena sama halnya dengan fitohormon, senyawa allelokimia yang merupakan metabolit sekunder tersebut dapat berfungsi menghambat ataupun menstimulasi pertumbuhan spesie targetnya bergantung pada beberapa faktor seperti konsentrasi (Koitabashi, et al., 1997). Rekapitulasi data pengamatan respon gulma E. cruss-galli terhadap berbagai genotipe padi tersebut disajikan pada Tabel 1 di bawah ini.
Tabel 1. Respon pertumbuhan gulma Echinocloa cruss-galli umur 14 hari setelah dikecambahkan (HSK) terhadap berbagai genotipe padi yang ditumbuhkan secara relay seeding technique di cawan Petri
	Genotipe
	Pengham-batan panjang tunas (% kontrol)
	Pengham-batan panjang akar (% kontrol)
	Pengham-batan bobot kering tunas (% kontrol)
	Pengham-batan bobot kering akar (% kontrol)
	Pengham-batan bobot kering gulma (% kontrol)

	Badik/Gadih kabalai
	22.37
	58.09
	14.52
	8
	11.1

	Cempo lulut
	26.45
	60.35
	15.24
	22.54
	21.97

	Ketan uis
	26.02
	39.43
	25
	-11.45
	0.87

	Bakka lampo
	14.67
	38.56
	8.19
	-2.79
	1.42

	Konawe
	28.41
	35.71
	18.29
	6.9
	12.13

	Pandak Semarang
	29.54
	28.94
	26.27
	1.48
	9.61

	Pare lambenu
	27.7
	37.46
	18.24
	5.42
	9.92

	Cantik lembayang
	21.76
	35.31
	21.61
	7.02
	11.42

	Abang
	22.17
	47.74
	20.88
	10.1
	13.94

	Marah may
	31.71
	47.39
	18.43
	13.05
	16.46

	Tampay
	18.18
	14.88
	37.2
	31.01
	35.41

	Kopo
	23.69
	6.20
	16.04
	-2.27
	5.49

	Pusaka
	27.57
	12.05
	39.26
	22.99
	25.67

	Asedjambe
	20.94
	10.08
	15.83
	0.7
	5.65

	Morin lalawar
	22.96
	4.12
	24.66
	14.42
	16.35

	Gombal
	18.57
	-28.48
	26.62
	13.46
	18.79

	Pucuk
	19.26
	3.73
	25.09
	18.62
	21.56

	Tjanggoreng
	27.29
	21.69
	32.84
	18.71
	23.78

	Jerah
	16.80
	4.95
	32.89
	28.67
	30.56

	Mayang terurai
	16.42
	16.37
	22.65
	11.28
	15.24

	Angke
	-3.95
	14.23
	4.31
	-4.81
	-1.66

	Cantik Senior
	0.22
	7.84
	5.96
	13.92
	11.17

	Rangkong
	4.41
	-3.51
	7.74
	4.52
	5.63

	Nolo Kario
	10.51
	-6.40
	21.07
	5.09
	10.61

	Gembolo
	1.15
	11.43
	-1.29
	-1.64
	-1.52

	Ciapus
	-8.41
	10.11
	1.03
	12.20
	8.34

	Djambe
	-4.11
	35.27
	6.79
	11.92
	10.15

	Situ Bagendit
	-5.37
	32.51
	4.31
	14.79
	11.17

	Rendah Pala
	-0.82
	14.75
	6.50
	6.58
	6.55

	B 8583 E - MR-40-2
	5.73
	15.02
	11.18
	7.47
	8.75

	Siredah
	-15.71
	7.24
	-7.60
	15.89
	8.66

	Benih Kuning
	-12.49
	-2.73
	-9.87
	3.76
	-0.43

	Harapan
	0.04
	0.99
	-15.37
	22.75
	11.03

	Way Apoburu
	-4.65
	-15.03
	-5.94
	2.83
	0.13

	Si Bam bam
	-10.64
	18.89
	-20.52
	2.61
	-4.50

	Hibrida Rokan
	-16.13
	7.29
	-9.34
	20.00
	10.97

	Raden rata
	-11.14
	7.35
	-12.33
	13.71
	5.70

	Koneng Gundil
	-14.30
	-7.61
	-11.32
	12.65
	5.28

	Ketan Wangi
	-26.29
	27.96
	-7.21
	40.65
	25.93

	Siam Palupuk
	-7.99
	-7.33
	-5.94
	25.60
	15.90

	Cempo Slamet
	2.75
	12.57
	0.13
	14.70
	9.10

	Padi rabig
	0.19
	16.14
	4.51
	3.82
	4.09

	Raden Pulatan
	10.86
	8.82
	4.13
	-10.01
	-4.58

	Randah Padang
	1.38
	28.34
	10.53
	13.25
	12.20

	Mendawak
	1.97
	23.93
	8.45
	5.51
	6.64

	Si Moa
	-2.73
	23.89
	11.84
	6.81
	8.75

	Loyang
	2.86
	22.87
	8.82
	4.59
	6.21

	P. Burung
	-12.82
	18.77
	4.83
	8.05
	6.81

	Lumbu
	5.68
	10.15
	9.56
	3.12
	5.60

	Hibirida Maro
	3.45
	11.39
	15.65
	14.35
	14.85

	IR Kebo
	8.99
	-19.95
	4.40
	-8.95
	-3.70

	Pelopor
	8.17
	-10.92
	6.63
	-3.24
	0.54

	Baka Edja
	0.40
	13.63
	0.65
	5.09
	3.28

	Pulu Palappa
	5.76
	1.04
	-2.89
	4.09
	1.37

	Gajih
	3.79
	23.22
	7.85
	-3.86
	0.63

	Sukamandi
	7.34
	-4.07
	9.47
	7.05
	7.74

	Bidiun
	2.04
	-7.69
	-4.95
	-3.58
	-3.98

	IR-64
	4.46
	-1.89
	-4.79
	-18.41
	-12.78

	Ci Melati
	4.61
	-21.28
	4.23
	-6.20
	-2.12

	B.879219-MR-10-1
	-1.70
	14.15
	1.27
	7.14
	4.73

	Baliman Putih
	-7.12
	1.74
	-4.22
	-3.01
	-3.49

	Sata Asa
	0.38
	10.86
	11.97
	-2.36
	3.42

	Pepe
	4.96
	-18.63
	-8.07
	-13.10
	-11.07

	Batas
	-13.77
	19.08
	-6.05
	-0.96
	-3.02

	Silu Gonggo
	3.27
	-11.75
	-4.77
	-25.42
	-17.09

	Ase Puteh
	1.09
	3.13
	9.12
	-11.45
	-3.14

	Ciherang
	-1.46
	-7.78
	-4.90
	-15.41
	-11.17

	Mojang
	-10.36
	31.05
	1.29
	2.61
	2.08

	Singkil
	-4.14
	14.85
	-13.04
	-21.22
	-17.92

	Padi duku
	-9.84
	26.87
	-12.89
	-1.87
	-6.32

	Morus
	-3.32
	23.06
	5.30
	-0.63
	1.77

	Balatjung
	-2.13
	8.23
	2.88
	-1.06
	0.53

	Berong
	-6.48
	17.77
	-8.65
	-1.42
	-4.34

	Padi Ner
	-4.50
	27.47
	-2.25
	-3.55
	-3.02

	Pungkur
	0.63
	23.28
	6.50
	4.60
	5.36

	Lalantik Bamban
	1.94
	35.50
	11.97
	-10.48
	-1.40

	Ketan Cirut
	-2.24
	27.94
	3.07
	1.04
	1.86

	Kentjana Baliman
	-9.38
	38.03
	-2.59
	2.67
	0.54

	Ketan Lalar
	1.68
	8.85
	-3.45
	-18.63
	-12.49

	Cicih Bondol
	-0.23
	10.99
	-0.02
	-13.85
	-8.26

	Kencana
	6.32
	32.36
	12.67
	18.75
	16.64

	Kerok
	2.72
	41.86
	15.90
	21.69
	19.68

	Sampang
	7.78
	42.24
	20.74
	22.67
	22.00

	Cere Perak
	-2.91
	38.21
	7.60
	18.87
	14.96

	Manggar
	6.80
	41.73
	19.25
	23.01
	21.71

	B 8239 Q-Kn-13-0
	-6.90
	40.82
	11.29
	18.87
	16.24

	Piaman Putih
	-10.59
	25.51
	5.53
	14.71
	11.52

	Pendok Wesi
	-4.82
	27.93
	0.92
	13.48
	9.12

	Genjah moda
	-11.57
	38.97
	8.53
	13.36
	11.68

	Komas B
	17.78
	52.96
	28.65
	23.50
	25.29

	Cere Bandung
	12.72
	36.57
	28.34
	20.96
	23.52

	Rijal
	-2.05
	26.41
	22.81
	11.64
	15.52

	Urang-urangan
	-2.53
	27.67
	7.60
	9.93
	9.12

	Marali
	-9.54
	46.89
	8.53
	12.38
	11.04

	Padi Putih
	-7.73
	32.37
	6.22
	10.91
	9.28

	Kuning
	-1.72
	41.71
	10.60
	22.18
	18.16

	Sarawai B
	-14.84
	32.85
	5.30
	14.71
	11.44

	Mayam Nibong
	-5.27
	31.96
	-6.91
	14.83
	7.28

	Soegon
	-12.81
	50.91
	5.07
	17.03
	12.88

	Waway
	-0.36
	31.77
	4.38
	21.32
	15.44


Keterangan: Nilai (+) = penghambatan; Nilai ( - ) = stimulasi

Walaupun ditemukan empat genotipe padi yang menyebabkan penghambatan pertumbuhan panjang akar gulma ≥50%, bobot kering akar ataupun tunas serta bobot kering gulma tidak ada yang mengalami penurunan ≥50% dibandingkan kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa pertumbuhan akar lebih didominasi oleh pemanjangan sel-sel akar yang mengikuti pembelahan sel. Diduga bahwa senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh padi yang berkecambah dan awal pertumbuhan lebih menekan pertumbuhan akar secara longitudinal. Chaniago (2006) melaporkan bahwa padi var. Cisokan mampu menekan indeks pembelahan sel akar gulma Echinochloa cruss-galli sebesar 54,88% yang menunjukkan adanya potensi allelopati padi terhadap gulma yang diujikan.
Ekstraksi dan pengujian aktivitas enzim peroksidase dilakukan terhadap gulma E.cruss-galli yang ditumbuhkan bersama dengan padi genotipe Cempo lutut, Badik/Gadih kabalai, Komas B, dan Soegon. Data menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan respon aktivitas enzim peroksidase pada akar gulma E. cruss-galli yang ditumbuhkan dibawah pengaruh allelopati padi uji. Data disajikan pada Tabel 2 di bawah ini.
Tabel 2. Aktivitas enzim peroksidase (POD = 470 nm absorbansi/menit/g bobot segar) pada akar gulma Echinochloa cruss-galli yang ditumbuhkan dibawah pengaruh allelopati berbagai genotipe padi.
	Perlakuan
	Aktivitas POD*)
	Penghambatan (% kontrol)

	Gulma E. cruss-galli
	32,8684
	0,0000

	Padi Cempo lutut
	32,4020
	1,4191

	Padi Badik/Gadih kabalai
	33,4076
	-1,6405

	Padi Komas B
	34,8337
	- 5,9794

	Padi Soegon
	34,2124
	- 4,0944


*) Menurut sidik ragam, P>0.05

Karena aktivitas enzim peroksidase pada akar gulma E. cruss-galli tidak dipengaruhi oleh keberadaan tanaman padi, maka diduga gulma merespon pengaruh allelopati padi melalui mekanisme fisiologis lainnya. Meskipun enzim peroksidase disebut juga sebagai enzim permukaan karena fungsinya merespon gangguan ataupun cekaman lingkungan (Sanches et al., 1996) serta mengkatalisis oksidasi berbagai senyawa fenolik, dalam percobaan ini aktivitas enzim tersebut tidak berbeda diantara semua perlakuan. Hasil percobaan ini juga sesuai dengan percobaan lain yang telah dilaporkan pada kanola (Brassica napus L.) dimana asam ferulat tidak mempengaruhi aktivitas enzim peroksidase pada kotiledon kanola. Sebaliknya, asam sinamat dan benzoat konsentrasi 1.0 mM meningkatkan aktivitas enzim peroksidase pada kotiledon dan sekaligus menghambat perkecambahan kanola tersebut (Ng et al., 2003). Aktivitas enzim peroksidase pada perkecambahan kedelai (Glycine max (L.) Merr.) juga meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak segar gulma Amaranthus powelli dan Cyperus rotundus dari 10 – 40% (Chaniago, 2004).

Dari keempat genotipe yang diuji, terdapat tiga genotipe padi (Badik/Gadih kabalai, Komas B dan Soegon) yang menyebabkan terjadinya stimulasi aktivitas enzim peroksidase antara 1,64 dan 5,98%.  Gulma E.cruss-galli merespon gangguan allelopati yang disebabkan oleh padi melalui peningkatan aktivitas enzim peroksidase pada akarnya. Sedangkan genotipe Cempo lutut menyebabkan penurunan aktivitas enzim peroksidase hampir 1,5% dibandingkan kontrol meskipun semua respon tersebut berbeda tidak nyata sesamanya. Hasil percobaan ini menunjukkan bahwa respon yang diberikan gulma E. cruss-galli terhadap genotipe padi yang diuji dipengaruhi oleh konsentrasi senyawa allelokimia yang dihasilkan padi yang mungkin masih berada dibawah optimum untuk menyebabkan gangguan fisiologis sehingga meningkatkan aktivitas enzim peroksidase.
Isolasi dan karakterisasi DNA dilakukan pada dua genotipe padi yang paling menekan pertumbuhan gulma (disebut toleran) yaitu Cempo lutut dan Badik/Gadih kabalai dan dua genotipe yang paling sedikit menekan pertumbuhan gulma (disebut peka) yaitu Pulu palappa dan Harapan. Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pola distribusi pita DNA masing-masing tanaman. Kemudian dilanjutkan dengan seleksi primer. Setelah dilakukan amplifikasi terhadap pool DNA, ditemukan  ada 2 primer yang menunjukkan adanya polymorphisme yakni primer OPY 20, OPK 15. Sementara primer yang lain tidak menunjukkan adanya polymorphisme. Sebaran pita DNA hasil seleksi primer pada pool DNA masing-masing padi yang ’peka’ dan ’resisten’ terhadap gulma E. cruss-galli. Setelah dilakukan amplifikasi maka primer yang menunjukkan polymorphisme adalah OPK 15 yang terdapat pada sampel DNA genotipe padi Cempo Lutut. Hasil seleksi ndividu (Gambar 1) memperlihatkan adanya polymorphisme (ditunujuk oleh tanda panah putih) pada padi kultivar Cempo Lutut (CL). Fragmen tersebut juga ditemukan pada sampel DNA gulma Echinocloa cruss-galli (Ec) dengan posisi yang sama. Dengan adanya fragmen yang sama posisinya pada gulma diasumsikan bahwa gulma dan padi memiliki kekerabatan. Dengan adanya kesamaan fragmen antara padi dengan gulma diduga fragmen tersebut mengandung gen pengendali allelopati karena gulma Echinocloa cruss-galli  juga bersifat allelopati terhadap padi.
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Gambar 1.  Hasil seleksi indvidu menggunakan primer OPK 15 dari sampel DNA tiap genotipe padi yang dibandingkan dengan gulma E. cruss-galli
( CL = padi genotipe Cempo Lutut, B/G = Badik / Gadih kabalai, PP = Pulu palappa, HRP = Harapan, Ec = gulma Echinochloa cruss-galli). CL dan B/Gadalah padi ’resisten’ / berpotensi allelopati; PP dan HRP adalah padi yang ’peka’ / tidak berpotensi allelopati terhadap gulma E. cruss-galli.
Temuan ini sangat memberikan harapan dan sesuai dengan arah penelitian allelopati saat ini yang lebih diarahkan pada penggalian dan penggunaan biologi molekuler sebagai alat pencapaian tujuan penelitian (Dayan et al., 2000) karena selama ini para peneliti bidang allelopati lebih banyak mencurahkan energi dan perhatian pada aspek bioassays seperti perkecambahan (Bruckner, 1998; Burgos dan Talbert, 2000; Kato-Noguchi, 2001).
Hasil ini menguatkan dugaan bahwa terdapat perbedaan DNA pada tanaman padi untuk menjelaskan fenomena penekanan pertumbuhan awal gulma Echinochloa cruss-galli. Namun masih terlalu dini untuk menyimpulkan demikian karena masih dibutuhkan pekerjaan panjang untuk mengkarakterisasi DNA, sekuensing basa-basa spesifik, dan penentuan gen pengendali sifat toleran ataupun peka tanaman padi terhadap gulma yang diujikan. Setidaknya hasil yang didapat cukup menggembirakan karena membuka peluang untuk melanjutkan pencarian gen penentu sifat ketahanan tanaman padi terhadap gulma E. cruss-galli.

Peningkatan kemampuan tanaman menghasilkan allelokimia dapat dicapai dengan pendekatan manipulasi genomic dan proteomic (Einhellig, 1995). Transfer gen yang berperan dalam proses allelopati ini bisa disisipkan pada tanaman tertentu. Singh et al., (2002) menyatakan bahwa teknik genetika molekuler bisa diaplikasikan untuk tujuan diatas. Meskipun perkembangan penelitian kearah tersebut masih relatif sedikit, riset dalam bidang ini sangat menjanjikan akan pencapaian praktek pertanian yang berkelanjutan dan ramah lingkungan. Identifikasi gen yang bertanggung jawab akan terjadinya allelopati bisa dilaksanakan melalui finger printing dan sekuensi DNA serta teknologi berbasis genom lainnya (Weller et al., 2001)
Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilaksanakan mengenai upaya penggalian potensi allelopati 100 genotipe padi terhadap penekanan pertumbuhan awal gulma Echinochloa cruss-galli, dapat disampaikan beberapa kesimpulan sebagai berikut: 
1. Genotipe padi yang menyebabkan penekanan pertumbuhan akar (radikula) gulma E. cruss-galli ≥50% adalah Cempo lutut, Badik/Gadih kabalai, Komas B, dan Soegon dengan nilai penekanan pertumbuhan berturut-turut sebesar 60,35; 58,09; 52,96; dan 50,01% terhadap kontrol

2. Aktivitas enzim peroksidase (POD) pada akar gulma E. cruss-galli tidak dipengaruhi oleh genotipe padi yang diujikan

3. Primer OPY 20 dan OPK 15 menunjukkan adanya ploymorphisme pada pool DNA masing-masing kelompok padi yaitu ‘peka’ dan ‘resisten’

4. Analisis karakterisasi DNA menunjukkan terdapat perbedaan pola distribusi pita DNA diantara genotipe padi yang berpotensi allelopati dengan padi yang tidak berpotensi allelopati.
5. Padi genotipe Cempo lutut menunjukkan fragmen spesifik DNA dengan posisi yang sama dengan fragmen spesifik DNA pada gulma E. cruss-galli, sehingga diduga fragmen DNA tersebut mengandung gen pengendali sifat allelopati padi. Fragmen tersebut selanjutnya digunakan sebagai kandidat dalam pencarian gen pengendali sifat allelopati padi.
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