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ABSTRACT

Aquilaria sp, belong to Family Thymelaeaceae, is one of several species whose can produce
agarwood or gaharu. Quality of gaharu of this species is better than the other species. With high
economic value, demand of Aquilaria sp increase and also increase exploitation of the species without
counterbalanced by enough planting activity. Therefore, conservation and breeding program of the
species become important to carry out. Two important Aquilaria sp. are A. malaccensis and A.
microcarpa. However, both species only can be distinguished by generative characteristics such as
flower and fruit. The most appropriate and rapid method to identify species is DNA marker, especially
using RAPD markers. In order to obtain DNA marker to species identification, 2 selection steps
should be carried out. The first step was using 2-3 samples per species. From 180 RAPD primers, only
5 primers produced loci those can identify both species, those are D-20, A-17, G-12, R-15 and U-13.
The second selection step was carried out by increasing number of samples per species (24 samples in
total). From the five primers obtained from first selection, only U-13 700 basepairs that can be
selected as species-specific DNA markers to identify both Aquilaria sp.
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ABSTRAK

Aquilaria sp merupakan salah satu jenis pohon penghasil gaharu yang berasal dari suku
Thymelaeaceae. Dibandingkan dengan spesies pohon penghasil gaharu lainnya, kualitas gaharu yang
diperoleh pada spesies ini jauh lebih baik. Tingginya nilai ekonomis meningkatkan permintaan akan
produk tersebut yang mengakibatkan terjadinya eksploitasi gaharu pada spesies tersebut secara terus
menerus tanpa diimbangi oleh kegiatan penanaman yang cukup. Hal tersebut mendorong untuk
dilakukannya upaya konservasi dan pemuliaan untuk mencegah kepunahannya. Dua spesies
Aquilaria spp yang paling banyak dimanfaatkan adalah A. malaccensis dan A. microcarpa. Kedua
jenis ini hanya dapat dibedakan berdasarkan sifat generatifnya, yaitu bunga dan buah, sehingga hanya
bisa dibedakan setelah berbunga atau berbuah. Untuk meningkatkan efisiensi dan efektifitas program
konservasi dan pemuliaan kedua jenis tersebut, diperlukan metode yang lebih tepat dan cepat untuk
membedakannya. Metode tersebut adalah menggunakan penanda DNA dengan metode RAPD. Dua
tahap seleksi dilakukan untuk mendapatkan penanda DNA tersebut. Pada seleksi tahap pertama
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dengan menggunakan 2-3 sampel per spesies, dari 180 RAPD primer hanya diperoleh 5 primer yang
bisa membedakan kedua spesies yaitu primer D-20, A-17, G-12, R-15 dan U-13. Pada seleksi tahap
kedua dengan menambah jumlah sampel, hanya primer U-13 basepair 700 saja yang dapat digunakan
sebagai penanda DNA untuk membedakan kedua jenis Aquilaria tersebut.

Kata Kunci : Aquilaria malaccensis, Aquilaria microcarpa, identifikasi, RAPD, gaharu

I. PENDAHULUAN

Aquilaria sp merupakan tanaman asli
Indonesia. Ding Hou (1960) melaporkan terdapat
6 spesies Aquilaria yang terdapat di Indonesia,
yaitu A. malaccensis, A beccariana, A.
microcarpa, A. hirta, A. cumingiana dan A
filaria.

microcarpa tersebar luas di Sumatera dan

A. malaccensis, A beccariana, A.

Kalimantan, sedangkan A. hirta, A. cumingiana
dan A. filaria hanya tersebar di beberapa lokasi
saja. Populasi dari keenam spesies tersebut
mempunyai kerapatan rendah, sehingga dengan
ditambah pengaruh eksploitasi yang berlebihan,
kegiatan konservasi merupakan kegiatan utama
dari spesies tersebut (Chakrabarty et al., 1994).
Soehartono dan Newton (2000) melaporkan
bahwa berdasarkan analisis NFI, mengidentifi-
kasikan kerapatan individu dalam populasi yang

relatif rendah dengan rata-rata <1,2 individu/ha.
Agquilaria malaccensis dan A. microcarpa
merupakan 2 jenis Aquilaria yang dapat mem-

tinggi
(Sumarna, 2002). Saat ini, akibat dari kegiatan

produksi gaharu dengan kualitas
penanaman yang belum berhasil dengan baik,
produk gaharu masih mengandalkan dari hutan
alam. Oleh karena itu, populasi alam dari kedua
spesies tersebut dari tahun ke tahun semakin

berkurang. Aquilaria malaccensis menjadi salah
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satu spesies dalam daftar CITES yang harus
dikonservasi. Program konservasi dan pemuliaan
dari kedua spesies menjadi penting untuk meng-
amankan populasi alam dan untuk memperluas
hutan tanaman. Secara umum, kedua spesies ini
amat sukar untuk dibedakan. Kedua spesies
tersebut hanya dapat dibedakan pada saat fase
generatifnya saja (bunga dan buah). Hal ini
dikarenakan kedua spesies memiliki hubungan

kekeluargaan yang sangat dekat.

Di dalam menyusun strategi konservasi
maupun pemuliaan dari kedua jenis tersebut,
maka sangatlah penting untuk membedakan
keduanya pada level awal dari pertumbuhan.
Satu-satunya teknik yang bisa membedakan
spesies pada tingkat awal adalah penanda DNA.
Apabila kedua spesies telah bisa dibedakan
menggunakan penanda DNA, maka keduanya

dapat dibedakan dalam tingkat semai.

Random  Amplified  Polymorphic DNA
(RAPD) merupakan teknik PCR yang sederhana
dan cepat untuk identifikasi spesies dengan
beberapa keuntungan seperti jumlah genom DNA
yang dibutuhkan, hanya menggunakan 1 primer
10-bp dan 1 program PCR. RAPD telah diguna-
kan sebagai penanda untuk identifikasi spesies
pada Lolium (Delozier et al., 1999), Populus
(Sanchez et al., 1998), Spruce (Khasa dan
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Dancik, 1996), Larch (Scheepers et al., 2000),
Quercus (Samuel, 1999), Picea (Nkongolo,
1999), dan Acacia (Widyatmoko dan Shiraishi,
2001 dan 2003). (1999)
mengatakan bahwa penanda spesies-spesifik

Delozier et al.

harus mempunyai 2 persyaratan yaitu muncul
pada semua individu dari 1 spesies dan tidak
muncul pada semua individu dari spesies yang

lain.

Tujuan dari kegiatan penelitian ini adalah
untuk menemukan penanda spesies-spesifik
RAPD pada Aquilaria malaccensis dan A.
microcarpa untuk membedakan keduanya dalam
rangka mendukung program konservasi sumber

daya genetik dan pemuliaan dari kedua spesies.

II. BAHAN DAN METODE

A. Bahan

Materi genetik yang digunakan dalam pene-
litian ini adalah daun yang dikoleksi dari 8
individu Agquilaria malaccensis (Berau, Kali-
mantan Timur) dan 16 individu A. microcarpa

(Samboja dan Samarinda, Kalimantan Timur).

B. Metode

Total DNA diperoleh melalui ekstraksi
menggunakan mini beadbeater dengan metode
CTAB (Murray dan Thompson, 1980) yang telah
dimodifikasi oleh Shiraishi dan Watanabe
(1995). Sedangkan purifikasi DNA dilakukan
dengan mengunakan GeneClean III Kit (Q-
biogene). DNA hasil purifikasi dihitung meng-
gunakan GeneQuant (Pharmacia), yang selanjut-
nya akan digunakan untuk reaksi PCR dengan
konsertrasi 2,5 ng DNA/ul.
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Reaksi PCR dilakukan dengan total volume
10 pl per sampel yang mengandung 10 mM Tris-
HCI (pH 8.3), 10 mM KCl, 3,0 mM MgCl,, 200
uM tiap dNTPs, 0,25 uM primer, 0,5 unit/10 pl
AmpliTaq DNA polymerase (Stoffel Fragment,
Applied Biosystems), dan 10 ng larutan DNA.
Kondisi dari proses amplifikasi PCR adalah
denaturasi awal selama 60 detik pada suhu 94°C,
diikuti dengan 45 siklus yang masing-masing
terdiri dari denaturasi selama 30 detik pada suhu
94°C, penempelan primer (annealing) selama 30
detik pada suhu 37°C, dan pemanjangan
(extension) selama 90 detik pada suhu 72°C.
Proses PCR diakhiri dengan pemanjangan selama
7 menit pada suhu 72°C. Hasil amplifikasi PCR
dielektroforesis pada 1,2% gel agarose dengan
ethidium bromide dan akhirnya dideteksi meng-
gunakan 302-nm UV transilluminator (BIO-
RAD Gel Doc™ EQ).

Dua (2) tahap seleksi dilakukan untuk mem-
peroleh penanda spesies-spesifik dari 4.
malaccensis dan A. microcarpa. Tahap pertama
adalah seleksi (screening) primer RAPD yang
memproduksi penanda spesies-spesifik meng-
gunakan 2 - 3 sampel dari masing-masing spesies
yang telah diidentifikasi menggunakan karakter
buah dan/atau bunganya. Tahap kedua adalah
menyeleksi primer yang telah diseleksi pada
tahap pertama dengan menambah jumlah sampel
dari kedua spesies. Pada tahap ini untuk A.
malaccensis digunakan 8 sampel, sedangkan A.
microcarpa 16 sampel, dimana penentuan
sampel tersebut berdasarkan informasi dari

masyarakat sekitar pohon/sampel tersebut.
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I1I. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Seleksi Primer Tahap I

Kegiatan awal dari identifikasi penanda
DNA adalah seleksi primer RAPD. Kriteria
primer yang dapat digunakan untuk analisis
RAPD adalah primer yang dapat menghasilkan
pita-pita polimorfik, pita-pita yang dihasilkan
jelas, reproduksibilitas baik, hasil amplifikasi
pita DNA relatif stabil, dan mudah dibaca.
Sekuens primer yang digunakan untuk PCR-
RAPD sebaiknya juga mengandung 40% basa
G+C (umumnya mengandung 50-80% G+C) dan
tidak memiliki sekuens
(Williams et al., 1993).

yang polindromik

Seleksi primer untuk memperoleh penanda
spesies-spesifik dilakukan dengan melihat ada
atau tidaknya pita spesifik yang muncul pada

kedua jenis spesies Aquilaria sp tersebut.

Untuk tahap pertama ini, 180 primer RAPD,
yang berasal dari 9 set primer merek PROLIGO
(A, D, R, G, H, M, W, N dan U), diseleksi
menggunakan 2-3 sampel per spesies. Dari hasil
seleksi tahap I ini terlihat bahwa kedua spesies
memiliki hubungan kekerabatan yang sangat
dekat. Hal ini dibuktikan dari sulitnya memper-
oleh pita pada penanda DNA yang spesifik pada
dua spesies tersebut. Dari 180 primer yang
diseleksi, hanya terdapat lima primer yang
memberikan kenampakan pita yang spesifik,
yaitu primer D-20, A-17, G-12, R-15, dan U-13.
Gambar 1 memperlihatkan 2 primer yang
sementara menghasilkan lokus yang membeda-
kan kedua spesies. Primer R-15 (Gambar 1A)
menghasilkan 1 lokus yang membedakan kedua
spesies pada 400bp. Sedangkan primer U-13
(Gambar 1B) menghasilkan 2 losi yaitu pada
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700bp dan 900bp. Untuk memastikan apakah losi
tersebut bisa digunakan sebagai penanda spesies-
spesifik untuk A. malaccensis dan A. microcarpa,
dilakukan seleksi tahap II dengan menambah

jumlah individu dari masing-masing spesies.

900

700

400

(A) (B)
Gambear 1. Hasil seleksi tahap I primer R-15 (A)
danU-13 (B)

B. Seleksi Penanda Spesies-spesifik (Seleksi
Tahap II)

Pada seleksi tahap I, telah terpilih 5 primer
yang
sementara untuk membedakan A. malaccensis
dan A. microcarpa, yaitu D-20, A-17, G-12, R-
15, dan U-13. Untuk membuktikan apakah losi
tersebut memang dapat digunakan sebagai

menghasilkan  losi  spesies-spesifik

penanda spesies-spesifik, maka dilakukan seleksi
tahap II dengan menambah jumlah sampel untuk
masing-masing spesies (4. malaccensis 8 sampel
dan 4. microcarpa 16 sampel). Hasil amplifikasi
seleksi tahap II dari kelima primer tersebut di atas
menggunakan total 24 sampel adalah hanya 1
lokus yang memenuhi syarat sebagai penanda
spesies-spesifik yaitu yang dihasilkan oleh
primer U-13 pada basepair 700. (Gambar 3).
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Lokus ini membedakan kedua Aquilaria spp
dengan panjang band yang berbeda (sekitar 10-
20 bp).

Losi yang dihasilkan oleh 5 primer RAPD
pada seleksi tahap I, setelah penambahan sampel,
hampir semuanya tidak memenuhi syarat sebagai
penanda spesies-spesifik karena pita yang semula
muncul pada seleksi tahap I, tidak muncul pada
seleksi tahap II untuk individu dari jenis yang
sama. Atau sebaliknya, yang semula tidak

muncul menjadi muncul di beberapa individu

A. madlaccensis

400
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dari jenis yang sama. Sebagai contoh pada primer
R-15 (Gambar 2), pada A. malaccensis yang
seharusnya muncul semua, tidak muncul pada
sampel no. 8, sedangkan pada 4. microcarpa
yang seharusnya tidak muncul, hanya sampel no.
15 dan 16 saja yang tidak muncul sedangkan
yang lain muncul. Hal yang sama juga diperlihat-
kan untuk primer U-13 lokus 900 bp (Gambar 3).
Terdapat 2 sampel yang tidak menghasilkan pita,
yaitu 4. malaccensis no. 8 dan A. microcarpa no.
16.

A. microcarpa
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Gambar 2. Hasil amplifikasi tahap II primer R-15
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Gambar 3. Hasil amplifikasi tahap II primer U-13
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Fingerprint RAPD telah berhasil digunakan
untuk identifikasi spesies dari tanaman, bakteri
dan binatang (Welsh et al., 1991; Akopyanz et
al., 1992; Bidochka et al., 1994; Lee dan Chang,
1994; Sale et al., 1996). Penelitian tersebut mem-
RAPD dapat

spesies

perlihatkan bahwa penanda
identifikasi

berbagai keperluan. Selain murah dan relatif

digunakan untuk pada
mudah untuk mendapatkan penanda informatif,
reaksi PCR yang cepat dengan hanya 1 program
PCR dan hanya menggunakan 10 bp primer
tunggal merupakan keuntungan dari penanda
RAPD. Kegiatan penelitian yang dilakukan kali
ini juga membuktikan kemampuan penanda
DNA, khususnya RAPD, untuk membedakan 2
spesies yang memiliki hubungan kekerabatan
yang sangat dekat.

Dengan ditemukannnya penanda spesies-
spesifik untuk A. malaccensis dan A. microcarpa,
selanjutnya penanda tersebut dapat dikembang-
kan lebih lanjut menjadi sequence characterized
amplified region (SCAR) yang mempunyai
sensitifitas dan reproduktibilitas tinggi. Hal ini
khususnya disebabkan karena penanda yang
dihasilkan dalam penelitian ini (primer U-13
basepair 700) membedakan kedua Aquilaria spp
berdasarkan panjang pita. Oleh karenanya,
pengembangan lokus tersebut menjadi penanda
SCAR juga akan lebih memudahkan dalam
interpretasi pita. Seperti halnya dengan penanda
spesies-spesifik pada RAPD, penanda SCAR
yang bagus untuk identifikasi spesies harus
muncul pada semua individu dari salah satu
spesies dan tidak muncul pada semua individu
dari spesies lainnya. Mengingat baru hanya 1
lokus yang ditemukan, maka perlu dilakukan

penelitian lanjutan untuk mendapatkan penanda
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spesies-spesifik lainnya menggunakan penanda
DNA lainnya seperti simple sequence repeat
(SSR).

IV. KESIMPULAN DAN SARAN

1. Seleksi tahap pertama menggunakan sampel
2-3 individu per spesies memperoleh 5 primer
yang menghasilkan losi yang membedakan A.
malaccensis dan A. microcarpa, yaitu D-20,
A-17, G-12, R-15, dan U-13.

2. Primer U-13 yang menghasilkan lokus pada
700 bp dapat digunakan sebagai penanda
spesies-spesifik  yang membedakan  A.
malaccensis dan A. microcarpa.

3. Diperlukan penelitian lanjutan untuk men-
dapatkan penanda spesies-spesifik lainnya

menggunakan penanda DNA lainnya seperti
SSR.
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