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There are five Aquilaria species reported from Malaysia: A. beccarania, A. hirta, A.
malaccensis, A. microcarpa and A. rostrata. Although A. malaccensis is the most
well-known gaharu-producing species which supplies bulk trades domestically and
internationally, its genetic information is lacking. Establishment of Aquilaria
plantation and sustainable gaharu production can be seen as an effort to diversify the
gaharu industry without threatening the conservation effort in nature. Hence, the
understanding of genetic diversity and variation of the different species is essential
for the establishment of effective conservation practices for Aquilaria species in

Malaysia.

In this study, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers were used to

measure genetic diversity of A. hirta, A. malaccensis and an incomplete known



species, Aquilaria sp.1. Initially, 60 RAPD primers were analyzed, yielding 23
RAPD showing clear and reproducible polymorphism results. A total of 368 bands
were scored. Multi-populations Descriptive Statistics revealed that 333 (90.49%)
polymorphic bands were found at species level: A. malaccensis had 107 (29.08%)
bands, A. hirta had 56 (15.22%), and Aquilaria sp.1 had 11 (2.99%), for the
percentage of polymorphic loci in a species. Nei’s unbiased measurement indicates
moderate similarities among species in this study. Out of the 23 RAPD primers,
OPAO02, OPA0D8 and OPBO06 were found specific to A. hirta, OPAO5 to Aquilaria
sp.1, and OPAQ9 to A. malaccensis. PCR amplicons were cloned and sequenced to
develop highly specific primers. Based on the sequence information, Sequence
Characterized Amplified Region (SCAR) primers were designed. In Aquilaria sp.1,
the SCAR marker OPAO5AS yielded a 637 bp band. In A. hirta, OPA02AH vyielded a
955 bp band, a SCAR marker named OPAO8AH vyielded a 866 bp band, and
OPBO6AH vyielded a 826 bp band. In A. malaccensis, OPA09AM yielded a 566 bp
band. These results showed successful detection in genetic variation among
Aquilaria species in Malaysia using RAPD markers. SCAR markers were also

successfully developed to help in distinguishing these three Aquilaria species.

In classical identification, reproductive parts are most important for species
identification. However this is not easily done when examining their vegetative parts
such as the leaf, branch and bark. In this study, general descriptions of three different
Aquilaria species were recorded, crosschecked with previous literatures and
botanical records: A. hirta through their heavily pubescent, large-sized leaves, A.
malaccensis through elliptic-lanceolate shape leaves and Aquilaria sp.1 from the

existence of strongly raised lateral veins below the leaves.



In conclusion, the identification of Aquilaria species with higher level of confidence
can be achieved by performing both botanical observations and molecular
authentication with the aid of molecular markers. Molecular information can support
species identification for Aquilaria species even with the absence of their
reproductive parts. This will help in reducing the occurrence of species
misidentification caused by phenotype changes due to environment factors. These
results are useful information for conservation and molecular breeding purposes in

the future.
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Terdapatnya lima spesies Aquilaria dilaporkan dari Malaysia: A. beccariana, A. hirta,
A. malaccensis, A. microcarpa dan A. rostrata. Walaupun A. malaccensis merupakan
spesies pengeluaran gaharu yang paling dikenali ramai dalam penyediakan bekalan
secara banyak secara domestik dan antarabangsa, maklumat genetiknya masih
kekurangan. Pembukaan ladang Aquilaria dan pengeluaran gaharu secara mampan
dapat dilihatkan sebagai usaha untuk mempelbagaikan industri gaharu tanpa
mengancam usaha pemuliharaan alam sekitar. Oleh itu, pengetahuan terhadap
kepelbagaian dan variasi genetik untuk pelbagai spesies adalah penting untuk

pembentukan usaha pemuliharaan secara efektif bagi spesies Aquilaria di Malaysia.

Dalam kajian ini, penanda DNA Amplifikasi Polimorfik Secara Rawak (RAPD) telah
digunakan untuk mengukur kepelbagaian genetik A. hirta, A. malaccensis dan spesis

yang tidak lengkap diketahui, Aquilaria sp.1. Permulaannya, 60 pencetus RAPD
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telah dianalisa, menghasilkan 23 RAPD yang menunjukkan keputusan polimorfisme
yang jelas dan dapat diperoleh-semula. Sejumlah 368 jalur telah dicatatkan daripada
23 pencetus RAPD yang dianalisis. Statistik Deskriptif Multi-populasi, 333 (90.49%)
jalur polimorfik telah didedahkan pada peringkat spesies, di mana A. malaccensis
mempunyai 107 (29.08%) jalur, A. hirta mempunyai 56 (15.22%) dan Aquilaria sp.1
mempunyai 11 (2.99%), bagi peratus lokus polimorfik dalam sejenis spesies. Ukuran
tanpa prejudis oleh Nei menunjukkan persamaan sederhana di antara spesies dalam
kajian ini. Daripada 23 pencetus RAPD, OPA02, OPA08 dan OPBO6 telah didapati
spesifik terhadap A. hirta, diikuti dengan OPAO5 spesifik terhadap Aquilaria sp.1
dan OPAO09 terhadap A. malaccensis. Amplikon-amplikon PCR tersebut telah diklon
dan dijujuk bagi menghasilkan pencetus yang sangat spesifik. Berdasarkan maklumat
jujukan, pencetus Kawasan Amplifikasi Jujukan Berciri (SCAR) yang menghasilkan
jalur spesies berspesifik, telah direka. Bagi Aquilaria sp. 1, OPAOSAS telah
menghasilkan jalur bersaiz 637 bp. Bagi A. hirta, OPA02AH telah menghasilkan
jalur bersaiz 955 bp, OPAO8AH telah menghasilkan jalur bersaiz 866 bp, dan
OPBO6AH yang menghasilkan jalur bersaiz 826 bp. Keputusan menunjukkan
kejayaan dalam pengesanan kepelbagaian genetik di antara spesies Aquilaria di
Malaysia dengan menggunakan kaedah RAPD. Penanda baru SCAR ke atas
Aquilaria sp.1, A. hirta dan A. malaccensis turut membantu dalam pembezaan antara

spesies Aquilaria yang lain.

Dalam pengecaman klasikal, bahagian pembiakan adalah penting dalam pengecaman
spesies. Walau bagaimanapun, ia bukan kerja senang apabila mengkaji bahagian
vegetatif seperti daun, ranting, dan kulit. Dalam kajian tersebut, gambaran am bagi

tiga jenis spesies Aquilaria yang berlainan telah direkodkan, dengan pemeriksaan
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ulangan daripada literatur dan rekod botani sebelum ini. A. hirta melalui daunnya
yang bersaiz besar serta berbulu lebat, A. malaccensis melalui bentuk daunnya yang
bulat memanjang dan berhujung tajam, dan Aquilaria sp.1 dengan kehadiran vena

lateralnya yang menimbul tinggi di bawah daun.

Secara keseluruhan, pengecaman spesies Aquilaria dengan lebih tinggi keyakinan
dapat dicapai dengan melaksanakan kedua-dua pemerhatian secara botani dan
pengesahan secara molekul dengan bantuan penanda molekul. Maklumat molekul
dapat menyokong pengecaman spesies Aquilaria walaupun tanpa bahagian
pembiakannya. Hal ini akan membantu dalam mengurangkan kejadian salah dalam
pengecaman spesis yang cenderung terhadap perubahan fenotip akibat faktor alam
sekitar. Keputusan-keputusan tersebut adalah maklumat yang berguna untuk tujuan

pemuliharaan dan pembiakan molekul pada masa depan.
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