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Abstract: Aquilaria malaccensis is a member of Thymelaceae family which is one
of the main trees producing agarwood compounds in Indonesia and has high
economic value. A. malaccensis has Appendix Il conservation status due to high
exploitation in the nature. One of the several efforts to maintain agarwood
production while also maintaining agarwood population is efficient induction by
manipulation of the pathway for agarwood formation and using individuals with
higher production of agarwood compounds. Selection of superior individuals can
be done using molecular markers that are linked to certain genes, including
microsatellites or simple sequence repeats (SSR). This study aimed to identify
SSRs in the agarwood transcriptome and characterized SSR sites that are linked to
genes involved in the synthesis of agarwood compounds. The transcriptome data
used was extracted from the NCBI database with accession number
GHJS00000000.1. SSR mining was carried out using Krait v.1.4.0 software, then
BLASTed with the protein database to analyze the linkage with the related genes.
Perfect SSRs were found in 0.37% of the total sequences, and compound SSRs
were 10.89%. The abundance of imperfect SSR (107,043) was greater than perfect
SSR (31,262), indicating that SSR in the transcriptome had a low mutation rate
and the SSR site was more conserved in A. malaccensis. The SSRs that linked to
genes related to agarwood synthesis including HMGR, PAL, Mevalonate Kinase,
MAPK, Delta-guaiene synthase, Farnesyl pyrophosphate synthase, and
Phenylalanine ammonia-lyase. The discovery of SSRs linked to these genes can
be used to create molecular markers that can be applied in agarwood producing
trees selection.
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Pendahuluan

Gaharu (Aquilaria malaccensis) termasuk
anggota family Thymelaceae yang salah satu
jenis penghasil utama gaharu di Indonesia. Pohon
gaharu  bernilai ekonomi tinggi karena
menghasilkan senyawa gaharu, yang dalam
bahasa dagang internasional disebut oud atau
agarwood. Berdasarkan penelusuran (Lépez-
Sampson and Page, 2018) gaharu asal Indonesia
merupakan gaharu dengan kualitas superior dan
sudah terekam dalam perdagangan internasional
sejak abad ke-13. Gaharu diperdagangkan dalam
bentuk gubal, minyak ekstrak gubal, serpihan
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atau chips, atau bubuk. Nilai jual gubal gaharu
sendiri berada di kisaran Rp 500.000 per kg
untuk gaharu kualitas kamedangan atau standar,
sedangkan untuk kualitas super dapat mencapai
Rp 5-10 juta per kg (Hidayat, Siburian and Indah
Yuliana, 2020) Di Desa Fatmite Kabupaten Buru
Selatan, gaharu  berkontribusi  terhadap
pendapatan masyarakat pada kisaran Rp 4.1 juta
per bulan (Kamaruddin, Titawael and Gawariah,
2022). Indonesia sendiri merupakan eksportir
terbesar gaharu berdasarkan data tahun 1994-

2015 (CITES, 2018).
A. malaccensis merupakan spesies
dominan untuk ekspor dari Asia Tenggara
© 2024 The Author(s). This article is open access
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dengan konsumen utama negara-negara dari
Timur Tengah (Liu et al., 2017). Status gaharu,
khususnya A. malaccensis, dalam konservasi
berdasarkan CITES (the Convention on
International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora) berada pada Appendix Il
yaitu terancam punah di alam. Keberadaan A.
malaccensis di alam sendiri semakin berkurang
akibat eksploitasi besar-besaran (Anwar, Wardati
and Ardian, 2017). A. malaccensis sendiri lebih
banyak dieksploitasi dibandingkan Gyrinops
verstigii karena A. malaccensis menghasilkan
rendemen gaharu yang lebih tinggi (Agmarina,
2018). Belum adanya metode induksi gaharu
yang efisien menyebabkan eksploitasi yang
berlebihan tersebut. Salah satu upaya untuk
menemukan metode induksi yang lebih efisien
yaitu memetakan pathway proses pembentukan
gaharu.

Salah satu senyawa utama yang
terkandung dalam gaharu yaitu sesquiterpenoid.
Senyawa tersebut dihasilkan melalui pathway
mevalonate (Xu et al., 2013; Agmarina, 2018).
Sintesis sesquiterpenoid difasilitasi beberapa
enzim dan terjadi di plastid pada organ tanaman
gaharu (Vranova, Coman and Gruissem, 2013).

Sintesis  sequiterpenoid  sendiri  melibatkan
beberapa gen seperti 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A

reductase (HMGR), 1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate synthase (DXS), farnesyl diphosphate
synthase (FPPS) dan sesquiterpene
synthase (ASS) (Xu et al., 2023).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Kadir et al (2021) menggunakan metode
RNA-Seq dari A. malaccensis yang diinduksi
manusia maupun diinduksi secara alami
menunjukkan terdapat perbedaan jumlah lokus
gen unik yang terekspresi. Perbedaan jumlah
transkrip yang terekspresi tersebut menunjukkan
terdapat perbedaan metabolisme antara A.
malaccensis yang diinduksi secara alami maupun
induksi oleh manusia. Transkriptom yang
didapatkan dari penelitian tersebut dapat
digunakan untuk berbagai proses, seperti analisis
differentially expressed gene (DEG) serta
pembuatan berbagai macam penanda molekuler
untuk analisis genetik.

Salah satu penanda molekuler yang umum
dan mudah digunakan yaitu simple sequence
repeat (SSR). SSR juga dikenal dengan nama
lain mikrosatelit. Penanda ini menggunakan
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sekuens dengan repetisi singkat nukleotida pada
asam nukleat. Penanda mikrosatelit dapat
dirancang berdasarkan sekuens genomik maupun
transkriptomik dari organisme. Keunggulan
penanda ini  yaitu bersifat kodominan,
kelimpahannya di materi genetik cukup tingagi,
serta transferability antar spesiesnya cukup baik.
Selain itu, dalam analisis laboratorium, penanda
ini memiliki kompleksitas kerja yang tidak
terlalu rumit dan efisiensi biaya yang lebih
terjangkau. Penanda mikrosatelit yang dirancang
berdasarkan sekuens transkriptom disebut
Expressed Sequence Tag-SSR (EST-SSR).
Penanda ini berada pada region yang terekspresi
dan kemungkinan memiliki keterkaitan dengan
ekspresi gen yang cukup erat.

Penelitian tentang gen-gen yang terkait
dengan senyawa pembentuk gaharu telah
dilakukan oleh (Agmarina, 2018) menggunakan
RT-PCR untuk gen-gen yang terlibat dalam
metabolic pathway sesquiterpen. Akan tetapi,
penelitian terkait dengan deteksi atau analisis gen
terkait senyawa pembentuk gaharu belum pernah
dilakukan menggunakan penanda mikrosatelit
yang disusun berdasarkan hasil sekuensing
transkriptom gaharu. Dalam pembuatan primer

berbasis  mikrosatelit  yang  digenerate
berdasarkan transkriptom, tahapan yang perlu
dilakukan lebih  dulu yaitu melakukan
identifikasi situs-situs mikrosatelit. Tahapan

selanjutnya yaitu mematchingkan situs-situs
tersebut dengan sekuens gen yang terkait dengan
sintesis senyawa gaharu. Oleh karena itu, dalam
penelitian ini, kami bertujuan untuk mencari
EST-SSR dari transkriptom gaharu (Aquilaria
malaccensis) sebagai langkah awal dalam
memahami regulasi gen dan keragaman genetik
yang terlibat dalam produksi senyawa gaharu.

Bahan dan Metode

Data transkriptom yang digunakan
merupakan hasil  Transcriptome shotgun
assembly (TSA) dari penelitian (Abdul Kadir,
Azizan and Othman, 2021), yang dapat diakses
pada GenBank NCBI dengan nomor aksesi
GHJS00000000.1 atau pada link
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GHJS00
000000.1. Analisis mikrosatelit dilakukan
menggunakan software Krait v.1.4.0 (Du et al.,
2018). Kriteria untuk pencarian situs mikrosatelit
yang digunakan yaitu minimum repetisi 10 untuk
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mononukleotida, 6 untuk dinukleotida, dan 5
untuk trinukleotida, tetranukleotida,
pentanukleotida, dan 4 untuk heksanukleotida.
Pencarian situs mikrosatelit dilakukan untuk
perfect microsatellite, compound microsatellite,
dan imperfect microsatellite.

Data TSA gaharu kemudian digunakan
untuk anotasi menggunakan Basic Local
Alignment Search Tools (BLASTS) pada cloud
computing Galaxy v.23.0.0
(https://usegalaxy.eu/) (The Galaxy Community
2022). BLAST dilakukan dengan database
protein untuk taksonomi Viridiplantae dari
Swissprot
(https://www.uniprot.org/uniprotkb?facets=mod
el_organism%3A3702&query=viridiplantae)
dengan cut-off E-value 1E-5 (Altschul et al.,
1990). Data mikrosatelit kemudian digabungkan
dengan data anotasi menggunakan R statistical
software version 4.1.2 (R Core Team, 2021)

Hasil dan Pembahasan

Ringkasan sekuens TSA A. malaccensis

Jumlah  sekuens transkriptom yang
terdapat pada TSA gaharu yaitu 127,993 sekuens
dan kandungan GC 41.93%. Keterangan lengkap
TSA gaharu disajikan pada Tabel 1. Total
panjang sekuens yang dihasilkan yaitu
123,308,111 pasang basa (bp) dan tidak terdapat
basa-basa yang tidak diketahui atau ambigu pada
seluruh sekuens.

Tabel 1. Ringkasan Transcriptome Shotgun
Assembly Gaharu GHJS00000000.1

Item Deskripsi Nilai
Total jumlah
sekuens Jumlah 127,993
Total panjang A+T+C+G+
sekuens N (bp) 123,308,111
Total panjang A+T+C+G
sekuens valid (bp) 123,308,111
Basa yang tidak
diketahui (N)
pada sekuens Bp 0
Persentasi basa
yang tidak
diketahui (N) Persen (%) 0
(G+O)/(A+T
+C+G) not
include Ns
Kandungan GC (%) 41.93
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Penelitian pada A. sinensis, yang juga
menghasilkan senyawa gaharu, menunjukkkan
persentase basa G dan C pada transkriptom
sebesar 46.55% (Lv et al., 2022). Ikatan basa G
dan C lebih stabil dibandingkan dengan basa A
dan T (Borisova et al., 1993). Penelitian Zhang et
al., (2011) menyatakan bahwa persentase G dan
C vyang tinggi pada ekson, ekson-ekson dengan
alternative splicing dapat mempertahankan
struktur yang lebih stabil. Rata-rata kandungan
GC pada transkriptom tanaman eudikot sebesar
45-50% (Kotwal et al., 2016).

Perfect SSR

Perfect microsatellite atau Perfect SSR
adalah penanda SSR yang memiliki pengulangan
sempurna, seperti (AG)2 atau (CCT)s dan tidak
terganggu oleh basa-basa lain di sepanjang
sekuensnya. Dari 127,993 sekuens, terdapat
31,262 perfect SSR dengan rata-rata panjang
14.27 bp. Panjang tersebut lebih pendek
dibandingkan dengan rata-rata pada
Angiospermae lainnya dalam penelitian (Ranade
et al., 2014). Jumlah SSR tersebut meliputi
0.37% dari total panjang sekuens. Penelitian
pada Tabel ringkasan perfect SSR disajikan pada
Tabel 2.

Tabel 2. Perfect microsatellite dari TSA Gaharu

GHJS00000000
Item Deskripsi Nilai

Total jumlah

perfect SSR jumlah 31,262

Total panjang Pasang basa

perfect SSR (bp) 446,108
Total panjang

Rata-rata SSR/total

panjang perfect  jumlah SSR

SSR (bp) 14.27
Total panjang

Persentase SSR  SSR/total

dalam sekuens panjang

(%) sekuens (%) 0.37
Total jumlah
SSR/total
panjang valid

Jumlah relatif (lokus/Mb) 253.53
Total panjang
SSR/total

Kerapatan panjang valid (

relatif bp/Mb) 3,617.83
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SSR yang dihasilkan terdiri dari mono
hingga heksa nukleotida. SSR yang paling
banyak ditemukan yaitu mononukleotida yang
meliputi 64.48% dari total perfect SSR yang
ditemukan. Hal tersebut merupakan hal yang
umum pada EST-SSR karena pada ujung mRNA
terdapat rantai poliadenin (A). yang berfungsi
melindungi RNA. Tipe terbanyak kedua yaitu

dinukleotida dan trinukleotida. Tipe terpanjang
yang ditemukan pada Perfect SSR vyaitu
heksanukleotida. Tipe Perfect SSR yang
ditemukan secara lengkap disajikan pada Tabel
3. Persentase tipe SSR yang ditemukan serupa
dengan penelitian lain di tanaman karet (Feng et
al., 2009) dan ubi jalar (Hu et al., 2011).

Tabel 3. Motif Perfect SSR

Panjang rata-

Jumlah relatif  Kerapatan relatif

Tipe Jumlah Panjang(bp) Persen (%) rata (bp) (loci/Mb) (bp/Mb)
Mono 20,157 259,268 64.48 12.86 163.47 2102.6
Di 5,868 92,954 18.77 15.84 47.59 753.84
Tri 3,147 54,243 10.07 17.24 25.52 439.9
Tetra 1,376 23,800 4.4 17.3 11.16 193.01
Penta 412 8,475 1.32 20.57 3.34 68.73
Heksa 302 7,368 0.97 24.4 245 59.75
Pencarian perfect ~ SSR berhasil banyak ditemui karena rantai poliadenin adalah

menemukan 202 motif SSR. dari 202 motif
tersebut, 10 motif dengan jumlah terbanyak yaitu
A, AG, AC, AT, AAG, C, AAT, ATC, AAAT,
dan AGG. Motif-motif tersebut paling banyak
ditemukan yaitu dinukleotida dan trinukleotida.
Mononukleotida dengan motif (A), paling

hal yang pasti ditemukan pada mRNA. Penelitian
Gao et al., (2022) menyatakan bahwa 91.74%
dari total mononukleotida pada SSR adalah basa
A/T. Rekapitulasi 10 motif dengan kelimpahan
terbanyak disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. 10 Motif perfect microsatellite dengan kelimpahan terbanyak

. . . Panjang Rata- Kelimpahan Kerapatan
Motif  Tipe Jumlah Panjang (bp) Persen (%) ~"poi o) relatif (loci/Mb)  relatif (bp/Mb)
A 1 19,323 246,617 61.81 12.76 156.71 2000.01
AG 2 3,249 52,310 10.39 16.1 26.35 424.22
AC 2 1,366 20,912 4.37 15.31 11.08 169.59
AT 2 1,236 19,518 3.95 15.79 10.02 158.29
AAG 3 875 15,120 2.8 17.28 7.1 122.62
C 1 834 12,651 2.67 15.17 6.76 102.6
AAT 3 586 10,524 1.87 17.96 4.75 85.35
ATC 3 537 9,186 1.72 17.11 4.35 745
AAAT 4 452 7,668 1.45 16.96 3.67 62.19
AGG 3 329 5,637 1.05 17.13 2.67 45.71

Jumlah ulangan atau repeat untuk setiap
motif ditemukan berbeda-beda yang disajikan
pada Gambar 1. Jumlah repeat dengan
kelimpahan terbanyak yaitu 10 repeat (6421
mononukleotida dan 953 dinukleotida), 6 repeat
(1654 dinukleotia, 892 trinukleotida, 40
tetranukleotida, 5 heksanukleotida, dan 1
pentanukleotida), dan 5 repeat (1573
trinukleotida, 363 tetranukleotida, 34
pentanukleotida, dan 7 heksanukleotida). Hasil
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dengan persentase repeat serupa ditemukan pada
tanaman sainfoin (Shen et al., 2019). Jumlah
repeat akan berpengaruh terhadap panjang SSR
yang dihasilkan. Tiga SSR terpanjang yang
dihasilkan yaitu 55 nukleotida yang merupakan
pentanukleotida dengan 11 repeat, 54 nukleotida
dengan 27 repeat dinukleotida, dan 48 nukleotida
dengan 16 repeat trinukleotida. Distribusi
panjang perfect SSR disajikan pada Gambar 2.
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SSR repeats distribution for each SSR type
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Gambar 1 Distribusi repetisi perfect SSR untuk
setiap tipe mikrosatelit

SSR length distribution for each SSR type
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Gambar 2. Distribusi panjang perfect SSR

Compound SSR

Beberapa situs perfect SSR dapat terletak
pada transkrip yang sama pada RNA vyang
diselingi basa nukleotida non-SSR. Compound
microsatellite atau compound SSR merupakan
gabungan 2 atau lebih perfect SSR dengan motif
yang berbeda maupun sama, dengan jarak
interupsi non-repeat maksimum 100 nukleotida.
Ringkasan compound SSR disajikan pada Tabel
5. Panjang repeat pada masing-masing SSR
dalam compound SSR akan menentukan panjang
compound SSR. Compound SSR paling
kompleks terdiri dari 9 SSR yang tergabung
menjadi 1 compound. Persentase compound SSR
pada A malaccensis dalam penelitian ini sebesar
5.2%. Penelitian pada tanaman Psathyrostachys
juncea menunjukkan persentase Compound SSR
sebesar 4.3% (Li et al., 2022), sedangkan pada
tanaman Morinda officinalis sebesar 5.67%
(Liao et al., 2019).

Compound SSR dapat terbentuk dari dua
atau lebih perfect SSR. Semakin banyak perfect
SSR yang menyusun compound SSR maka
compound SSR semakin kompleks.
Kompleksitas compound microsatellite disajikan
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pada gambar 3. Compound SSR terpanjang yaitu
sepanjang 68 nukleotida, sementara compound
SSR terbanyak yaitu 22 nukleotida dengan
kelimpahan 162 SSR. adapun jarak antara dua
SSR membentuk compound SSR paling rendah 2
basa dan paling banyak sejauh 39 basa.

Tabel 5. Ringkasan compound SSR

Item Nilai
Jumlah total compound

SSRs

Deskripsi

Jumlah 1627
CSSR:
Jumlah SSR
tunggal
penyusun
Compound
SSRs

total jumlah
cSSR /total
jumlah SSR
(%)

total jJumlah
cSSRs/total
panjang valid
transkriptom
(loci/Mb)
total panjang
cSSrs/total
panjang valid
transkriptom
(bp/Mb)

Jumlah SSR penyusun

compound SSRs 3404

Persentase compound

SSRs 10.89

13.19

Kelimpahan relatif

Kerapatan relatif 382.53

The complexity distribution of compound SSRs
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Gambar 3. Kompleksitas compound SSR
berdasarkan jumlah SSR penyusun

Imperfect SSR

Imperfect SSR atau interrupted SSR
merupakan situs mikrosatelit yang dianggap
tidak sempurna karena dalam sekuensnya
terdapat sisipan 1-3 nukleotida di antara repetisi
yang sama. Jumlah imperfect SSR ditemukan
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sebanyak 107,043 SSR, tiga kali lebih banyak
dibandingkan perfect SSR. Kerapatan dan
kerapatan relatif imperfect SSR jauh lebih tinggi
dibandingkan dengan perfect SSR. Penelitian
Ding et al., (2017) menunjukkan keberadaan
imperfect SSR membuat SSR yang dihasilkan
lebih panjang dibanding perfect SSR pada
serangga. Penelitian tersebut juga menyatakan
keberadaan imperfect SSR menurunkan tingkat
mismatch pada lokus-lokus gen Ringkasan
imperfect SSR disajikan pada Tabel 6.

Tabel 6. Ringkasan imperfect SSR

Item Deskripsi Jumlah

Jumlah total

imperfect

microsatellite Jumlah 107,043

Total panjang

imperfect

microsatellite Bp 2,810,537
Total jJumlah iISSR

Kelimpahan [total panjang

relatif valid (loci/Mb) 868.09
Total panjang
iSSR /total
panjang valid

Kerapatan relatif  (bp/Mb) 22792.8

Imperfect SSR yang ditemukan terdiri dari
tipe yang sama dengan perfect SSR. Tipe yang
paling banyak ditemukan yaitu trinukleotida
(49,640 SSR), mononukleotida (28,863 SSR),
dan dinukleotida (17,548 SSR). Imperfect SSR
terpanjang yaitu 49 nukleotida sebanyak 574
SSR yang terdiri dari 250 trinukleotida, 196
mononukleotida, 59 dinukleotida, 41
tetranukleotida, 15 heksanukleotida, dan 15
pentanukleotida. Distribusi panjang imperfect
SSR disajikan pada Gambar 4. Adapun motif
yang memiliki kelimpahan terbanyak untuk
imperfect SSR disajikan pada Tabel 7.

The distribution of imperfect SSR length
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Gambar 4. Distribusi panjang imperfect SSR.

Tabel 7. 10 motif imperfect SSR dengan kelimpahan tertinggi

Motif Jumlah  Panjang (bp) Persentase (%) Pap;?;?brpa;ta- reﬁi::‘n(qlpc))iir}:/lnb) reliz fi;a(%%t/?\r/}b)
A 27,938 830,914 26.1 29.74 226.57 6,738.52
AAG 12,467 298,251 11.65 23.92 101.1 2,418.75
AG 10,067 238,337 9.4 23.68 81.64 1,932.86
ATC 8,586 218,211 8.02 25.41 69.63 1,769.64
AGG 6,004 149,690 5.61 24.93 48.69 1,213.95
AAC 4,622 100,418 4.32 21.73 37.48 814.37
ACG 4,447 106,856 4.15 24.03 36.06 866.58
AAT 4,224 112,828 3.95 26.71 34.26 915.01
AT 4,148 106,170 3.88 25.6 33.64 861.01
ACC 3,438 81,722 3.21 23.77 27.88 662.75

Gen yang Berpaut dengan situs SSR

Hasil anotasi TSA dengan database dari
SwissProt menggunakan BLAST menghasilkan
12,817 transkrip yang homolog dengan database.
Hasil penggabungan data SSR dengan data
BLAST menunjukkan terdapat 16 SSR yang
berada pada situs gen yang berperan dalam
sintesis gaharu. Terdapat beberapa SSR yang
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mengkode satu gen yang sama yaitu 3-hydroxy-
3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1.
Penelitian Luo et al., (2021) menemukan 29 SSR
yang berasosiasi dengan gen-gen yang berkaitan
dengan aroma bunga pada tanaman peony. Daftar
lengkap SSR yang mengkode gen terkait
produksi gaharu disajikan pada Tabel 8.
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Tabel 8. SSR pengkode gen terkait produksi gaharu
Standard

No Sekuens Motif Panjang Gen

3 AQUCR Delta-guaiene synthase 3 OS=Aquilaria
1  GHJS01037100.1 A 20 crassna

MENPI 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
2 GHIS01015494.1 T 10 reductoisomerase chloroplastic OS=Mentha piperita

ARATH 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate
3 GHIS01053266.1 T 11 reductase chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana

1 GOSHI 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
4 GHJS01036892.1 GA 8 reductase 1 OS=Gossypium hirsutum

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
5 GHJS01083381.1 T 17 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
6 GHJS01083380.1 T 20 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
7 GHJS01083381.1 T 20 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
8  GHJS01083380.1 T 17 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
9 GHJS01083380.1 TTGG 4 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis

1 HEVBR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
10 GHJS01083381.1 TTGG 4 reductase 1 OS=Hevea brasiliensis
11 GHJS01015788.1 T 14 ARATH Mevalonate kinase OS=Arabidopsis thaliana

ARATH Phosphomevalonate kinase peroxisomal
12 GHJS01034941.1 T 22 OS=Arabidopsis thaliana

1 LUPAL Farnesyl pyrophosphate synthase 1
13 GHJS01030200.1 A 21 OS=Lupinus albus
14 GHISO1037100 1 3 AQUCR Delta-guaiene synthase 3 OS=Aquilaria

A 20 crassna

ARATH Mitogen-activated protein kinase 3
15 GHJS01015718.1 AT 10 OS=Arabidopsis thaliana
16 GHIS01084430.1 CAMSI Phenylalanine ammonia-lyase OS=Camellia

A 10 sinensis
Pembahasan mengalami mutasi dengan laju yang lebih lambat

Mikrosatelit terdiri dari 3 macam, perfect,
imperfect, dan compound. Perfect SSR adalah
repetisi nukleotida sepanjang lebih dari 10 basa
yang terulang secara sempuna, imperfect SSR
adalah SSR yang memiliki lebih dari satu
interupsi nukleotida di antara repetisinya yang
bukan bagian dari repetisi, sedangkan compound
SSR adalah dua atau lebih SSR yang berada pada
satu utas nukleotida yang sama dan dapat
diinterupsi oleh maksimum non repetisi dengan
jumlah tertentu (Srivastava et al., 2019). Pada
hewan primata dan manusia, keberadaan
imperfect  dan  compound  microsatelit
menurunkan resiko penyakit (Ananda et al.,
2014). Interupsi pada motif mikrosatelit
merupakan produk dari terjadinya slipage saat
mutasi dan menunjukkan bahwa region tersebut
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dibandingkan perfect microsatelite (Rossetto,
2001). Hasil analisis dalam penelitian ini
menunjukkan  kelimpahan dan  kerapatan
imperfect SSR lebih tinggi dibandingkan perfect
SSR. Jumlah imperfect SSR (107,043) yang jauh
lebih banyak dibanding perfect SSR (31,262)
pada penelitian ini menunjukkan bahwa pada
gaharu, terdapat lebih banyak region yang
memiliki laju mutasi yang lebih lambat.

Studi komparasi gen yang dilakukan oleh
(Lawson et al., 2006) situs SSR tersebar tidak
secara random pada genom tanaman arabidopsis
dan padi, serta banyak terkait dengan region yang
mengkode gen tertentu. Sementara itu pada
tanaman jagung, SSR terdistribusi tidak secara
random dan paling banyak terdapat pada
Untranslated region (UTR) seperti promotor (Qu
and Liu, 2013). Kelimpahan mikrosatelit pada
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tanaman tiga kali lebih banyak pada daerah non-
koding dibandingkan dengan daerah koding (Hu,
Wang and Li, 2011) kecuali trinukleotida dan
heksanukleotida karena berkaitan dengan kodon
dan asam nukleat (Gao et al., 2013).
Trinukleotida yang ditemukan dari penelitian ini
pada perfect SSR sebanyak 10.1%, sedangkan
pada imperfect SSR sebanyak 46.37%.
Trinukleotida pada SSR kemungkinan adalah
kodon triplet yang mengkode basa tertentu
(Singh et al., 2012). Trinukleotida yang paling
banyak ditemukan pada penelitian ini yaitu AAG
yang mengkode asam amino Lysine baik pada
perfect (875) maupun imperfect (12,467 kodon)
SSR.

EST-SSR yang berada pada coding region
dalam gen lebih terkonservasi dan tingkat
mutasinya lebih rendah, tetapi jika terjadi mutasi
dapat  menyebabkan  penambahan  atau
pengurangan fungsi gen. Sementara itu, EST-
SSR yang berada pada 5 maupun 3” UTR jika
terjadi mutasi dapat berpengaruh terhadap
splicing serta proses seluler. Informasi SSR yang
terkait dengan gen tertentu akan memudahkan
dalam membuat penanda molekuler untuk
analisis ekspresi gen maupun identifikasi gen.
EST-SSR terletak di dalam gen dan lebih
terkonservasi dapat menyebabkan marka ini akan
menjadi kurang polimorfik jika dibandingkan
dengan SSR yang ditemukan pada genom, tetapi
jika dibandingkan dengan marka lain EST-SSR
masih menunjukkan tingkat variasi yang cukup
untuk analisis genetika populasi (Ellis and Burke,
2007).

Penelitian untuk mining mikrosatelit pada
gaharu A. malaccensis telah dilakukan oleh
Bordoloi et al., (2022) yang mencari situs

mikrosatelit pada whole genome, dan
(Hishamuddin, 2022) vyang mencari situs
mikrosatelit pada kloroplas dari 8 spesies

Aquilaria. Mikrosatelit yang ditemukan dari
genom, baik genom nukleus maupun kloroplas
memiliki sifat yang lebih polimorfik, cenderung
tersebar luas di seluruh genom, tetapi
kemampuan transfer antar spesiesnya rendah
(Dweikat, 2004). Sementara itu, mikrosatelit dari
bagian yang terekspresi (EST) memiliki potensi
untuk mendeteksi perubahan gen yang terjadi
(Wang et al., 2007), tetapi kurang memiliki
banyak informasi karena hanya dihasilkan dari
daerah yang ditranskripsikan (Thiel et al., 2003).
Mikrosatelit yang ditemukan pada EST
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kemungkinan memiliki kaitan dengan gen-gen
tertentu yang diekspresikan.

Beberapa gen yang ditemukan berasosiasi
dengan situs SSR antara lain 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMGR),
Mevalonate kinase, Farnesyl pyrophosphate
synthase, Delta-guaiene synthase 3, Mitogen-
activated protein kinase 3 (MAP Kinase), dan
Phenylalanine ammonia-lyase. HMGR berperan
dalam biosintesis sesquiterpene sebagai enzim
kunci dalam pathway MVP (Xu et al., 2013).
Penelitian (Islam and Banu, 2021) menemukan
Mevalonate Kinase berperan dalam biosintesis
terpenoid backbone pada A. malaccensis yang
terinfeksi secara alami. Farnesyl pyrophosphate
synthase akan diubah menjadi farnesyl
pyrophosphate  (Shivanand,  Arbie  and
Krishnamoorthy, 2022) yang berperan dalam
sintesis sesquiterpene dan phenylethyl chromone
(Aminan et al., 2022).

Delta-guaiene  synthase =~ merupakan
prekursor delta guaiene (Deguerry et al., 2006)
yang merupakan salah satu bentuk sesquiterpene
(Kumeta and Ito, 2011). MAP Kinase merupakan
transcription factor yang berperan dalam
signalling setelah terjadi stres akibat wounding
sebagai defense response (Xu et al., 2013).
Proses perlukaan dan infeksi jamur gaharu
menginduksi  ekspresi gen  Phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) yang berperan juga dalam
sintesis senyawa flavonoid pada A. sinensis (Xu
et al., 2023). Identifikasi dan karakterisasi EST-
SSR yang berpaut dengan gen-gen yang berperan
dalam sintesis senyawa penghasil gaharu
berguna untuk pemuliaan tanaman gaharu. SSR
berbasis gen dapat membantu seleksi tanaman
yang mampu menghasilkan gaharu dengan
marker-assisted selection (MAS).

Kesimpulan

Identifikasi EST-SSR dari transkriptom
gaharu GHJS00000000.1 memberikan hasil
bahwa imperfect SSR lebih banyak dibanding
perfect SSR yang menunjukkan situs SSR pada
transkriptom  gaharu lebih  terkonservasi.
Trinukleotida yang ditemukan pada imperfect
SSR juga lebih tinggi dibandingkan pada perfect
SSR yang menandakan kodon-kodon penyusun
asam amino terkonservasi. Terdapat 16 SSR
yang berpaut dengan gen-gen yang berperan
dalam sintesis senyawa gaharu yang dapat
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dikembangkan menjadi marka molekuler untuk
seleksi tanaman gaharu.
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