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Abstract

Aquilaria and Gyrinops are the primary agarwood producer on international trade. For authentication and
standardization purposes, it is essential to carry DNA barcoding studies of these genera. DNA barcoding
studies on plants need a database of several regions on the plant genome that could act as a barcoding
marker. These DNA barcoding markers could be divided into Chloroplasts barcoding and Nuclear
barcoding. Several markers have been used for DNA barcoding study of agarwood producer species,
including trnL-trnF, matK, rbcL, rpoC1, ycfl (Chloroplast barcoding), and ITS (Nuclear barcoding). This
review breakdown the availability of those DNA barcoding markers on the online genebank database for
Aquilaria and Gyrinops. Aquilaria genus has 12 species members, while Gyrinops genus has six species
members. The sequence of region trnL-trnF is the only barcoding marker covering all 12 species
members of Aquilaria and six species members of Gyrinops. Both ITS and matK have covered nine
species among 12 total species members of Aquilaria. The rbcL, rpoC1, and ycfl, respectively, have
covered eight, five, and four species members of Aquilaria. Most of the barcoding markers have covered
three species members of Gyrinops except for ITS (5 species) and rpoC1 (1 species). However, Gyrinops
members have no ycfl sequence on genebank database. Based on sequence availability on the genebank
database, it could be concluded that the trnL-trnF region is the most promising DNA barcoding marker
for the Aquilaria and Gyrinops members especially for the phylogenetic analysis purpose.
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PENDAHULUAN

diandalkan di era biologi molekuler saat ini
(Tanaka dan Ito, 2019). DNA barcoding
sebagai penghasil komoditi gaharu yang sekaligus dapat dijadikan sebagai metode untuk
merupakan hasil hutan bukan kayu bernilai standardisasi  kualitas bahan baku produk
ekonomis tinggi (Wangiyana dan Malik, 2018). industri  (Salgueiro et al.,, 2009). Hal ini

Kelompok Aquilaria dan Gyrinops dikenal

Pengembangan industri gaharu baik dari tahap
hulu sampai hilir umumnya berfokus pada
spesies anggota kedua genus tersebut
(Wangiyana dan Putri, 2019). Demikian pula
dengan fokus riset dan pengembangan yang
secara dominan mengkaji kedua genus tersebut
terutama dalam hal autentifikasi spesies
(Wangiyana, 2019).

Autentifikasi spesies menjadi semakin
krusial bagi kelompok Aquilaria dan Gyrinops.
Hal ini dikarenakan kedua kelompok ini masuk
dalam CITES Apendix | dan Il (Schmidt, 2011).
Autentifikasi tersebut diperlukan dalam hal
konservasi sekaligus penentuan kuota komoditi
gaharu dari kedua genus tersebut (Lee et al.,
2016a).

DNA barcoding merupakan salah satu
metode autentifikasi spesies yang dapat

merupakan suatu peranan yang krusial karena
kualitas bahan baku menentukan kualitas produk
industri yang dihasilkan (Sgamma et al., 2017).
Studi  DNA  barcoding  memerlukan
pemilihan marker yang digunakan sebagai bahan
utama dalam klasifikasi secara molekuler (De
Mattia et al., 2010). Marker molekular tersebut
berupa region dalam DNA genom yang dapat
diamplifikasi oleh primer universal. Total
terdapat 17 region DNA barcoding yang
dilaporkan pada tanaman terutama tanaman
berkhasiat medis (Chase and Fay, 2009). Marker
DNA barcoding untuk tanaman yang disarankan
oleh Concortium for the Barcode of Life-Plant
Working Group (CBOL) adalah yang memiliki
nilai efisiensi diskriminasi sebesar 72%. Oleh
karena itulah pemilihan marker untuk DNA
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barcoding merupakan hal yang penting untuk
dilaukan (CBOL Plant Working Group, 2009).

Marker DNA barcoding yang umum
digunakan pada spesies penghasil komoditi
gaharu diantaranya adalah matK, rbcL, rpoCl1,
trnL-trnF, dan ITS (Lee et al., 2016a).
Penelusuran database marker DNA barcoding
tersbut merupakan hal yang esensial untuk
menunjang penyediaan data identifikasi spesies
penghasil gaharu yang autentik. Oleh karena itu,
artikel ini bertujuan untuk melakukan review
terhadap database marker DNA barcoding
spesies penghasil gaharu bada gene bank yang
terintegrasi secara daring.

JENIS MARKER DNA BARCODE

Secara umum Jenis DNA barcode pada
tanaman dapat dibedakan menjadi Nuclear
barcode dan chloroplast barcode. Nuclear
barcode umumnya berisi non-coding region.
Sementara itu Chloroplast barcode dapat
dibedakan menjadi coding region dan non-
coding region (Enan, 2015). Untuk lebih
jelasnya dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Tipe marker DNA barcode pada
tanaman (Enan, 2015)

Hal krusial yang harus diperhatikan dalam
menganalisis marker DNA barcode adalah
menentukan primer yang tepat. Primer yang
tepat akan mengamplifikasi region barcode
seperti yang diharapkan. Beberapa primer
universal untuk amplifikasi region chloroplast
barcode telah berhasil dipetakan (Demesure et
al., 1995). Sementara itu, untuk Nuclear barcode
pada tanaman umumnya terdiri dari beberapa
copy lokus yang sangat variatif sehingga sulit
untuk dipetakan pembuatan primer universalnya

(Yu et al., 2011). Beberapa contoh primer untuk
region DNA barcoding disajikan pada tabel 1.

Tabel 1. Referensi desain primer untuk
amplifikasi sekuen DNA barcoding

Region  Primer Sekuen (5’ — 3°) Referensi
ITS ITS5_ F GGAAGTAAAAGTCGTAAC Cleverdon et
AAGG al., 2018
ITS4_R TCCTCCGCTTATTGATATG
C
matKk 3F-KIM f CGTACAGTACTTTTGTGTT Whiteetal.,
TACGAG 1990
1R-KIMr ACCCAGTCCATCTGGAAA
TCTTGGTTC
rbcL  rbcL-aF ATGTCACCACAAACAGAG Jeansonetal.,
ACTAAAGC 2011
rbcL-aR CTTCTGCTACAAATAAGA
ATCGATCTC
rpoC1 2F GGCAAAGAGGGAAGATT  Levinetal,
TCG 2003
4R CCATAAGCATATCTTGAG
TTGG
ycfl  ycflbF TCTCGACGAAAATCAGAT  Sassetal.,
TGTTGTGAAT 2007
ycflbR ATACATGTCAAAGTGATG
GAAAA
trnL- e GGTTCAAGTCCCTCTATC Dongetal.,
trnF CcC 2015
f ATTTGAACTGGTGACACG
AG

BARCODE REGION TRNL-TRNF

TrnL-trnF region merupakan salah satu
kelompok chloroplast barcode. Region ini
terletak pada large single-copy region dari
genome chloroplast. Region ini terdiri dari gen
trnL, grup intron | dan trnL-trnF intergenic
spacer (Hao et al.,, 2009). Lokasi annealing
primer untuk region trnL-trnF dapat dilihat pada
gambar 2.
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Gambar 2. Lokasi Anealing primer untuk region
trnL-trnF

Sekuen trnL-trnF merupakan marker DNA
barcoding yang umum digunakan dalam analisis
filogenetik species penghasil gaharu dari
kelompok Aquilaria dan Gyrinops (Wangiyana,
2016). Sekuen trnL-trnF seluruh anggota genus
Aquilaria yang berjumlah 12 spesies dan genus
Gyrinops yang berjumlah 6 species tercatat
lengkap pada database genebank NCBI (tabel 2).

Berdasarkan data se kuen pada tabel 2, rata
— rata sekuen trnL-trnF pada database NCBI
memiliki ukuran antara 447 bp — 582 bp (Farah
et al,, 2018; Eurlings & Gravendeel, 2003).
Sementara itu sekuen — sekuen tersebut
tergolong cukup lengkap yang dikoleksi dari
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berbagai negara penghasil gaharu di Asia seperti
Indonesia, Thailand, Malaysia (Asia Tenggara),
China (Asia Timur) dan India (Asia Selatan).
Hal ini kembali menegaskan bahwa sekuen ini
merupakan DNA barcoding yang ideal untuk
kelompok Aquilaria dan Gyrinops (Wangiyana,
2016).

Tabel 2. Database sekuen trnL-trnF

Tabel 3. Database sekuen ITS1-1TS2

Spesies Assesion BP Asal Referensi
Number Spesimen

Genus Aquilaria

1 A.subintegra MH594316 673 Malaysia Feng et al.,

No Spesies Assesion BP Asal Referensi
Number Spesimen

Genus Aquilaria

1 A subintegra  KU244049 499 Thailand Leeetal.,

2018

2 A rostrata KT364483 682 Malaysia Lee and
Mohamed,
2016

3 A.yunnanensis MH594327 673 China Feng et al,
2018

4 A. sinensis EF645836 680 China Shen, et al,,
2007

5 A.rugosa MH134145 789 Thailand Farah et al.,
2018

6 A.cumingiana KT779117 739 Indonesia Lee et al.,
2016b

7 A. agallochum MH134137 789 India Farah et al.,
2018

8 A.microcarpa KU244094 685 Lee et al,

Indonesia 2016a
9 A hirta KX424702 673 Malaysia

Genus Gyrinops

1 G.versteegii KU244106 683 Indonesia Lee et al.,

2016a
2 G.walla MH134151 786 Sri Lanka Farah et al.,
2018
3 G.ledermannii KT779120 739 Indonesia Lee et al.,
4 G. caudata KT779119 739 Indonesia 2016b
5 G.moluccana KT779121 739 Indonesia

2016a

2 A rostrata KT364475 500 Malaysia Lee &
Mohamed,
2016

3 A yunnanensis MH603329 462 China Fengetal.,
2018

4 A.sinensis KF018041 471 China Jiaoetal.,
2013

5 A.rugosa MF443430 463 Thailand Farahetal.,
2018

6 A.cumingiana KT726320 499 Indonesia Leeetal.,
2016h

7 A agallochum MF443428 447 India Farah et al.,
2018

8 A.microcarpa KU244042 498 Indonesia Leeetal.,
2016a

9 A.urdanetensis AY216750 582 Indonesia Eurlings &

10 A. parvifolia AY216748 581 Indonesia Gravendeel,

11 A. khasiana AY216744 570 Indonesia 2003

12 A hirta KT364472 497 Malaysia Lee &
Mohamed,
2016

Genus Gyrinops

1 G. versteegii KU244054 500 Indonesia Leeetal.,
2016a

2 G.walla AY?216758 544 Indonesia Eurlings &

3 G.salicifolia ~ AY216757 556 Indonesia Gravendeel, .

4 G.ledermannii AY216755 563 Indonesia 2003

5 G.caudata KT726323 500 Indonesia Lee etal.

6 G.moluccana KT726325 498 Indonesia 2016b

BARCODE REGION ITS

Internal Transcribe  Spacer (ITS)
merupakan region yang mengapit 3 subunit dari
RNA yaitu 18 SRNA, 5,8vVSRNA dan 28S RNA.
Total terdapat 4 region ITS diantara subunit
RNA tersebut yaitu ITS1, ITS 2, ITS 3 dan ITS
4 (Gambar 3). Diantara region ITS lainnya, ITS
1-1TS2 yang mengapit region 5,85 RNA dengan
panjang sekuen 400 sampai 1000 bp merupakan
marker yang paling umum digunakan dalam
studi DNA barcoding (Alvarez and Wandel,
2003).

ITS1 ITS3
5.85
185 RNA RNA 285 RNA
ITS 2 ITS4

Gambar 3. Susunan ITS diantara Subunit RNA
(Sahid, 2004)

Berdasarkan penelusuran database
genebank NCBI, terdapat 7 anggota genus
Aquilaria dan 5 anggota genus Gyrinops yang
telah tercatat memiliki data sekuen ITS. Sekuen
ITS tersebut memiliki ukuran bervariasi antara
673 bp — 789 bp. Rata — rata ukuran sekuen yang
lebih panjang dibandingkan trnL-trnF. Sekuen
tersebut juga diperolen dari berbagai negara
Asia penghasil gaharu diantaranya: Indonesia,
Malaysia, Thailand (Asia Tenggara), China
(Timur), India dan Sri lanka (Asia Selatan). Hal
ini menunjukkan sekuen ini cukup layak untuk
dijadikan marker DNA barcoding (Feng et al.,
2018; Lee and Mohamed, 2016; Farah et al.,
2018; Lee et al., 2016b; Li et al., 2017).

BARCODE REGION RPOC1

Region rpoC1 bersama dengan rpoC2, rpoA
dan rpoB mengkode subunit Plastid RNA
polymerase (PEP). Secara lebih spesifik rpoC1
mengkode subunit B dari PEP (Serino and
Maliga, 1998). Region ini memiliki ukuran pada
rentang 400 bp — 1100 bp dan dapat dijadikan
sebagai salah satu marker DNA barcoding yang
potensial (Downie et al, 1998). Skema
amplifikasi region rpoC dapat dilihat pada
gambar 3
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ca. 1100 bp

—
ca. 400 bp

Gambar 3. Skema amplifikasi region rpoC1
(Downie et al., 1998)

Tabel 4. Database sekuen rpoC1

Tabel 5. Database sekuen matK

Spesies Assesion BP  Asal Referensi
Number Spesimen

Genus Aquilaria

1 A.subintegra  LC383999 818 Thailand Thitikornpon
etal., 2018

2 A rostrata MF443401 834 Malaysia Farah et al.,

2018

3 A.yunnanensis KR530387 747 China Huang et al.,

2015

4 A.sinensis HQ415244 805 China Pei et al,

2011

A. rugosa MF443402 834 Thailand Farah et al.,

A. agallochum MF443398 834 India

5
6 A.cumingiana MF443400 834 Indonesia 2018
7
8

A. microcarpa LC467528 801 Indonesia Tanaka and
Ito, 2019

9 A hirta KY927321 886 Malaysia Lietal., 2017

Genus Gyrinops

Spesies Assesion BP Asal Referensi
Number Spesimen

1 G. versteegii KU244210 886 Indonesia Lee et al.,

Genus Aquilaria

=

A.subintegra  LC383851 529 Thailand Thitikornpon
etal., 2018

A.yunnanensis KU244181 529 China Lee et al,

A. sinensis KU244178 529 China 2016a

A.microcarpa KU244172 529 Indonesia

afhlw|N

A. hirta KU244166 529 Malaysia

2016a

2 G.walla MF443404 834 SrilLanka Farah et al.,
2018

3 G.caudata MF443403 834 Indonesia Farah et al.,
2018

Genus Gyrinops

=

G. versteegii KU244184 529 Indonesia Lee et al,
2016a

Berdasarkan penelusuran di  database
genebank NCBI, terdapat 5 spesies genus
Aquilaria dan hanya satu spesies genus Gyrinops
yang memiliki data sekuen rpoCl. Sekuen
rpoCl pada database tersebut rata — rata
memiliki ukuran 529 bp. Ukuran yang relatif
lebih pendek dibandingkan marker DNA
barcoding pada umumnya. Meskipun demikian,
sekuen tersebut relatif heterogen karena berasal
dari berbagai negara penghasil gaharu meliputi:
Indonesia, Malaysia, Thailand (Asia Tenggara)
dan China (Asia Timur) (Thitikornpon et al.,
2018; Lee et al., 2016a).

BARCODE REGION MATK

Region Maturase K (matK) merupakan
salah satu region pada kloroplast yang memiliki
level diskriminasi tinggi diantara kelompok
Angiospermae  (Fazekas et al., 2008).
Keunggulan region ini sebagai marker DNA
barcoding adalah memiliki kemampuan untuk
mengidentifikasi variasi, mudah diamplifikasi,
disekuensing serta analissi alignment. Hal ini lah
yang menjadikannya layak diusulkan sebagai
universal DNA barcoding terutama untuk
tanaman berbunga (Lahaye et al., 2008). Secara
structural, region matK diapit oleh dua region
trnK yang dipisahkan oleh trnK intron (gambar
4)

Berdasarkan penelusuran database di
genebank NCBI, ditemukan bahwa sebanyak 9
spesies genus Aguilaria dan 3 spesies genus
Gyrinops tercatat memiliki sekuen matK.
Sekuen tersebut berasal dari berbagai negara
penghasil gaharu seperti: Indonesia, Malaysia,
Thailand (Asia Tenggara), India, Sri Lanka
(Asia Selatan) dan China (Asia Timur). Sekuen
matK merupakan salah satu marker DNA
barcoding yang memiliki ukuran besar dengan
rentang 747 bp — 886 bp (Thitikompon et al.,
2018; Farah et al., 2018; Huang et al., 2015; Pei
etal., 2011; Lee et al., 2016a).

trnKT1 matK-ps1F matK-ps3F matK-ps2F
— — — —
matk

< < < h
matK-ps1R matK-ps4R  matK-ps2R trnK2621

Gambar 4. Diagram sekuen matK gen plastida
(Kimet al., 2017)

BARCODE REGION RBCL

Region Subunit besar Ribulose 1,5-
biphosphate carboxylase oxygenese (rbcL)
merupakan salah satu coding region kloroplast
yang memiliki amplification rate tinggi. Dengan
tingkat keberhasilan amplifikasi tinggi sekuen
region ini mudah untuk diisolasi sehingga
menjadikannya sebagai marker DNA barcoding
yang potensia (Blaxter, 2004). Struktur region
rbcL dapat dilihat pada gambar 5.
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rbcL-rbeS spacer
rbeL-D1rbcL-Rh2  rbcL-Rh3  rbeL-P1 |
— —= — —
L 3 — |

-— - -—
U-rbe-R2.5 X rbcL-D2 rbeS-P1 \
rbel rheS

Gambar 5. Sekuen gene pengkode enzim rbcL
pada kloroplast (Win et al., 2008)

Tabel 6. Database sekuen rbcL

Spesies Assesion BP Asal Referensi
Number Spesimen

Genus Aquilaria

1 A subintegra MH603257 553 Malaysia Feng et al.,

2018

2 A.rostrata MF443408 617 Malaysia Farah et al.,
2018

3 A.yunnanensis KR528754 618 China Huang et
al., 2015

4 A.sinensis GQ436620 703 China Chen et al.,
2010

5 A.rugosa MF443409 617 Thailand  Farah et al.,

6 A.cumingiana MF443407 617 Indonesia 2018

7 A.microcarpa KX424689 623 Malaysia Lee et al.,

8 A. hirta KX424688 623 Malaysia 2016¢

Genus Gyrinops

1| G. versteegii KU244236 |670 Indonesia |Lee et al.,
2016a

2 |G. walla MF443411 |617 Sri Lanka |Farah et al.,

3 | G. caudata MF443410 [617 Indonesia |2018

Berdasarkan penelusuran database di
genebank NCBI, 8 spesies anggota genus
Aquilaria dan 3 spesies anggota genus Gyrinops
tercatat memiliki sekuen rbcL. Sekuen tersebut
diisolasi dari berbagai negara penghasil gaharu
yaitu: Indonesia, Malaysia, Thailand (Asia
Tenggara), Sri Lanka (Asia Selatan) dan China
(Asia Timur). Rata — rata sekuen rbcL pada
database NCBI memiliki ukuran menyerupai
sekuen trnL-trnF yaitu antara 533 bp — 703 bp
(Feng et al., 2018; Farah et al., 2018; Chen et al.,
2010; Lee et al., 2016c)

BARCODE REGION YCF1

Region ycfl merupakan region pada
kloroplast yang memili variabailitas tinggi.
Region ini memiliki resolusi tinggi ketika
digunakan sebagai marker DNA barcoding pada
level spesies. Region sekaligus dikatakan
sebagai marker DNA barcoding paling
menjanjikan untuk tanaman terrestrial (Dong et
al., 2015). Secara structural Skema gen ycfl
merupakan sekuen yang berada pada inverted
repeat region. Bagian dari gen ycfl
berinkorporasi dengan inverted repeat region
dan juga region yang bersifat homologus.
Bagian ini ditandai dengan region warna hitam
pada gambar 6.
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Meskipun  merupakan  marker DNA
barcoding yang potensial untuk tanaman
terrestrial, namun berdasarkan penelusuran
database genebank NCBI, sekuen ycfl dapat
dikatakan kurang mampu mendukung keperluan
barcoding tanaman penghasil gaharu. Tercatat
hanya ada 4 spesies anggota Aquilaria yang
memiliki sekuen ycfl pada database NCBI.
Bahkan tidak ditemukan sama sekali sekuen
ycfl untuk anggota spesies Gyrinops. Meskipun
demikian, sekuen ycfl dari genus Aquilaria rata
— rata memiliki ukuran 919 bp. Ukran relatif
besar dibandingkan marker DNA barcoding
lainnya (Li et al., 2017)

Spesies Assesion Ukuran Asal Referensi
Number (bp) Spesimen

Genus Aquilaria

1 A. subintegra KY927354 919 Indonesia Li et al,

2 A.yunnanensis KY927384 919 China 2017

3 A.sinensis KY927380 919 China

4 A hirta KY927365 919 Malaysia

Database DNA barcoding merupakan hal
yang esensial karena dapat digunakan dalam
berbagai hal. DNA barcoding dapat diguanakan
untuk keperluan autentifikasi spesies tanaman
(Narayana & Johnson, 2019), Standardizati
mutu produk tanaman herbal (Zahra et al., 2016)
dan studi taksonomi terutama untuk analisis
filogenetik (Kreuzer et al., 2019).

Studi DNA barcoding pada spesies tanaman
penghasil gaharu sebaiknya menggunakan
marker DNA barcoding yang ideal. Ketersediaan
database online dari sekuen DNA barcoding
tersebut merupakan salah satu parameter ideal
dalam melakukan analisis, terutama untuk
keperluan sistematika. Jumah sekuen yang ideal
mampu menjamin analisis filogenetik dapat
dilakukan dengan lebih baik (Wangiyana, 2016).

KESIMPULAN

Berdasarkan ketersediaan sekuen pada
database genebank, region trnL-trnF merupakan
region terlengkap yang memiliki sekuen seluruh
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anggota genus Aquilaria dan seluruh anggota
genus Gyrinops sehingga ideal digunakan
sebagai DNA barcoding marker untuk keperluan
analisis filogenetik.

SARAN

Database sekuen region DNA barcoding
hanya digunakan sebatas untuk menilai seberapa
lengkap suatu marker dapat menganalisis
anggota kelompok suatu takson. Data tersebut
tidak mencerminkan kemampuan diskriminasi
dari marker tersebut sehingga diperlukan uji
lanjut untuk mengetahui hal tersebut.
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