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KATA PENGANTAR

Puji dan syukur kami panjatkan ke hadirat Allah SWT karena hanya dengan kasih sayang dan
rahmat-Nya, maka Buku Analisis Molekuler dan Bioinformatika ini dapat diselesaikan dengan baik.
Buku ini disusun bagi kalangan pengguna laboratorium atau praktisi, serta mahasiswa dengan tujuan
untuk meningkatkan pemahaman dan skill/keterampilan dalam mengolah data molekuler dari hasil
data primer laboratorium maupun data sekunder. Kombinasi kemajuan bioteknologi dan teknologi
informasi yaitu Bioinformatika merupakan penggunaan IT untuk menyelesaikan permasalahan yang
berhubungan dengan Biologi Molekuler, yang dilatarbelakangi oleh ledakan data observasi biologi
sebagai hasil yang dicapai dari kemajuan bioteknologi. Eksperimen biologi molekular telah
mengumpulkan banyak sekali data ekspresi genetika. Data dalam jumlah banyak tersebut, perlu
diolah menjadi informasi yang berguna. Perkembangan Biologi Molekular yang sangat pesat tersebut,
maka data hasil eksperimen laboratorium/basah semakin lama menjadi berlimpah. Buku ini
diharapkan dapat memberikan tambahan pengetahuan cara mengakses dan pemanfaatan sistem
bioinformatika melalui metode analisis data molekuler dengan software terkini, serta
pengorganisasian data agar hasil analisis yang diperoleh semakin akurat.

SEAMEO BIOTROP memiliki laboratorium bioteknologi yang bergerak di bidang molekuler,
salah satu output nya adalah data-data molekuler. Bioinformatika dapat digunakan dalam manajemen
informasi di bidang penyimpanan data in silico dari eksperimen biologi molekuler. Pemahaman
dalam bidang bioinformatika sangatlah penting untuk meningkatkan kemampuan komputasi dan
analisis data melalui pengadaan sumber daya komputasi dan penggunaan klaster informatika publik.

Masukan yang membangun sangatlah penulis harapkan untuk perbaikan Buku Analisis
Molekuler dan Bionformatika ini di masa mendatang. Akhir kata, penulis berharap semoga isi buku

ini dapat bermanfaat bagi para pembacanya.

Bogor, September 2024

Penulis
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SAMBUTAN DIREKTUR SEAMEO BIOTROP

SEAMEO BIOTROP (Southeast Asian Regional Centre for Tropical Biology) adalah lembaga
regional yang bergerak dalam bidang biologi tropika. Mandat SEAMEOQO BIOTROP adalah penelitian,
pelatihan dan diseminasi hasil penelitian biologi tropika. SEAMEO BIOTROP aktif dalam
penyebaran informasi untuk peningkatan pengetahuan dan kompetensi dan berperan penting dalam
program-program strategis yang memiliki pengaruh terhadap kemajuan pendidikan nasional dan
regional ke depan. Sebagai lembaga yang telah berkiprah dalam hal menjembatani transfer ilmu dan
teknologi bagi masyarakat umum, sekolah-sekolah, maupun universitas. SEAMEO BIOTROP yang
telah membuktikan komitmennya dalam meningkatkan kompetensi bagi komunitas di tingkat
nasional dan Asia Tenggara. Salah satunya penyebaran hasil-hasil dan penerapan teknik biologi
molekuler di Laboratorium Bioteknologi melalui penerbitan buku Analisis Molekuler dan
Bioinformatika. Buku ini terbit berdasarkan dengan kebutuhan bioteknologi modern yang dirasakan
semakin penting akhir-akhir ini seiring dengan semakin berkembangnya program Bioinformatika.

Buku Analisis Molekuler dan Bioinformatika ini merupakan penerapan teknologi informasi
pada bidang biologi dengan mengorganisasikan dan menganalisis data-data genetik dari database
DNA, RNA dan protein menjadi sebuah informasi biologi yang bermakna.

Dalam rangka mendukung kebijakan Kementerian Pendidikan, Kebudayaan, Riset dan
Teknologi Republik Indonesia terkait kebijakan Merdeka Belajar dan Kampus Merdeka, SEAMEO
BIOTROP menerbitkan Buku Analisis Molekuler dan Bioinformatika ini. Saya mengucapkan terima
kasih kepada penulis yang telah meluangkan waktu, tenaga, dan pemikirannya untuk menulis Buku
Analisis Molekuler dan Bioinformatika ini. Buku ini diharapkan dapat memberi manfaat, membuka

wawasan dan meningkatkan kompetensi bagi para pembacanya.

Terimakasih.

Bogor, September 2024
Direktur SEAMEO BIOTROP

Dr. Zulhamsyah Imran
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TESTIMONI PEMBACA

Nama : Dr Deden D Matra, SP, MAgr

Instansi : Departemen Agronomi dan Holtikultura, Fakultas Pertanian. IPB
University

Buku Analisis Molekuler dan Bioinformatika ini sudah sangat lengkap

menyampaikan dasar-dasar molekuler dan aplikasinya khususnya dalam

penggunaan komputasi dalam biologi molekuler terkini yaitu pemanfaatan

Next-Generation-Sequencing. Semoga buku ini dapat mengantarkan

calon-calon ahli biologi molekuler dan bioinformatika menjadi ilmuan hebat.

Nama : Dr Fitri Indriani, SHut.
Instansi : Badan Riset dan Inovasi Nasional.

Buku ini dapat dijadikan sebagai panduan untuk analisis molekuler DNA

dan RNA sequencing. Langkah-langkah pengolahan data-data molekuler

disajikan dengan menggunakan sofiware terkini yang dapat dengan

mudah diikuti oleh pembaca. Buku ini akan sangat berguna bagi

mahasiswa, peneliti maupun praktisi yang bekerja dibidang biologi molekuler.

Nama : Dr. (cand.) Aditya Nugroho.

Instansi : Mahasiswa Doktoral Prodi Silvikultur Tropika - IPB
University.

Buku ini begitu lengkap dan mendetail, menjabarkan tahap-tahap
penggunaan software dengan runut. Buku ini sangat membantu untuk

pemula yang sedang belajar molekuler dan bioinformatik.
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DAFTAR ISTILAH

A

Accession adalah nomor pengidentifikasi unik di Database GenBank.

Adenin (A) adalah salah satu dari dua basa N purina yang digunakan dalam membentuk nukleotida
dari asam nukleat DNA dan RNA. Pada DNA, adenin berikatan dengan timin melalui dua
ikatan hidrogen untuk membantu menstabilkan struktur asam nukleat.

Alignment adalah suatu metode atau cara untuk mensejajarkan.

Amino acid sequence adalah urutan asam amino yang muncul sebagai heliks (huruf besar) atau
lembaran (huruf kecil) yang diidentifikasi, di mana lebar setiap segmen adalah representasi
kasar dari jumlah asam amino di setiap segmen.

Amplicon length adalah panjang produk PCR. Panjang yang ideal berkisar antara 100-500 pasang
basa.

Annotation adalah proses untuk mendapatkan informasi terkait identitas biologis suatu gen.

Asam nukleat adalah biomolekul berukuran besar sebagai informasi genetik yang dapat diwariskan

dari satu generasi ke generasi berikutnya.

Assembly adalah proses untuk menyatukan sekuens pendek yang dihasilkan menjadi sekuens
transkriptom-transkriptom yang utuh.

Avoid Cross Homology dilakukan untuk meghindari cross homology dengan cara menganalisis

homologi primer dengan DNA genome melalui BLAST-NCBI. Cross homology yaitu kejadian
primer menempel pada daerah di luar gen target.

B

Base pair (bp) adalah satuan panjang utas DNA yang berupa satu nukleotida.

Biologi molekuler adalah cabang ilmu pengetahuan yang mempelajari hubungan antara struktur dan
fungsi molekul-molekul hayati, serta kontribusi hubungan tersebut terhadap pelaksanaan dan
pengendalian berbagai proses biokimia.

Bioteknologi adalah cabang ilmu biologi yang mempelajari pemanfaatan makhluk hidup (bakteri,
fungi, virus, dan lain-lain) maupun produk dari makhluk hidup dalam proses produksi untuk
menghasilkan barang dan jasa yang dapat digunakan oleh manusia.

Bioinformatika adalah ilmu yang mempelajari penerapan teknik komputasional untuk mengelola dan
menganalisis informasi biologis.

Bit score adalah skor yang mengukur kesamaan sekuens terlepas dari panjang sekuens dan ukuran
query pada database.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) adalah program yang digunakan untuk analisis
pensejajaran atau suatu program untuk pencarian kemiripan sekuens (sequence similarity) dan
merupakan alat dalam identifikasi gen dan karakter genetik. BLAST juga dapat digunakan
untuk melakukan pencarian sekuens melalui perbandingan dengan database DNA dalam
waktu singkat.

Bootstrap adalah metode untuk menguji seberapa baik model dengan cara resample kolom pada
sekuens-sekuens yang disejajarkan untuk membentuk pensejajaran baru.
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C

Coverage adalah jumlah rata-rata sekuens yang meng-cover area/tumpang tindih tertentu pada genom
target.

Conserved domain (CD) adalah unit yang berulang-ulang sebagai akibat evolusi molekuler yang
dapat dilihat dari analisis sekuens (protein atau nukleotida) maupun struktur (protein);
mengandung pola atau motif yang dapat terdeteksi ketika dilakukan sekuensing (nukleotida
atau protein).

CAP3 adalah perangkat lunak yang digunakan untuk meng-assemble contig.

CDHIT adalah perangkat lunak yang mengklasterisasi dan membandingkan sekuens protein atau

nukleotida.

Coding sequence (daerah pengkodean gen) adalah bagian dari DNA atau RNA gen yang mengkode
protein yang mempelajari panjang, komposisi, regulasi, penyambungan, struktur, dan fungsi
daerah pengkode dibandingkan dengan daerah non-pengkode pada spesies dan periode waktu
yang berbeda dapat memberikan sejumlah besar informasi penting mengenai organisasi gen
dan evolusi prokariota dan eukariota.

Contig adalah DNA/RNA yang saling overlap (tumpang tindih) yang akan disusun menjadi satu fu//

length genome/transkriptom.

Corset adalah perangkat lunak untuk mengklasterisasi transkrip yang sudah di-assembly secara de
novo serta menghitung reads yang overlap.

Cross Dimer adalah primer yang berikatan dengan primer pasangannya (reverse dan forward).

D

Database adalah data sekuens DNA atau protein yang didapatkan melalui percobaan laboratorium
yang biasanya disimpan di dalam file komputer. Setiap file dari suatu sekuens berisi infomasi
mengenai asal organisme, nama sekuens dan juga nomor akses yang digunakan untuk
mengidentifikasi sekuens tersebut.

Database nukleotida adalah suatu koleksi sekuens dari beberapa sumber, termasuk di antaranya
GenBank, Reference Sequence (RefSeq), Third Party Annotation (TPA) dan Protein Data
Bank (PDB).

Data biner adalah sistem bilangan biner atau sistem bilangan basis dua yang merupakan suatu sistem
penulisan angka dengan menggunakan dua simbol, yaitu 0 dan 1.

Data genotipe terdapat dalam bentuk data genetik seperti DNA atau RNA.

De novo sequencing adalah sequencing transkrip dari spesies yang belum memiliki reference.

Differential expression analysis, yaitu analisis perbedaan ekspresi yang dihasilkan dari individu yang
transkriptomnya dibandingkan.

Differential Expression Gene (DEQG) yaitu analisis untuk mengidentifikasi kandidat gen-gen yang

diekspresikan secara signifikan pada jaringan organisme.

DNA (Deoxyribonucleic acid) adalah sejenis biomolekul yang menyimpan dan menyandi instruksi-
instruksi genetika dari setiap organisme yang berperan penting dalam pertumbuhan,
perkembangan, dan fungsi organisme. Molekul DNA terdiri dari dua unit biopolimer yang
berpilin satu sama lainnya membentuk heliks ganda.

DNA barcoding adalah suatu metode pengidentifikasian spesies dengan menggunakan urutan gen
pendek dari genom organisme.

DNA ladder adalah ladder yang digunakan untuk menentukan ukuran fragmen DNA dengan
elektroforesis di laboratorium biologi molekuler.
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Domain adalah unit fungsional dan/atau struktural yang berbeda dari protein; unit lipat secara
independen dari polipeptida yang membawa fungsi spesifik.
Down-regulated adalah ekspresi gen yang lebih rendah pada sampel yang diberi perlakuan ketika
dibandingkan dengan ekspresi gen pada sampel kontrol atau dengan perlakuan sebaliknya.

E

EdgeR adalah package pada software R yang digunakan untuk menganalisis perbedaan ekspresi gen.

Entrez adalah sistem pencarian informasi dalam NCBI yang menyediakan akses terintegrasi untuk
melakukan sekuensing, pemetaan (mapping), taksonomi dan data struktural. Entrez juga
menyediakan gambaran grafis untuk mapping sekuens dan kromosom. Ciri khas dan
keunggulan Entrez adalah kemampuan untuk pencarian informasi terkait sekuens, struktur
dan referensi.

E-value adalah Nilai E (nilai yang diharapkan) yang merupakan angka untuk menjelaskan berapa kali
Anda mengharapkan kecocokan secara kebetulan dalam database sebesar itu. Semakin
rendah nilai E, semakin signifikan kecocokannya.

Exon adalah urutan nukleotida yang diekspresikan. Exon berada di sisi intron. Sedangkan intron
merupakan nukleotida yang tidak dapat diekspresikan, sehingga harus dihilangkan selama
proses ekspresi gen.

F

Filogeni adalah bidang ilmu yang menjelaskan perkembangan makhluk hidup dalam evolusi melalui
pertimbangan morfologi dan molekuler. Filogeni merupakan gambaran klasifikasi yang
menunjukkan hubungan kekerabatan suatu spesies dengan nenek moyang dan hubungan
evolusioner antara organisme.

Frekuensi alel adalah proporsi ataupun perbandingan keseluruhan copy gen yang terdiri dari suatu
varian gen tertentu.

Format FASTA adalah format berbasis teks untuk mewakili sekuens nukleotida atau sekuens protein,
di mana pasangan basa atau asam amino yang diwakili menggunakan kode huruf tunggal.
Penamaan dan penjelasan dibedakan dari sekuens yang diletakkan pada baris pertama yang
didahului oleh simbol “>”.

F-statistik atau uji F merupakan metode pengujian statistika yang dilakukan secara serentak dengan
dua atau lebih objek sebagai pembanding. Uji statistika F ini digunakan untuk menguji
hipotesis.

G

GenBank adalah database sekuens genetik dalam biologi molekuler berupa koleksi sekuens DNA

yang dapat diketahui oleh publik.

Gen adalah bagian dari kromosom yang berfungsi sebagai unit pewarisan sifat bagi organisme hidup.
Gen terbentuk dari sejumlah asam nukleat yang tersusun dalam makromolekul. Bentuk fisik
gen berupa urutan DNA yang menyandi suatu protein, polipeptida, atau seuntai RNA.

Genetika adalah ilmu tentang pewarisan sifat.

viii SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology
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Gene Ontology adalah metode pengorganisasian gen untuk mendeskripsikan fungsi gen dan produk
dari gen tersebut. Gen diklasifikasikan ke dalam 3 domain yaitu: fungsi molekuler, proses
biologis, dan lokasi seluler.

Genom adalah keseluruhan informasi genetik yang dimiliki oleh suatu sel atau organisme, atau
khususnya keseluruhan asam nukleat yang memuat informasi tersebut. Secara fisik, genom
dapat terbagi menjadi molekul-molekul asam nukleat yang berbeda (sebagai kromosom atau
plasmid), sementara secara fungsi, genom dapat terbagi menjadi gen-gen.

Genomics adalah setiap usaha untuk menganalisis atau membandingkan seluruh komponen genetik

dari satu spesies atau lebih.

Guanin adalah satu dari dua basa N yang menyusun DNA dan RNA.

H

Hairpins adalah interaksi intramolekuler dalam primer.

Heterozigositas adalah jumlah rata-rata individu dengan lokus polimorfik.

Heterozigot adalah alel yang tidak sama pada satu atau lebih lokus.

Homology alignment adalah pensejajaran sekuens yang hanya terjadi ketika dua atau lebih sekuens
homolog atau memiliki kesamaan dengan derajat tertentu.

Homozigot adalah salah satu keadaan genotipe di mana alel-alel identik dalam satu lokus.

Homozigositas adalah jumlah rata-rata individu dengan lokus monomorfik.

I

Identity adalah jumlah nukleotida dalam urutan query yang identik dengan urutan subjek.

Intron adalah setiap urutan nukleotida di dalam gen yang dibuang di dalam penjalinan RNA selama
pematangan produk RNA akhir.

Intra-alelik adalah interaksi alel-alel pada lokus yang sama.

Isoform adalah dua atau lebih protein fungsional dengan fungsi yang sama, tetapi dengan susunan
asam amino yang berbeda.

Jarak genetik adalah perselisihan genetik antara spesies atau antara populasi dalam satu spesies
tertentu. Jarak genetik diukur dengan berbagai parameter. Jarak genetik yang kecil
menunjukkan hubungan genetik yang dekat. Jarak genetik yang besar menunjukkan
hubungan genetik yang jauh.

J

Jarak genetik adalah tingkat perbedaan gen (perbedaan genomik) pada suatu populasi atau spesies
yang diukur melalui kuantitas numerik. Hasil jarak genetik digunakan untuk mengetahui
pohon filogenetik. Jarak genetik yang kecil menunjukkan hubungan genetik yang dekat,
sedangkan jarak genetik yang besar menunjukkan hubungan genetik yang jauh.

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology ix
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K

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) adalah database yang berisi data-data terkait
high-level function dan kegunaan suatu sistem biologi seperti sel, organisme, dan ekosistem
berdasarkan informasi molekuler, khususnya dataset besar hasil sekuensing.

K-mer adalah motif dengan panjang k yang diamati lebih dari satu kali dalam hasil sekuens genom.
K-mers digunakan untuk mencari dan meng-cover pengulangan dan elemen seluler,
pemrosesan awal FASTAQ, de novo assembly acacacacacac ("AC" dinukleotida)
gacgacgacgacgac ("GAC" trinukleotida).

Kodominan adalah dua alel di dalam suatu gen yang menghasilkan produk berbeda dengan alel yang

satu tidak dipengaruhi oleh alel yang lain.

Kodon (kode genetik) adalah deret nukleotida pada mRNA yang terdiri atas kombinasi tiga nukleotida
berurutan yang menyandi suatu asam amino tertentu (kodon triplet). Asam amino yang
disandikan contohnya metionin oleh urutan nukleotida ATG (AUG pada RNA). Banyak
asam amino yang disandikan oleh lebih dari satu jenis kodon. Kodon berada pada molekul
mRNA. Penerjemahan mRNA menjadi protein dilakukan pada ruas penyandi yang diapit
oleh kodon awal (AUG) dan kodon akhir (UAA, UAG atau UGA), ruas ini disebut gen.
Kodon pada molekul mRNA dapat menyandi asam-asam amino dengan bantuan interpretasi
kodon oleh tRNA. Setiap tRNA membawa satu jenis asam amino sesuai dengan tiga urutan
nukleotida atau triplet yang disebut dengan antikodon yang berada pada simpul antikodon
tRNA. Antikodon mengikatkan diri secara komplementer pada kodon di mRNA, sehingga
asam amino yang dibawa oleh tRNA sesuai dengan kodon yang ada pada mRNA. Pesan
genetik ditransalsi kodon demi kodon dengan cara tRNA membawa asam-asam amino sesuai
antikodon yang komplementer dengan kodon dan ribosom yang menyambungkan asam-
asam amino tersebut menjadi suatu rantai polipeptida. Ribosom menambahkan tiap asam
amino yang dibawa oleh tRNA ke ujung rantai polipeptida yang sedang tumbuh.

L

Library adalah material genetik (DNA maupun RNA) yang diberi perlakuan pra-proses dalam proses
sekuensing menggunakan NGS.

Linkage adalah keterikatan suatu sifat pada sifat yang menurun akibat letak gen yang saling
berdekatan pada kromosom homolog yang sama. Linkage disebut juga pautan atau kaitan.

Linux adalah sebuah sistem operasi yang berbasis Unix yang disebarluaskan ke masyarakat secara
gratis dan berada di bawah lisensi GNU General Public License (GPL), yang berarti bahwa
Linux didistribusikan berikut dengan source code-nya.

Lokus adalah posisi atau letak kedudukan suatu gen pada suatu kromosom.

M

Materi genetik atau faktor hereditas adalah informasi yang dimiliki oleh setiap sel makhluk hidup
yang dapat diwariskan kepada keturunannya. Materi genetik terdiri dari kromosom, gen,
DNA, dan RNA.

Mapping adalah proses mensejajarkan hasil reads ke transkriptom reference.

Marker dominan adalah marka yang hanya mengungkap alel dominan tunggal saja tetapi pada lokus
yang sama.

Marker ko-dominan adalah salah satu marka yang dapat mengidentifikasi semua alel yang ada pada
suatu lokus tertentu.

X SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology
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Max score adalah ukuran statistical significance dari alignment (Score tinggi menunjukkan derajat

kesamaan yang lebih tinggi ketika membandingkan dua sekuens).

Metagenomik adalah suatu ilmu yang mempelajari metagenom yaitu seluruh DNA dari suatu
ekosistem secara lengkap, misalnya segenggam tanah, sepuluh mililiter air laut, atau isi perut
manusia.

Metabarcoding adalah barcode DNA/RNA (atau eDNA/eRNA) dengan cara yang memungkinkan
terjadinya identifikasi simultan dari banyak taksa dalam sampel yang sama.

Mikrosatelit atau Simple Sequence Repeat (SSR) adalah motif nukleotida berulang yang terdapat

pada DNA dengan ukuran 6-15pasang basa.

Missing data adalah data yang tidak tersedia pada variable yang diobservasi.

Mispriming adalah tingginya persentase penempelan primer di tempat lain yang tidak diinginkan yang

akan menyebabkan berkurangnya spesifisitas dari primer tersebut.

Motif adalah pola sekuens tertentu yang tersebar pada genom atau transkriptom.

Multiple alignment sequences adalah proses alignment yang melibatkan dua atau lebih sekuens untuk
memprediksi kesamaan dan homologinya.

N

Next Generation Sequencing (NGS) adalah teknologi sequencing modern/terbaru yang mampu
melakukan pembacaan jutaan sekuens basa fragmen DNA, di antaranya whole genome
sequencing, targeted sequencing, dan de novo sequencing. RNA sequencing untuk
menganalisis ekspresi gen dan transkriptomik serta Metagenomik.

Nukleotida adalah senyawa organik yang terdiri dari sebuah nukleosida dan sebuah gugus fosfat yang
berperan sebagai monomer yang menyusun polimer berupa asam nukleat, yaitu asam
deoksiribonukleat dan asam ribonukleat, yang merupakan biomolekul penting yang
menyusun makhluk hidup di Bumi.

P

Percent identity (identitas persen) adalah angka yang menggambarkan seberapa mirip urutan query
dengan urutan target (berapa banyak karakter di setiap urutan yang identik). Semakin tinggi
persen identitasnya, semakin signifikan kecocokannya.

Phylogenetic tree (pohon filogenetik) adalah visualisasi dalam bentuk pohon filogenetik untuk
menganalisis kekerabatan organisme.

Primer DNA adalah sekuens DNA yang komplementer terhadap sekuens yang akan diamplifikasi,
terutama dalam reaksi berantai polymerase/Polymerase Chain Reaction (PCR).

Primer forward adalah primer maju.

Primer reverse adalah primer mundur yang bekerja berlawanan arah dengan primer forward.

Primer Melting Temperature (Tm) merupakan suhu yang diperlukan oleh separuh primer dupleks

agar mengalami disosiasi/lepas ikatan.

Polimortfik adalah keadaan di mana terdapat variasi alel di dalam suatu populasi.

Polymerase adalah jenis enzim yang ditemukan di dalam sel-sel yang terlibat dalam proses
polimerisasi polinukleotida, atau penciptaan molekul DNA atau RNA.

Populasi adalah sekumpulan individu dengan ciri-ciri yang sama (spesies) yang hidup di tempat yang
sama dan memiliki kemampuan bereproduksi di antara sesamanya.
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Query sequence identity adalah jumlah karakter yang memiliki kesamaan antara dua sekuens.

Query cover adalah angka yang menjelaskan seberapa banyak urutan query yang dicakup oleh urutan
target. Jika urutan target dalam database mencakup seluruh urutan guery, maka cover query
adalah 100% (persentase menampilkan bagian dari urutan query yang serupa/identik dengan
urutan subjek).

R

Read(s) adalah sekuens yang berasal dari fragmen pendek yang terbaca oleh mesin NGS yang belum
di-assembly.
Repeats adalah nukleotida yang berulang dalam primer.
Runs adalah primer yang sebaiknya tidak memiliki urutan basa yang diulang secara terus menerus.
RNA (Ribonucleic Acid) adalah makromolekul yang berfungsi sebagai penyimpan dan penyalur
informasi genetik.

S

Scaffold adalah bagian dari sekuens genom yang tersusun dari contig-contig yang telah berhasil
disekuens dan di-gap dari daerah yang belum diketahui sekuensnya.

Score adalah angka yang digunakan untuk menilai relevansi biologis dari suatu temuan. Angka yang

lebih tinggi sesuai dengan kemiripan yang lebih tinggi.

Self Dimer adalah primer yang menempel dengan primer lainnya yang dalam satu reaksi PCR

sehingga jumlah hasil amplifikasi DNA sedikit bahkan tidak ada.

Sekuens DNA adalah sebuah seri huruf-huruf (A, C, G, T) yang mewakili struktur primer dari

molekul DNA atau strand nyata (informasi genetik yang terdiri dari deretan nukleotida).

Sequence alignment adalah metode penataan dua sekuens (DNA/RNA dan asam amino) atau lebih,
untuk menentukan kesamaan dan homologinya atau disejajarkan posisinya untuk melihat
jarak kedekatan antar masing-masing sekuens.

Sequence assembly adalah proses komputasi untuk menyatukan fragmen-fragmen sekuens pendek
menjadi sekuens yang utuh.

Sekuensing adalah teknik untuk menentukan urutan basa nukleotida dari urutan suatu DNA seperti
adenin, timin, guanosin, dan sitosin.

Sekuens consensus adalah sekuens hasil gabungan dari pembacaan primer forward dan reverse.

Sitosin adalah basa nitrogen pirimidin yang terdapat pada DNA dan RNA. Sitosin berikatan dengan
guanin.

Start codon adalah kodon inisiasi berupa AUG pada mRNA yang berfungsi sebagai sinyal “start”
pada tahap inisiasi translasi. AUG memiliki antikodon UAC yang membawa asam amino
metionin.

Stop codon adalah triplet basa nitrogen yang berupa UAA, UAG, dan UGA. Kodon stop berfungsi
sebagai sinyal untuk menghentikan translasi agar tidak lagi mengkode asam amino.

Suhu melting (Tm) atau Primer Melting Temperature (Tm) atau suhu leleh merupakan suhu yang
diperlukan oleh primer untuk mengalami disosiasi/lepas ikatan. Suhu leleh primer yang
digunakan harus sama untuk memastikan kinerja yang konsisten pada pasangan primer.

Suhu annealing (Ta) adalah suhu optimal yang diperlukan dalam proses penempelan primer, sehingga
diharapkan bisa diperoleh DNA yang digunakan dalam pengujian in-vitro berbasis
molekuler. Annealing merupakan tahapan penempelan primer yang sangat mempengaruhi
keberhasilan proses amplifikasi menggunakan PCR.
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T

Timin (T) adalah salah satu dari empat nukleobasa nitrogen yang membentuk komponen dasar asam
deoksiribonukleat (DNA).

Transkriptom adalah satu set RNA yang diekspresikan oleh individu makhluk hidup atau sekumpulan
sel/jaringan tertentu.

Trinity adalah perangkat lunak untuk melakukan de novo assemble pada RNA-seq yang
mengkonstruksi contig, mengelompokkan contig yang terbentuk, serta mengekstrak isoform
yang terbentuk dari contig-contig tersebut.

Transkrip adalah reads yang sudah digabungkan menjadi bacaan utas RNA.

U

Unrooted tree adalah menggambarkan keterkaitan ‘leaf nodes’ tanpa membuat asumsi tentang
leluhur.
Up-regulated adalah ekspresi gen yang lebih tinggi pada sampel dengan perlakuan ketika
dibandingkan dengan ekspresi gen pada sampel control atau perlakuan sebaliknya.
Urasil adalah satu dari dua basa N pirimidina yang dijumpai pada RNA dan dapat berikatan dengan
adenin melalui dua ikatan hidrogen.

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology xiii



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Catatan:

xiv SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

DAFTAR ISI
KATA PENGANTAR . ..uiiiiciniitinititisisisisssssissississiestsssssssssssssssssstsssssssssessessssssssssssssssssessessss iii
SAMBUTAN DIREKTUR SEAMEQ BIOTROP ......iiieirecseisecssecssnsesssecssssssssesssssssssssssssans iv
TESTIMONI PEMBACA .....ucouiiiiniisuicsnicensicssissssssecssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss v
DAFTAR ISTILAH .ucuiiiiiiiiinininninninsissisississssssnssississtssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssessss vi
DAFTAR ISLucucuiiiiiiiitinticnininiisenssississississisissessssssssssssisssssissssssessssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssses 1
BAB 1 ANALISIS MOLEKULER BERBASIS FRAGMEN DNA ......covinvnninvensecsencsessecssssnenes 3
1.1 Skoring pita hasil elektroforesis menggunakan software PyElph............ccccvvennnne. 4
1.2 Klasterisasi menggunakan perangkat lunak NTSYSPC........ccccccoiiiiniiiniinniinennns 12
1.3 Pengolahan data pita genetik berbasis biner (1 dan 0) dengan menggunakan
program Software DARWIN. ........ccccecuiiiieiiieiiieeiiesieeeee et ettt seeebeeseaeeseens 20
1.4 Pengolahan data fragmen DNA menggunakan GenAlEX 6.5 ........cccccooevieniiienenne. 36
1.5 Analisis struktur genetik menggunakan software structure v.2.3.4 ......cccccvevuennnn. 46
BAB II PENGANTAR BIOINFORMATIKA ......coinitirinrinricinsensnnsanssnssissessessesssssassssssssssssenees 59
BAB III PENGENALAN BIOINFORMATIKA.......ccoviniireiirensuinsanssenssesssissesssnsssssssssssssssassasssss 65
BAB IV ANALISIS DATA SEKUENS PENDEK ....cuiiniiniivnninsnnssensesssnssesssnsssssssssssssssssesssssses 93
4.1 Editing sekuens menggunakan aplikasi Bioedit...........ccccooceeiiiiiniiniiiniiniicneee, 95
4.2 Pembuatan alignment multi sekuens, analisis kekerabatan, dan pembuatan
pohon filogenetik dari sekuens menggunakan software MEGAT1..............c........... 109
BAB V DESAIN PRIMER .....cuuioviininnuinsensinsnissenssesssissssssessssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 123
5.1 Contoh desain primer menggunakan fitur pada NCBI...........cccccoeoiiniiiiiiniinen. 130
5.2 Analisis struktur sekunder menggunakan NetPrimer...........cccceeveevveineniinennicnnenne. 133
5.3 Mendesain primer menggunakan primer3plus.........cccoecvevieriiiiiieniieieeie e 136
BAB VI NEXT GENERATION SEQUENCING ......uucuuuueesuinsersenssisssissesssessssssssssssssssssssssssssssens 143
6.1 Pengolahan data RNA-Seq dengan KOmMpPUter...........ceeevveeriieiniieeniee e eiee e 145
6.2 Pengolahan data RNA-Seq menggunakan Cloud Computing pada MASER
(KINJO €F @l 2017) ittt 162
6.3 Cloud Computing pada Platform Galaxy .........ccceevveeeiiieeriiieeiiie e 171
6.4 Teknologi Nanopore SeqUENCING ..............cccueeeeeeeeceeeeiiieeeieeeeieeesreeesseessseesnaeeens 175
6.5 Microsatellite finding dan desain primer microsatellite..................ccceevevcueeeeennnnnne. 176
DAFTAR PUSTAKA ....uuitiiiitininninsnineisecssisssissssssessssssssssssssessasssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssae 186

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 1



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Catatan:

2 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

BAB I
ANALISIS MOLEKULER BERBASIS FRAGMEN DNA

Terdapat 4 jenis marka yang digunakan untuk analisis yaitu marka morfologi, kromosom,
biokimia dan molekuler. Keempat marka tersebut digunakan untuk saling melengkapi informasi
tentang spesies yang diteliti. Marka morfologi adalah marka yang dapat diamati secara langsung
seperti pengamatan pohon di lapangan, struktur jaringan batang kayu dan variasi karakter morfologi.
Kelebihan marka morfologi adalah kemudahan pengamatannya, sedangkan kelemahannya adalah
sangat dipengaruhi oleh tahap perkembangan tanaman dan lingkungan serta sulit dibedakan secara
genotipe. Marka kromosom merupakan berupa struktural dan variasi numerik kromosom. Marka
biokimia jumlahnya sangat terbatas, memiliki tingkat polimorfisme yang relatif rendah, tergantung
umur dan bagian tanaman serta ekspresinya dipengaruhi oleh lingkungan. Marka molekuler mengacu
pada polimorfisme pita berupa fragmen DNA atau variasi di tingkat DNA sekuen. Keunggulan utama
marka molekuler antara lain:

a) Tingginya keakuratan.

b) Tingginya tingkat polimorfismenya.

c) Tidak dipengaruhi oleh lingkungan yang berpengaruh terhadap ekspresi gen.

d) Dapat dilakukan pada semua bagian dan tingkat perkembangan tanaman.

e) Tidak tergantung pada organisme organisme yang diuji.

f) Mempercepat proses seleksi yang selanjutnya menghemat dan mengefisienkan pengujian di
lapangan.

g) Mendeteksi variasi pada coding dan non-coding sekuen.

h) Biasanya diekspresikan dalam kodominan atau jenis dominan kurang disukai.

1) Bersifat multi-alel.

J) Lokusnya spesifik.

k) Berjumlah banyak dan didistribusikan ke seluruh genom.

Teknik biologi molekuler saat ini telah digunakan secara luas, karena dapat memberikan
informasi keragaman genetik dari suatu organisme secara cepat dan akurat, sehingga dapat digunakan
untuk mendukung hasil pengamatan secara morfologis. Penggunaan marka molekuler seperti RAPD,
RFLP, AFLP, SNP, dan SSR serta sekuensing region DNA tertentu (rDNA, region ITS rDNA dan
mtDNA) secara langsung dapat menggambarkan keanekaragaman spesies.

Kedepannya, penggunaan teknik biologi molekuler dapat memberikan informasi yang lebih
banyak, cepat, dan akurat. Akhir-akhir ini perkembangan Teknik biologi molekuler semakin pesat,

seiring dengan semakin banyaknya fenomena kehidupan yang dapat dijelaskan melalui biologi
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molekuler. Aplikasi biologi molekuler terdapat di berbagai bidang kehidupan, antara lain: pertanian,
kesehatan, kelautan, perternakan, industri dan berbagai bidang lainnya. Analisis biologi molekuler
yang lebih lanjut dibutuhkan agar data yang diperoleh di dalam penelitian dapat menjadi bermakna
dan memberi informasi yang lebih jelas serta kongkret.

Untuk mempelajari struktur populasi dari suatu kelompok individu termasuk analisis
kekerabatan (similarity) atau jarak genetik (genetic distance) dan penyebaran kelompok tertentu di
dalam populasi, perlu dilakukan analisis klaster. Langkah awal dari klasterisasi individu adalah
penentuan "parameter" atau dasar pengelompokan yang digunakan, kemudian diikuti oleh analisis
statistika dengan menggunakan metode multivariate atau principle component analysis (PCA).
Parameter pengelompokan dapat berupa sifat morfologi, fisiologi, ketahanan terhadap cekaman
faktor abiotik atau biotik tertentu dan lain-lain.

Kemajuan di bidang biologi molekuler membuka kesempatan untuk klasterisasi kelompok
individu berdasarkan pola pita atau profil DNA pada gel elektroforesis. Profil DNA dapat dihasilkan
melalui penggunaan teknologi PCR atau marka molekuler. Berdasarkan profil DNA, individu
tertentu dapat dikelompokkan secara objektif dengan membandingkan "laju migrasi pita-pita DNA"
dari dua individu yang berbeda pada gel elektroforesis. Berdasarkan skoring pita-pita DNA (band)
pada gel elektroforesis dapat disusun matriks kekerabatan atau jarak geneti. Selanjutnya dilakukan
klasterisasi berdasarkan data matriks yang dihasilkan.

Pada populasi yang relatif kecil dengan menggunakan parameter sederhana, klasterisasi dapat
dilakukan secara manual. Akan tetapi pada populasi yang relatif besar atau dengan menggunakan
berbagai parameter (beberapa primer PCR atau beberapa metode analisis DNA), maka klasterisasi
secara manual akan menjadi sangat kompleks. Untuk itu, klasterisasi dapat dilakukan melalui

perangkat lunak/software yang tersedia.

1.1 Skoring pita hasil elektroforesis menggunakan software PyElph

Skoring adalah kegiatan untuk menilai keberadaan pita DNA hasil PCR yang divisualisasi
dengan elektroforesis pada gel. Pada marker kodominan, proses skoring mungkin tidak akan terlalu
sulit karena jumlah pita yang tidak banyak. Contohnya adalah pada mikrosatelit maksimal terdapat
dua pita yang dihasilkan untuk satu sampel. Sementara itu, marker yang bersifat dominan, seperti
AFLP, RAPD, ISSR memiliki jumlah pita yang cukup banyak sehingga terkadang skoring secara
manual cukup menyulitkan.

Saat ini, telah tersedia beberapa perangkat lunak yang dapat membantu dalam melakukan
skoring pita DNA hasil elektroforesis. Salah satu perangkat lunak yang mudah digunakan untuk

skoring marker dominan yaitu PyElph. PyElph (Pavel & Vasile 2012) adalah aplikasi skoring yang
4 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

mengekstrak data dari foto hasil elektroforesis. PyElph berbasis bahasa pemrograman python dengan

graphic user interface yang cukup mudah dipahami. Aplikasi PyElph dapat diunduh di

https://pyelph.software.informer.com/1.4/. Skoring pita DNA dilakukan mengikuti tahapan berikut:
1. Buka aplikasi PyElph

ion: 2.6.5 (r265:79096, Mar 19 2@1@, 21:48:26) [MSC v.150@ 32 bit (Intel)] OK
Checking PIL: OK

Checking matplotlib: OK
Checking wxPython: OK

B PyElph

Load Image

Description

1. Load image

2. Zoom

3. Edit the image ff it is
necessary. rotate, crop
4. Save current view

Parameters

8092 o0& o8 o8 T N

No image specified PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel

2. Arahkan kursor ke ikon pojok kiri bawah untuk membuka foto hasil elektroforesis.

sion: 2.6.5 (r265:79096, Mar 19 2010, 21:48:26) [MSC v.150@ 32 bit (Intel)] OK
Check. 5
Checking matplotlib: OK
Checking wxPython: OK

1 PyElph

Load Image
Description
1. Load image
2. Zoom
3. Edit the image if it is
necessary: rotate, crop
4. Save current view

Parameters

860z 0a 08 08 1o *
‘_]-' /ﬂ\ G 6)":" \ ¥ [@

No i pecified x=0.898269 y=0.463812 PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel,
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3. Setelah gambar berhasil diunggah, jika tidak ada editing, lanjutkan dengan menekan panah di

pojok kanan bawah.

B! PyElph - D:\contoh buat pyelphjpg =

Load Image
600 Description

1. Load image
2 Zoom

500 3. Edit the image if it is
necessary: rotate, crop
4. Save current view

400
300
- =
-— . - ma
- e e e . - .
200 Parameters
100

250 0 50 100 150 200 258

200
150
100
50
0

0 200 400 600 800

Jd a00Hw @0 ‘2‘

Size = (342, 644) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

4. Lane detection digunakan untuk mendeteksi lebar pita. Lane detection dapat dilakukan secara

otomatis dengan tombol defect.

5 PyEiph - Di\contoh buat pyelphjpg
Lane Detection
600 Desaipton
1. "Detect” button is for  *
mstomatic lane detection
500 2. If mutomnatic lane
detection does not work
properly, vou can
a manually select or
400 remove lanes
b. manually define the
lane width using the
yellow button and then
300 try the "Detect” button
agan i
200 Parameters
Lane wadth
Width deviation | 10 =%
100 [(leacground substracton
Detect
250 50 100 150 200 253
| |
200 . s
m— — Y ™Mr Ir—] oy
- IREEATR R ARARRAR Lane yangtidak
wor [ | Uy U UV UtV VY Y ¥ | terdeteksi
¢ 700 00 50 50 -~ _
HAGODL ©O -»
Size = (342, 644) add lane PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

Contoh: setelah detect otomatis, ada lane yang tidak terdeteksi sehingga ditambah secara

manual.
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5. Lane detection dapat pula dilakukan secara manual dengan mengklik ikon tambah di bawah,
kemudian memilih /ane yang diinginkan dengan klik tanda tambah, lalu geser dan tahan pada

jalur sumur yang diinginkan.

B PyElph - DA\contoh buat pyelph.jpg - o %

Lane Detection
600 Descripton

1. "Detect” button is for  ~
automatic lane detection
500 2. If antomatic lane
detection does not work
properly, you canc
a mamually select or
400 remove lanes
b. mamally define the
lane width using the
yellow button and then

wodh Bhab csgpon s :;:'D"m' baee
an 4% wn an as 4B @b oo o B &b on ——

(1) Payse Record Q) Stop Record =1 Add Comment @ ~

200 Parameters
Lane width Marual ; 42
Width devistion | 10 [i2i%
100 [] Badkground substraction

Detect

0 50 100 150 200 250

250
200
&y N
100
50
D o 200 400 600 800

Hﬁ@@«:»\a@ | €

Size = (042, 644) - L = PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
I klik ikon tanda tambah untuk

menambahkan lane secara manual

B 1 PyElph - D\contoh buat pyelph.jpg - o %

Lane Detection

600 Descripton

W) Payse Record ) Stop Record =1 Add Comment @) ~ 1. Detect” button is for  *
automatic lane detection

500 2. If antomatic lane
detection does not work
properly, you can:

2 manually select or
400 remove lanes
b. manually define the
- lane width using the
klik dan drag pada lane | .o buton and then

. yang tidak terdeteksi try the "Detect” button

again |
200 Farameters
Lane width
Width deviation | 10 St
108 [Jeadkground substraction
Detect
250 0 50 100 150 200 25!?
200
150
100
50
& 0 200 400 600 800 =
H AQOGX OO s
+ .
Size = (942, 644) add lane, x=521315  y=606.385 PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
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Lanjutkan dengan klik panah ke kanan di pojok kanan bawah.

8 PyElph - DX\contoh buat pyelph.jpg

-
-- % - - e

Lane Detection
600 Descripton

1. Detect” button is for  *
automatic lane detection

500 2. If automatic lane
detection does not work
properly, you can:

a mamually select or

400 remove lanes

b. manually define the
lane width using the
yellow button and then

300 try the "Detect” button
again Y
200 Parameters
Lane width

Width deviation | 10 %

100 [J Background substraction

Detect

=]

= F

[

W @

Size = (342, 644)

OO0H-x 08

AR ANENR AR RAN

add lane

50 100 150 200 250

>

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

6. Deteksi pita dapat dilakukan secara otomatis dengan klik detect.

W) Payse Record Q) Stap Record =1 Add Comment @ ~

H @

Size = (342, 64)

0 200 400

OO+x O

600 800

Band Detection
600 Description

1. "Detect” button is for ~
automatic band
500 detection
2. If automatic band
detection does not work
properly, you can
400 a mamually select or
remove bands
b. the intensity
“threshold” - the smaller
300 vahue it gets, the more
bands are detected

200 [ Farameters
Threshold 0
Fiter width | 3
100
Fiter passes | 10
Detect

0 50 100 150 200 25!?

€«

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
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7. Jika masih ada pita yang tidak terdeteksi dapat ditambahkan dengan mengklik ikon tambah,

kemudian klik pada pita yang belum ditambahkan. Jika sudah, lanjutkan dengan mengklik

panah ke kanan.

B PyElph - DA\contoh buat pyelph.jpg

(1) Payse Record Q) Stop Record =1 Add Comment @ ~

-

s -
- &

7t
ED £8 =» £ a.“--"

EDED «» g3 0 e &
&S em an .' “ L% ]

o AOO P

Size = (342, 644)

0 200 400

0 50 100 150 200 250

400

200

100

- n ] x

Band Detection
Description

1. "Detect” button is for  *
automatic band
detection
2. If automatic band
detection does not work
properly, you can

a. manually select or
remove bands

b. the intensity
“threshold” - the smaller
value it gets, the more
bands are detected

Parameters

Thweshold | 20
Fiter width |3

Filter passes | 10

>

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cr‘ishan Vasile

B PyEIph - D\contoh buat pyelph,jpg

>

Klik tanda tambah untuk
menandai pita secara manual

= o x

I 700 Band Detection
] Descripton
i) Payse Record 4G Stop Record =1 Add Comment @) ~ a0 T Detect —fr U
automatic band
detection
2. If automatic band
500 detection does not werk
properly, you can
a manually select or
400 remove bands
b. the intensity
-+ | “threshold” - the smaller
- - - value it gets, the more
- — i 300 '
e & _ s [ "“ e R es 'ban,is are detected
D £% = 55 &8 ED =1 B} &scncabliden
. klik pada tengah pita  [reee (@
untuk menandai pita e |2
fter passes | 10
Detect
250 0 50 100 150 200 258
200
150
100
50
o

H A0S X ©8

Size = (342, 644)

add band, x=448958  y=252.885

800

€|»

PyElph @ 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile l
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8. Pilih lane 16 sebagai lane molecular weight. Pada foto yang digunakan sebagai contoh, /ane
16 bukan sampel, tetapi DNA ladder. Jika sudah lanjutkan dengan klik panah ke kanan di

pojok kanan bawah.

B! PyElph - D:\contoh buat pyelph,jpg e X
700 Molecular Wei
R ght
Description
600 1. You must select the ~ #
lanes which are weight

markers in the gel image
2. Select an existing

500 standard or define a new
one (when a new
standard is defined, the

400 bands must be
introduced in a
_. v . decreasing order of the
- . weight). The new
e & - wsdn EDEDcsgnen 300 defined standard is
€n s cnun cn ekl Ehencaligies e
s Llane 14
Markers Lane 15
100

Standard  BenchTop100Pn v

Compute | View Export

0 50 100 150 200 258

250
200
150
100
50
0

0 200 400 600 800

H A0OH I 6‘2‘

Size = (942, 644) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

9. Pensejajaran pita dan skoring dilakukan dengan mengklik match untuk pensejajaran dan

skoring secara otomatis.

& PyElph - Di\contoh buat pyelph.jpg - = x

[ 700 Band Matching

. - - Description

(1) Payse Record Q) Stop Record =1 Add Comment @~

600 1. "Match" button ~
computes the clusters of
matched bands
2. You can adjust band

500 matching by changing
the "distance” parameter
which represents the

400 distance T.hal two banfis
are considered to be in

? ? the same chaster

- 3. "Edit" buttons allows

) Tl

e &% _ L X EEN % ) “c. e ED=s 20 ﬂ.nemodmcam.m?nhg

enincnun andd skl Eeacabiiien —

el Distance 20 |Slw

Miigh Edt | | Export

100

50100 150 200 250

o AQODx € »

Size = (942, 644) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
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10. Jika garis pensejajaran sudah sesuai maka hasil skoring dapat dilihat dengan menekan tombol

export. Jika belum sesuai dapat menekan tombol Edif untuk melakukan penyesuaian.

& PyElph - Di\contoh buat pyelph.jpg

700

[

| (W) Payse Record Q) Stop Record =1 Add Comment @~

ED &P o= g3 &2 .

Esins-s22s ﬂ.l

500

200

100

50100 150 200 250

= =
Band Matching
Description

1. "Match" button
computes the clusters of
matched bands

2. You can adjust band
matching by changing
the "distance” parameter
which represents the
distance that two bands
are considered to be in
the same chuster

3. "Edit" buttons allows
the modification of the

Parameters

X

~

250
200
150
100
50
== 200 %00 500 00 -
- ' L L 2
H AOO X
Size = (342, 544) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

11. Hasil skoring berdasarkan /ane yang berupa sampel. Contoh untuk skoring sampel pada

lane 1 yaitu 00000001001, dibaca dari atas ke bawah.

skoring - Notepad - = X
File Edit Format View Help

Gleeel1ecoeaeeon @

eleeepeeeoeleon0e

eleeeppoeeeeell1ole

eleeepoo00RRR OO 1

] eeeeeloeeelelee

eleeeoeolol1e1080

eleleevleeeeelenl

1l1eel1e110111111

ele1epoe00RRROD @

] eeeoeeloeeevlee

111111111111111

Ln 1, Col 1 100%  Windows (CRLF) UTF-8

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology
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1.2 Klasterisasi menggunakan perangkat lunak NTSYSPC

NTSYS-PC (Numerical Taxonomy System for Personal Computer) merupakan perangkat

lunak berbasis statistika yang bertujuan untuk mencari dan menampilkan struktur dari data

multivariate. Analisis yang dilakukan dengan menggunakan NTSYSPC biasanya adalah analisis

klister (cluster analysis). Beberapa metode yang dapat digunakan dalam klasterisasi yaitu (Prokic

2010):

wok wb

UPGMA (Unweighted Pair Group with Arithmatic Mean);
WPGMA (Weighted Pair Group with Arithmatic Mean);,
UPGMC (Unweighted Pair Group Method with Centroid);
WPGMC (Weighted pair Group Method with Centroid);

Ward’s method atau metode variasi minimum.

Contoh analisis klaster yang disampaikan pada Bab 1 ini menggunakan metode UPGMA

dengan koefisien DICE. Koefisien DICE adalah koefisien kemiripan atau similarity yang dikenal juga

dengan nama Sorensen—Dice index, yang mengkalkulasikan kemiripan antara dua data. Tahapan

klasterisasi menggunakan NTSYS-PC adalah sebagai berikut:

1.1 Memasukkan Data

1.

12

Masukkan data biner atau data skoring ke dalam tabel Microsoft Excel dengan contoh sebagai

berikut:
A B C D E F
1 1 6 5
2 Samplel | Sample2 | Sample3 | Sample4 | SampleS
3 | Bandl 1 1 0 1 1
4 | Band2 1 0 1 1 1
5 | Band3 0 0 1 1 1
6 | Band4 1 1 1 0 1
7 | Band5 1 1 1 1 1
8 | Band6 0 1 1 1 0
Keterangan:

¢ Ketik angka 1 di kolom A1 sebagai tanda ada pita (present). Contoh: 1

¢ Ketik jumlah pita di kolom B1. Contoh: 6

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology
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¢ Ketik jumlah sample di kolom C1. Contoh: 5
¢ Kode sampel dan band ditulis dengan huruf (bukan angka) dan tidak menggunakan
spasi. Bila menggunakan angka, diawali dengan huruf. Contoh: Samplel; Band1
2. Beri nama untuk tabel tersebut dan simpan di dalam folder tersendiri dengan memberi nama
file tersebut. Contoh: contohl.xIsx.
1.2 Langkah-langkah untuk menjalankan Program NTsys
Menjalankan Ntedit
1. Buka program NTsys. Terdapat dua menu yaitu NTsys dan NTedit.

Buka NTedit, isi row dan column sesuai jumlah data yang kita punya, teermasuk missing

data.

= NTedit 1.07 - o
File Ecit Options Help

RowLabs| Col.Labs ‘ Ins_ row | Del. row ‘ ﬂg\ose|
Mx. type: |Rectangular ~| Comments | Matrix W
No. ruw5,1|22 No. cols: ‘102 Missing: ‘999

Rows\Cols|Cl cz ‘C3 |E4 ‘VS |V€ |VT "\/‘3 |VS ‘VID ‘Vll |712 "\713 |'Jl4 |'-115 ‘V].E |'Jl7 ‘VIB ‘Vls |'- ~
Rl

Rz

R3

R4

RS

R&

BT

R8

R3

R10

R11

R1z

R13

R14

R1s

Rls

R17

Rig

R19

RZ0

251

2. Selanjutnya klik File, lalu klik Import Excel dan klik using OLE.

= NTedit 107 - a
File | Edit Options Help

New matrix Ins. row | Del. row ‘ ﬁgnse|

New file

Open file... ~| Comments | Matrix: [T |2

Import Excel 5 using DDE ..

E ? %mg:
Save file using OLE ...

Save file as..

Exit

23

Y
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3. Tampilan selanjutnya dan klik YES.

= NTedit 1.07 - 0

File Edit Options Help

Row Labsl Col Labs | Ins. row | Del row | Jfl. Close |

Mx. type: |Rectangular ~| Comments | Matrix: |! EIC

No. mw‘s,:l22 No. cols: |102 Missing: I999

Rows\Cols|cl cz |ca |Cq |v5 |vc |W |vs |v's |vm |011 |u‘12 |v13 |vu |v15 |v15 |v‘17 |v19 |v19 |x ~

R1

RZ

B3

R4

1

R

= ‘Warning

- Ovenwrite empty matrix?

R3 AA

R10 =

Yes No Cancel

R11

R1z

R13

R14

R1s

R1&

R17

Rig

R19

RZ0

R21

v

4. Tampilan setelah di klik Yes.

= NTedit 1.07 - IEE

File Edit Options Help

Row Labsl Col.Labs | Ins. row | Del. row | 1 Close

Mx_ type: |Rectangular ~| Comments | Matrix: |1 EC

No. n:\ws.:l22 No. cols: |102 Missing: |ggg d

Rows/Cols|Cl CZ |C3 |Cd |C5 |C€ |C7 |CS |CE |C1Cl |C11 |C12 |C13 |C14 |C15 |C16 |C17 |C1E |C19 |( ~

SCalz 1 ] 1 ] 1 1] 1 o 1] ] 1 ] ] 1 ] o 1 ] o «

SCaé 1 ] 1 o 1 1] 1 a 1] ] 1 o ] o 1 o 1 o 1 «

GCT7 o 1 1 o 1 Q 1 o Q o 1 o 1 1] o o 1 o 1 .

ICsen 1 o 1 1] 1 1] 1] 1 1] o o 1 o 1 1] o 1 1] o «

DR2 1 1] 1 o 1 1] o 1 1] 1] a 1 1] 1] 1 ] 1 o ] «

DR38 1 ] 1 o 1 o o 1 o ] o 1 1 1] o ] 1 o ] «

DRC1& 1 o 1 4] 1 Q 1 o Q o 1 4] o Q 1 o 1 1] o .

ICS13 1 ] 1 ] o 1 ] 1 1] ] o 1 ] 1 ] o 1] 1 o «

ICCRI3 1 ] 1 1 ] o 1 o o ] 1 o ] 1 o ] 1 o ] «

ICCRI4 1 o 1 1 o Q 1 o Q o 1 4] o Q 1 o 1 1] 1 .

RCC70 1 ] 1 ] 1 1] ] 1 1] ] 1 ] ] 1 ] o 1 ] o «

RCCT1 1 ] 1 o 1 1] o 1 1] ] 1 o ] o 1 o 1 o 1 «

RCC72 1 o 1 o 1 Q o 1 Q o 1 o o 1 o o 1 o o .

ICCRI1 1 o 1 1] 1 1] 1 o 1 o o 1] o 1 1] 1 1] 1] o

ICCRIZ 1 1] 1 o ] 1 1 a 1] 1] 1 o 1 1] o ] 1 o ] «

PA300 o 1 1 o 1 o o 1 o 1 o o 1 1] o ] 1 o 1 «

PA303 4] 1 1 4] 1 Q 1] 1 Q 1 o 4] o Q 1 o 1 1] 1 .

TSHB52 1 1] 1 o 1 1] o 1 1] 1 a o 1 1] o ] 1 o ] «

DR1 1 ] 1 o 1 o 1 o o ] o 1 ] 1] 1 ] 1] 1 1 «

NICZ 1 o 1 4] o 1 1 o Q o o 1 o Q 1 o Q 1 1 .

UF&&7 1 ] 1 1 o 1] 1 o 1] ] 1 ] ] 1] 1 o 1] 1 1 «
v

14
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5. Setelah data terinput, SAVE As dalam bentuk .NTS (misalnya datal NTS). Tutup file.
e Menjalankan NTsys
1. Buka file NTsys, tampilannya sebagai berikut:

nd NTSYSpc -
File Options Help

5| 6| |4 -]

o
H

Clustering | Ordination
Graphics |
General | Similarity

PoolVCV Simint
SimGend SimQual

2. Pilih similarity dan klik SimQual, tampilannya sebagai berikut:

kLY NTSYSpc -
File Options Help

B[ o %[

o

Clustering | Ordination
Graphics |
General | Similarity

PoolVCV Simint
Emezr E SimQual - =

~

Parameters: Arguments:

Input file |

By rows? [

Coefficient SM

Output file

Positive code 1.00000 v

' compute | | Close ‘? Help ‘

3. Pada baris Input file pilih file datal NTS, yaitu berdsarkan data file yang sudah kita save
dan berisi data yang kita buat ketika menjalankan program NTedit. Cara memilih file
pada baris Input file adalah dengan mengklik 2 kali di baris input file dalam bentuk <nama
file>.NTS

48

86| %/ o

Clustering | Ordination
Graphics 1
General | Similarity

PoolVCV Simint
1
SimGend \ o SimQual - X

Parameters:
Input file

By rows? T I Bagian yang di-klik 2 kali untuk

Coefficient SM menambahkan file

Output file
Positive code 1.00000 v

' Compute | f| Close 7  Help ‘

Name of input file

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 15
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4. Letakkan tanda checklist di baris By row jika data yang digunakan tersusun dalam baris.

W NTSVSpe -a

File Options F

8/ 8|20 ]

Clustering I Ordination
Geaphics |
General | Similarity
_smomd | 3 Simcue |
Parameters: Arguments: o
. _
By rows? [}
Coefficient
Output file
Positive code 1.00000 bt
o Compute |‘|1~ Close ?  Hep ‘ ‘
5. Pada baris Coefficient pilih DICE.
w5 NTSYSpc
File Options Help
8| e x40 2
Clustaring | Qrdination
Graphics ]
General | Similarity
PoolVCV Simint
smGend | [ smaual | 3 Simaual - oA
Parameters: Arguments: -
Input file C:Wsers\molekular2014'Documents|
By rows? 23
Coefficient 514 -
Output file A
Positive code RT
o cown | 1o

6. Pada baris Output file isi simqualdatal, kemudian klik save di dalam folder yang sudah

kita buat dan klik Compute. Tutup.
-

8| %0 2|

Clustering I Ordination
Graphics |
General | Similarity
=
f—]
el $% SimaQual - P
Parameters: Arguments: -
Input file D:\kuliah\S1-Pemuliaan Pohon 20164
By rows? B
Coefficient SM klik 2 kali untuk
Output file MName of cutput file| memasukkan
Positive code f_l
' Compute _n_ Close ?  Hep | nama tie DLIt pUt
MName of oultpul file

16
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Kembali ke menu awal NTsys dan klik Clustering dan pilih SAHN

2 NTSYSpc
File Options Help
8 6| %|4]
Graphics I
General |
Clustering ‘
Cansen MST [ SAHN |
Coph NJoin
7. Akan muncul tampilan sebagai berikut:
ELY NTSYSpc
File Options Help
#| o] %/ 4] ¢
Graphics I
General I
Clustering I
Consen ‘ MST | SAHN
Coph NJain
& SAHN - -
Parameters: Arguments: -
Input file |
Qutput tree file
Clustering method UPGMA
In case of ties WARN
Maximum no. tied trees 25
' Compute | | Close 7 Help ‘

- omEm

Similarity
Ordination

Similarity
Ordination

8. Pada baris Input file pilih Simqual datal yang sebelumnya diisikan sebagai Output file di

point 7 dengan cara mengklik 2 kali folder yang sudah kita buat di dalam poin 6.

Selanjutnya pada baris output tree file isi Shandatal kemudian save. Pada baris In case of

ties pilih FIND.

35

g NTSYSpc
8| o| 24|
Graphics I
General ]
Clustering |
Consen MST }I SAHN |
Coph NJoin
£ SAHN - oIEH
Parameters: Arguments: =
Input file C\Users\molekular20 14\ Documents|

Outpait tree file
Clustering method
In case of ties

Maximum no. tied trees

shandatal

vy commel Close 7 Help

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology

Similarity
Ordination

17




Analisis Molekuler dan Bioinformatika

9. Klik Compute.
Tampilan hasil compute bisa dilihat langsung pada tree filogenetiknya (Plot tree) dengan

mengklik warna merah yang ada di pojok bawah.

W NTSYSpc - o

&l 0] x4 2|

Graphics |
General | Similarity
Clustering | Ordination
Consen I MST SAHN
Coph NJain
s Njoin - oilEl
Parameters: Arguments: "
Output graph file njoaning2
In case of ties FIND

Maximum no. tied rees 25

Tie tolerance 0.00000000
Rooting method MIDPOINT
Outgroup OTUs [risiningdatat .

../ Compule |_|‘|_ Close |? Help

3_‘}-| Pifftree

10. Tampilan yang akan muncul adalah sebagai berikut:

) NTS¥Spc -
File Options Help

| o248

-] Tree plot = B

File Edit Options Help
DATA CACAO 1

Consen scal2
3Ca6
JCCRI4

Coph | 1 ICCRI3
[ L 10560
L DRCI6
ICCRIL
L 1CCRD
DR3S
TSHESS
10813
c72
[RCCT0
IroeT1
DR2
PA300

PA303
1 UFesT
DRI
NIC4
NICT

T T T T 1
080 050 o7 083 054

uatrix: |1 %
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11. Save metafile gambar pohon filogenetik yang sudah diperoleh.

D |
®

Tree plot -

File Edit Options Help
Save metafile ...

Print Preview

Print Ctrl+P
Close Ctrl+F4

H*‘

et

12. Jika ingin menyimpan gambar ke dalam format gambar (JPG, PNG) bisa dilakukan dengan
menyalin gambar sebagai bitmap kemudian di-paste ke aplikasi editor gambar, kemudian

disimpan ke dalam format gambar

I 7o plot a X
File] Edit Options Help

Copy metafile

o

Cosfficient
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1.3 Pengolahan data pita genetik berbasis biner (1 dan 0) dengan menggunakan program
software DARwin.

DARwin (Dissimilarity Analysis and Representation on Windows) adalah aplikasi atau
perangkat lunak yang dikembangkan untuk analisis keragaman dan analisis filogenetik berdasarkan
perbedaan evolusioner. DARwin menggunakan metode standar untuk representasi pohon dan
faktorial yang ditingkatkan dengan pendekatan awal dan spesifik, terutama menjawab pertanyaan
sensitivitas terhadap akurasi data. Data jarak genetik disajikan di dalam file extension yang bernama
dissimilarity (.dis) (Perrier & Jacquemoud-Collet 2006). DARwin dapat digunakan untuk mengolah
data dari marker dominan seperti AFLP dan RAPD, kodominan seperti mikrosatelit dan sekuens.
DARWin dapat diakses secara gratis untuk pendidikan pada laman
https://darwin.cirad.fr/product.php. Langkah-langkah untuk menjalankan program DARwin adalah

sebagai berikut:

1. Memasukkan matriks data dengan cara mengklik File dan memilih /mport Data Matrix.

O DARwin 6.0.14 - a X
File | Dissimilarity Factorial analysis Tree Trees.. Tree comparison  Disequilibium  Tools  Window 7
View file

Import Sequence

Import Dissimilarity

Export Dissimilarity

Export Dissimilarity as column

Import Tree
Export Tree

Exit

20 SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology
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2. Matriks data yang digunakan untuk DARwin berupa file .txt dengan format seperti gambar

di bawah. Pada baris paling atas, masukkan kode individu, bisa berupa sampel, aksesi dan

sebagainya. Kode individu tersebut diikuti dengan nama marker yang digunakan. Tampilan

data yang sudah dimasukkan adalah sebagai berikut:

< >

PO POHOOOPRONPORPONRIIRIPIPHIDOIIORDDE

PO OPOROORORTPRORIRRORIDHPORT DI DE

PO HHOHOOHOOO OO DITOOEDORDHOHOODTDE O

PP AD DG

PO HO ORI HOODOI AT AT D A

PPN AP O®OG

PP HOOPRPDHHOODPIHOOTDOID AT HAD D

O AH A A AN A A A A OO H®® Ao oo~

PO IO HOIRODROE

CPOOOOPORCOPNINOOOPEDOPINDNITROHHOOOED®G

PPV AIDOIOORID DG

PP HHOOHOODOOOODIIHDIIITIDPIDITDDD D

PPPPPIIPHIIHOPII A HOOPIIHOIPIODIADNIAR® DG

PO HOID DG

POPOACOPIIPOIRPNIPIPORROIPOIRIIHIROS

R R R R

TP OO HHOD OO OO HOHIDOODED®C

PRI DGE

PO DO CPIDOPIINTIDPI AT D

]

w
|

w
o
o

File Edit Format View Help
leksesi  P18Ms9

BO1_R

) darwin - Notepad

4
ce1 R

“
w0
=]
@

B13_S
1

B12_S
B!

v
—
o
o

B03_S
Be9_S
B18_S

w
.
®
@

BE5_S
BO6_S

B04_S

»
m
®
@

BO1_S
Be2_s

®
TN W0
R
mmm

B11_R
B12_R
B13_R

&
E
@

Be9_R

BB7_R
BO3_R

«® e
88
28

BO2_R
BO3_R
Be4_R

A

o, o o
o om

apd
CuoCw

UTF-8

100%  Windows (CRLF)

Ln 1. Cal 1

3. Karena contoh data yang digunakan merupakan data biner, pilih Single data kemudian klik

Save Data as dan simpan data.

[ DARwWin 6.0.14

'mwrmwiummmmwmmr

Integer code for missing data

View file when done []

21
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4. Setelah data tersimpan dan mengklik OK akan muncul tampilan seperti gambar di bawabh ini.

File akan tersimpan dengan ekstensi .don sebagai object identifier. Klik OK. Lalu layar akan

kembali ke menu utama.

Dy DARwin 6.0.14
File Dissimilarity ~Factorial analysis  Tre = Trees.. Tree D Tools Window 7

Single data Data file): aflp.txt
conwerted in file afip.var
with associated external identifiers afip.don

5. Pada menu utama, pilih Dissimilarity, kemudian pilih Calculate from single data.

Q‘ DAY

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology
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6. Kemudian pilih file yang tersimpan dengan ekstensi.var

Oy DARwin 6.0.14 - a *
Dy Select single data file % Window 7

A ||« NewVolu.. > data genetik v O O Search data genetik

Organize v New folder =~ M @

B This PC A Name Date modified

3 3D Objects |7 afipvar 01/03/2022 7:19 pm
[ Desktop

Documents

& Downloads

D Music

[&] Pictures

B videos

i Local Disk (C:)

= New Volume (0

= New Volume (E)

- USBDrve () v < I

File name: [ aflp.var | | single data (var)
T 1-Abs./ O-Pres. m
User defined
Presence 1
Absence 0

7. Setelah terbuka, akan muncul tampilan seperti di gambar di bawah ini. Untuk koefisien yang
digunakan, jika individu atau sampel berkerabat dekat, sebaiknya menggunakan koefisien

Jaccard atau Dice (Dalirsefat et al. 2009).

[ DARwin 6.0.14 - a ®
File Dissimilarity  Factorial analysis  Tre jon  Trees.. Tree 8 g Tools  Window 7

Missing data options

EI"- ng data

Selection

] Unit | [ Variable Record selected subset...
64/64 106/106 [No selected file...

Bootstrap options

Mumber of bootstraps

Dissimilarity index

data biner, pilih
presence/absence

e —
@ Dice
b+c

O Jaccard dlj'

“2a+(b+c)
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8. Kemudian klik Save dissimilarity as untuk menyimpan file output dissimilarity.

[ DARwin 6.0.14 - u] X
File Dissimilarity ~Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools ~ Window 7

%

Cswesn | B wp

aflp.var
Missing data options

Save calculated dissimilarity file

’iu missing data
Selection
| Unit | | Variable Record selected subset...
64/64 106/106 [No selected file...
Bootstrap options

Number of bootstraps

Dissimilarity index
) Continuous O counts O Mmodalities @ Presence / Absence
Presence / Absence
O bice

() Ochiai

@ Jaccard - b+c

O Sopatsncath unz ' a+(b+c)
@ 0=Abs./ 1=Pres.

() 1=Abs./ 0=Pres.

O User defined
Presence 1
Absence 0

9. Data akan tersimpan dalam ekstensi.dis

Oy DARwin 6.0.14 -~ u] X

Ly Record calculated dissimilarity as...
4 || « NewVolu.. > data genetik v O £ Search data genetik

Organize v New folder Bz~

A
~

B This PC Name Date modified

3D Objects No items match your search.
I Desktop

Documents

& Downloads

D Music

Pictures

B videos

‘i Local Disk (C:)

@K

Filuumz'i
Smntypz:'” imilarity (.dis)

bt Foldrs [ ] [Coma ]
O 1=Abs./ 0=Pres. w

O user defined
Presence 1

Absence 0
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10. Setelah semua parameter dipilih dan nama output sudah disiapkan, klik ok.

[y DARwin 6.0.14 - o X
File Dissimilarity ~Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools Window 7

X%

“ -

afip.var
Missing data options
ro missing data
Selection
‘ Unit | ‘ Variable Record selected subset...
64/64 106/106 [No selected file...
Bootstrap options

Number of bootstraps

Dissimilarity index
O continuous O Counts O Modalities @ Presence / Absence
Presence / Absence
O Dice

O Ochiai
@ Jacecard b +C

O sokalsneath ‘un2’ i~ m

11. Jika analisis jarak genetik sudah selesai dilakukan, akan muncul tampilan seperti di bawah
ini.

By DARwin 6.0.14 - a X
File  Dissimilarity  Factorial analysis  Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools Window 7

Calcul dissimilarities from single data

[afip.var

Missing data options

- No missing data
aaaaa I i

[afip.dis

Booty
Numb] Completed procedure !
Dissin
") Col Dissimilarity aflp.dis
calculated from single datafile afip.var in 00:00:00
Presq
_) Dy
) od
o o]
) sq
Cod
C
SAus. uSriE.
User defined &]
Presence 1|
Absence 0
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12. Pada toolbar, pilih tree construction kemudian pilih metode yang ingin digunakan. Untuk

contoh digunakan hierarchial clustering.

O DARwin 6014 - a] 5
j File Dissimilarity ~Factorial analysis Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools Window 7

Neighbor
Scores.

Ordinal Neighbor Joining
Ordinal Scores

Neighbor Joining under topolegical constraints
Influential unit detection

13. Kemudian pilih file output dissimilarity (.dis) yang akan digunakan untuk membuat pohon

filogeni

Oy DARwin 6.0.14 - X

Choose dissimilarity file X
Qv
A ||« NewVolu.. » data genetik v 0 S Search data genetik

Organize + New folder =~ M @

B This PC A Name Date modified

3 3D Objects [ aflp.dis 01/03/2022 7:26 pm
B Desktop [1] afip_Tree.dis 01/03/2022 7:34 pm
[%) Documents

& Downloads

b Music

Pictures

B Videos

‘ia Local Disk (C:)

= New Volume (D:

- New Volume (E:)

- USBDrive(F) w <

File name: [uﬁp.dis

No selected file...
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14. Pada tab tree construction, pilih identifiers, kemudian pilih file dengan ekstensi .don.

Oy DARwin 6.0.14 -~ 5 x
Oy Choose identifiers file % b Window 7

A4 ||« NewVolu.. > datagenetik v O O Search data genetik

Organize v New folder = ™ @

B This PC A Name Date modified

29 30 Objects |1 afip.don 01/03/2022 7:19 pm

[ Desktop

Documents

& Downloads

b Music

[&] Pictures

B videos

i, Local Disk (C)

= New Volume (0

= New Volume (€)

- USBDrve (F) v < >
File name: [ aflp.don | |Identifiers (don)

Ild-llﬁnnl

e e when done I .

15. Kemudian pilih aksesi pada pilihan unit. Selanjutnya, pilih metode yang akan digunakan (pada
tampilan contoh, metode yang dipilih yaitu UPGMA). Pilih save tree as untuk menyimpan
file pohon filogeni. Jika ingin tree (pohon filogenetik) ditampilkan secara otomatis, pilih draw

tree when done.

[ DARwin 6.0.14 - =] x
File  Dissimilarity  Factorial analysis  Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tooks  Window T

) single linkage
) Complete linkage
() ward (minimum variance)

Unit Selection
o

Unit

£

Sem NN R W -
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16. Jika tidak memilih Draw tree when done, munculkan tree otomatis dengan cara klik tab Trees

pada menu utama, kemudian langsung klik draw.

Gy DARwin 6.0.14 - ul X
File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction | Trees... | Tree comparison _Disequilibrium _ Tools  Window  ?

BarGraph

Tree Distance

Fit Criterion

Least-squares edge length re-estimation
Pruning

Grafting

Max length subtree

Add a 2-degree node

Remove all 2-degree nodes
Dissimilarity file: aflp.dis
Tree file < aflp.arb Reticulation

Method: UPGMA
Threshold equality % = 0

Dissimilarity min value = 0.0540540540540541
Dissimilarity max value = 0.893617021276596

=

228 glg
é ';E':E i

m m
228
'2'

17. Pilih file dengan ekstensi .arb.

O DARwin 6.0.14 - [ul 'S
Dy Select tree file X
4 || « NewVolu.. » data genetik v O £ Search data genetik
Organize v New folder =~ ™M @
B This pC A Name - Date modified
8 30 Objects L] affp.arb 01/03/2022 &:21 pm
B Desktop
Documents
& Downloads
b Music
Pictures
B Videos
‘i Local Disk (C)
== New Volume (D:
- New Volume (E)
- USBDrive(F) v <[ >
File name: [afip.arb | [Tree (arb) v
- ous_rv -
5 B05_R
6 B06_R
7 B07_R
8 803 R
9 B09_R
10
1
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18. Akan muncul tampilan free seperti gambar di bawah ini

[y DARwin 6.0.14

= g x
File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction Trees.. Tree comparison Disequilibrium  Tools Window 7

S &%V MR o [ HEK[ 0

2

19. Untuk mengubah tampilan ftree, klik ikon di sebelah ikon zoom. Ikon tersebut berwarna

merah, biru, dan kuning. Untuk memperjelas, ikon yang dilingkari dengan warna merah.

v DARwin 6.0.14

= 3 X
File Dissimilarity ~ Factorial analysis  Tree construction  Trees.. Treecomparison Disequilibium  Tools Window 7

4l LAk EY

Identification and illustration

’’’’’’

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology
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20. Untuk mengubah bentuk tree, klik ikon cabang di samping ikon print. Pada contoh, tree
diubah menjadi bentuk hierarchial horizontal. Untuk memperjelas, ikon cabang dilingkari

dengan warna merah.

[y DARwin 6.0.14 — ] X
File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison Disequilibrium  Tools  Window 7

q- C3EdIE B8

| Hierarchical (vert)
Ce Hierarchical (hor)

> ;5*"" [ Hierarchical horizontal representation |
“\fz Growing from roet

21. Hasilnya adalah seperti gambar di bawah ini

O DARwin 6.0.14 - [Tree:1: aflp.arb (Modified) / (Root=127)] - = X
8 File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools ~ Window 7 - & x

S -] e [ e 3

setusine
ERESERG USRS

|

ko,
%‘ 3
a
. e
S — :
: e ;

sees
BN
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22. Untuk mengubah tampilan nama sampel di ujung tree, pilih ikon wand dengan tanda tanya di

kiri, kemudian klik select identifier file. Untuk lebih jelasnya, ikon dilingkari dengan warna

v DARwin 6.0.14 - [Tree:1: aflp.arb (Modified) / (Root=127)] - X
8 File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction  Trees.. Treecomparison Disequilibrium  Tools  Window 7 - & x

> Qo -

S a3y

d</<| 3

23. Pilih file dengan ekstensi .don.

By DARwin 6.0.14 - [Tree:1: aflp.arb (Modified) / (Root=12 !
| G Select identifier file feols  Window 7 x
4 [ « NewVolu.. » data genetik Search data genetik
Organize v New folder I |
[ A Name Date modified 2
s
2 30 Objects ] afip.don 01/03/2022 7:19 pm ! :g
.
B Desktop 539
[Z) Documents i
& Downloads 4}
D Music —
& Pictures
-td
B Videos 3
‘ia Local Disk (C) i 1
New Volume (D: :
H - lume (D: 3
2
New Volume (E: 3]
s New Volume (E:) 1 :gg
= USBDive(F) v < .
]
File name: [ aflp.don ~| | identifer (don) )
[ s
A (i i
L,
-5
r
3]
= i
.
2
L]
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24. Setelah itu klik lagi ikon identifier dan pilih aksesi. Untuk lebih jelasnya, ikon dilingkari

dengan warna merah.

O DARwin 6.0.14 - [Tree:1: aflp.arb (Modified) / (Root=127)] - *
8 File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction Trees.. Tree comparison Disequilibrium  Tools  Window 7 -8 x

G- a8 vHR v - [HE/K)9 i

PRI IITTYY
RESEGE IR wEt

seesatdatiniis
ASEAREE SARING "RE LR

ss0e

L1
33

PXXELTIY
BRI

25. Jika ingin membedakan sampel menggunakan warna, pilih ikon di atas ikon identifier. Untuk

lebih jelasnya, ikon dilingkari dengan warna merah.

[y DARwin 6.0.14 - [Tree:1: afip.arb (Modified) / [Root=127]] . a x
W File Dissimilarity Factorial analysis  Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibium  Tools Window 7 - 8 X

SH- 2% vHP R e - [deXn i

i i

G
b\
L.
32
R
o 32
= i
N i
2

Open unit color selection window |
A

02
=8

chles M ) C VAN B X
T T A

5w

I T Y Y YYY '.-'-'-.tltb
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26. Kemudian pilih sampel yang akan diubah warnanya.

1

Kk
vl
@
E:

'
0
=

WR
v
g
|
g
2

R
=

=
=E
v

=]

=
v

]
i

B
fo
8
W

w
.}
=
o
w
0
=
w

|
ok
=
|
[2]
2
i
)

:
e

1]
S
w

g
A

WE
(] o]
g ]
g 2B
=) =
B 2Ei8
E zCd =

HE

jon  Disequilibium Tools Window 7

pilih data dengan klik kode sampel yangingin
diubah warnanya. jika memilih banyak sampel, klik
sampel sambil menekan tombol Ctrl. Sampel
terpilih ditandai dengan highlight biru

27. Bisa dilakukan pemilihan multisample dengan menekan tombol control (ctrl) pada keyboard saat

memilih sampel. Kemudian pilih warna yang diinginkan. Setelah selesai, klik Ok.

Dy DR
ilhi!mknsckﬂioﬂ jon  Disequilibrium Tools Window 7 & x
5 | cotors [B0IR BI3R CO9R @
BO1_S B13.5 C09.5
. . . . . :;?_R BU4_R CI:_R
4
MES NN ,
HE EEE oo — —
! - - 5
il EEm m S S8 Eht
"‘d ... | . BO6_S C02S CM_S
% mh o2 ok
E [ B0 R CM_R CI6R {
a) = B85 Coi5 Cies
BOI R COS R
BO9_ S C0D5_5
BIDR CO6_R
B0 S C06_S I
BII_R CO7_R
B11_S C07_5
g BI2R CO8R
, B12S C08_S
N oK | —
LA
= Apply color modification and close window ,—|
E-ad {Close window button to discard changes) 1 .
A
— '
-l o
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28. Gambar dapat dicopy ke aplikasi lain untuk disajikan atau disimpan.

[y DARwin 6.0.14 - [Tiee:1: aflp.arb (Modified) / (Root=127)] - a )
#g File Dissimilarity Factorial analysis  Tree i Trees... Tree Tools Window 7 -8 X

Fd- 23X vHFPR e - HEKnd

i

] [n-

i

1
|

® 5

sse

3

SR - Bk

1

—

ITTITETIYY
OHXBBOO0!

=

I

b
L

29. Selain menggunakan data mentah/raw data berupa data biner, data yang digunakan untuk

analisis menggunakan DARwin dapat berupa data distance/dissimilarity dari NTsys atau

PHYLIP. Data tersebut di-input dengan memilih import dissimilarity pada menu file.
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30. Jika ingin menggunakan data mikrosatelit maka pada saat Import file pilih Allelic data pada
tab import file.

v DARwin 6.0.14 - u] X
File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilbium  Tools  Window 7

Data type
O single data

Ploidy
@® Allelic data 27+

Integer code for missing data

View file when done []

[No selected file... [ ]

31. Format data berupa text file (.txt) dengan format seperti gambar di bawah ini.

] mikrosatelit darwin - Notepad - o X
File Edit Format View Help

Pop AI_S
Nagrakl 1
Nagrak2
Nagrak3
Nagrakd
Nagrak5s
Nagraké
Nagrak?
Nagrakg
Nagrak9
Nagrakle
Nagrakll
Nagrakl2
Nagrakl3
Nagrakl4
Nagrakl5
Nagraklé
Nagrakl7?
Nagrakls
Nagrakl9
Nagrak2e
Babakah Remal
Babakah Rema2
Babakah Rema3
Babakah Remad
Babakah Remas
Babakah Remaé
Babakah Rema?
Babakah Rema3
Babakah Rema9
Babakah Remale
Babakah Remall
Babakah Remal2
Babakah Remal3
Babakah Remald
Babakah Remals
Rahakah Remalf
<

I_11 I_13

=]
¥
=]
B
3>

BFRERRRRR

A RRERRHERERHEREHEHRHEHEREERERHERERBRERBRERERRERERNNNNNNNNN
CRRBERRRERERREBREHEHRERHEREHEENRNNNNNNNNNNRBR BB R R R D
AR RBRRRERHEBREHERERHERERERBRHERERBRERBERRERRERNNNNNNNNN
NMMNMNMENNNMNNRNNNNNRMEMNNNNMENNNNNMNMNNNNNNNNDNRRRBD
S HERRERERREREREREREBEREERERERENNNNNRNNNRNRNNNNNWNN
SHBREHEBREEPEEBHBEHEEEENNRNNNNNRNNRNNNRNENRRNN B
SHRPRREEBRERHERPEERHERENENNNNNNNRNNRNNNWBNNNNN
SNRPRPREPERBREEREREERHEHENRNNNRNNRNNNNNRRERBR B R B R R
SRR RRREPRERBRERHERPERERHERERRREBRERERERWBWUNRNNNNNN

VNMNNNMNNRNNNMNNRNNNNNRNNNRNNRORNNN®

Ln 121, Col 30 100%  Windows (CRLF) UTF-8
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32. Untuk menghitung Disiimilarity, pada tab Dissimilarity pilih calculate from allelic data.

O DARwin 6.0.14 - a X
[ Fite [ Dissi Factorial analysis _ Tree ion  Trees.. Treecomparison  Disequilbium  Tools  Window 7

Calculate from single data

Calculate from allelic data

Calculate from sequence data

BarGraph

Extreme values

Properties

Metric index
Euclidean index
Furnas "portraits”
Transformations
Weighted sum

33. Jika dissimilarity telah didapatkan, langkah selanjutnya sama seperti pada data biner.

1.4 Pengolahan data fragmen DNA menggunakan GenAlEx 6.5
GenAlEx (Genetic Analysis in Excel) merupakan software extension atau add-ins pada
Microsoft Excel yang berfungsi untuk mengolah data genetik berupa haploid, biner, alelik, maupun
sekuens (Peakall & Smouse 2012). Analisis yang dapat dilakukan yaitu analisis berbasis frekuensi
(F-statistik, heterozigositas, HWE, kekerabatan), dan berdasarkan jarak genetik (AMOVA, PCoA,
tes mantel, korelasi spasial), dan lain-lain. Pada contoh yang akan disampaikan, data yang akan
digunakan berupa data alelik mikrosatelit hasil skoring dari gel elektroforesis. Untuk data
mikrosatelit, jika sampel tidak divisualisasi dengan gel elektroforesis tetapi dianalisis ukuran
fragmennya dengan mesin sekuenser maka angka skoring diganti dengan ukuran fragmen (bp).
Langkah-langkah analisis menggunakan GenAlEx adalah sebagai berikut:
1. Siapkan data berupa tabel dalam Spreadsheet Excel. Format baris pertama adalah sample,
pop, kemudian nama primer yang digunakan. Nama primer dituliskan di atas kolom pertama

lokus yang dihasilkan oleh primer tersebut.
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mikrosatelit - Excel

Home Insert Pagelayout Formulas Data Re fiew Add-Ins  Nitro Pro [RSEaAI
1=,

E &3 9 & = ® 6 s

Parameters Data | Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- | Graph Stats Options

- v Based ~ Based ~ = Data~ Rand~ Export~ =
Setup Analysis Options Data Management Other Optians ~
c14 - Sl v
A B D E F G H I J K L M N o P Q R -
1 | Sample Pop 5 Al_11 AlI_13 Al_34 Al_4
2 | 1 Nagrakl 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
2 Nagrak2 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
4 3 Nagrak3 1 2 1 2 1 3 2 2 1 2
5 4 Nagrak4 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
6 5 Nagraks 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2
7] 6 Nagraké 1 2 1 2 2 2 2 3 1 2
8 | 7 Nagrak? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
gl 8 Nagraks 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
10 9 Nagraks 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
n 10 Nagrak10 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
12| 11 Nagrakil 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
13 12 Nagrak12 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
14 13 Nagrak13 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
15 14 Nagrakl4 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
16 15 Nagrakl5 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 16 Nagrak16 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18| 17 Nagrak1? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 18 Nagrak18 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
20 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
21 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
22 21 Babakah Remal 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
23| 22 Babakah Rema2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
24| 23 Babakah Rema3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
Sheet1 @ ‘ v
Ready B B M- 1 + 100%

2. Untuk data mikrosatelit, klik Create lalu langsung klik Codominant Template, sedangkan
untuk data biner klik Create, lalu langsung klik Binary Template.

l mikrosatelit - Excel | -

File Home Insert Pagelayout Formulas Data Review View Add-ins Nitro Pro [EUENIZ © Te what y ttod Sign in
o — .
C ) W e ® i
Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options
7 - Based~  Based - i Data~ Rand~ Export~ - N "

Setup Analysis Options Codominant Template... Gther Options ~

cl4 - S Binary Template. v
Haploid Template...
A B | F G H | J K L M N o} P Q R -
1| Sample Pop Al Codominant.. Al 13 Al 34 Al 4
2| 1 Nagrakl 1 Codominant With Phase.. 2 1 2 2 2 1 2
3 Nagrak2 T 2 1 2 2 2 1 2
4 3 Nagrak3 1 Hanloid. 2 1 3 2 2 1 2
5 4 Nagrak4 1 2 2 2 2 2 1 2
6 5 Nagraks 1  Codominant Raw Freq 2 2 2 1 2 1 2
7 | 6 Nagraké 1 Haploid Raw Freq 2 2 2 2 3 1 2
8 | 7 Nagrak? 1 Ra quence 2 2 2 2 2 1 2
9 8 Nagraks 1 2 2 2 2 2 1 3
10 9 Nagrakd 1 Sequence.. 2 2 2 2 2 1 3
1 10 Nagrak10 1 XY.. 2 2 2 2 2 1 3
12| 11 Nagrak1l 1 Lat/Long 2 2 2 2 2 1 2
13 12 Nagrak12 1 - 2 2 2 2 2 1 2
14| 13 Nagraki3 [ e 2 2 2 2 2 1 2
15 14 Nagrakl4 1 TwoGener 2 2 2 2 2 1 2
16 15 Nagrakl5 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 16 Nagrak16 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18| 17 Nagrak17 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 18 Nagrak18 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
20 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
21 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
22 21 Babakah Remal 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
23 | 22 Babakah Rema2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
24| 23 Babakah Rema3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
Sheet1 ® ‘ v

Ready B B M- 1 + 100%
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Data yang digunakan di dalam contoh berikut ini terdiri dari 120 sampel dari 6 lokasi (masing-
masing lokasi memiliki 20 sampel) dan menggunakan 5 primer. Populasi ditambahkan dengan
menekan tombol Add Pops. Jika ingin membagi populasi berdasarkan wilayah, misalnya

populasi lokasi di Jawa Barat dan Jawa Tengah, maka bisa ditambahkan dengan menekan

tombol Add Regions.

™)
File Home Insert Pagelayout Formulas Data Review View Add-ins Nitro Pro [ROSUNSM O Tell me what you want to do. Signin 2 Share
Codominant Data Template Parameters x
Parameters  Da
= 3 Pop. Size Region Size
Setup #lodi (A1) g .
| #Samples (B1) 120 20 o -
20
#Pops (C1) 6 20
A ot J K L M N o P Q R s -
1 #Regions 1 % Clear Pops.
2 20
3 20 Add Pops.
4
5 Please enter: #Loci, #Samples, #Pops, Pop Sizes. (Title, Worksheet Clear Regions
6 Prefix. #Regions & Region Sizes are optional).
7 Add Regions
8
9
10 )
1 Title
12 Worksheet Prefix
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24 .
| D | Sheet ® ‘ »
Creating Template B 3@ m- 1 + 100%

Setelah meng-klik OK, akan muncul tampilan template seperti gambar di bawah ini. Pada
kolom yang kosong, copy-paste data dari sheet data (dalam gambar tertera sebagai ‘Sheet!”)

ke kolom-kolom tersebut. Nama sampel di kolom Pop dapat diganti dengan nama sampel asli.

=) < mikrosatelit - Excel

File Home Insert Pagelayout Formulas Data Review View Add-Ins Nitro Pro JECERVAISNE vhat you want to c Signin S Share

D U BEHE 6 -kl

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

Based - Based ~ < Data~ Rand - Export-

Setup Analysis Options Data Management Other Opticns ~

Al z fr |5 -
A B < D E F G H | J K L M N [o] P Q R s -
1 Ell 120 6 20 20 20 20 20 20 1 120
2 Codominant data template Popl Pop2 Pop3 Popd Pop5 Pop6 Region1
3 Sample Pop Locusl Locus2 Locus3 Locusd Locus5
4 1 Popl
5] 2 Popl
6 3 Popl
7 4 Popl
8 5 Popl
El 6 Popl
10 7 Popl
1 8 Popl
12 9 Popl
13 10 Pop1
14 11 Popl
15 12 Popl
16 13 Popl
17 14 Pop1
18 15 Popl
19 16 Pop1
20 17 Popl
21 18 Popl
22 19 Popl
23 20 Popl
24 21 Pop2 -
_D | Sheetl ® 4 »

Ready H B [ - 1] + 100%
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5. Hasil tabel data yang sudah terisi sebagai berikut:

H - M - &5 x

Fle  Home Insert Pagel Formulas Data Re View Add-Ins  Nitro Pro Q = what you want Signin S} Share

H E @ = o e e

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

- - Based -  Based- - Data- Rand~ Export~

Setup Analysis Options Data Management Other Options ~

] - £ |2 v
A B G D E F G H I J K L M N (] P Q R S -
1 5 120 6 20 20 20 20 20 20 1 120
2 Codominant data template Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Regionl
3 Sample Pop Locus1l Locus2 Locus3 Locus4 Locus5
4 1 Nagrakl 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
3 2 Nagrak2 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
6 3 Nagrak3 1 2 1 2 1 3 2 2 1 2
7 4 Nagrakd 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
8 5 Nagraks 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2
9 6 Nagraké 1 2 1 [2 ] 2 2 2 3 1 2
10 7 Nagrak? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
1 8 Nagraks 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
12 9 Nagrakg 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
13 10 Nagrakl10 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
14 11 Nagrakll 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
15 12 Nagrak12 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
16 13 Nagrak13 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 14 Nagrakld 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18 15 Nagrakl15 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 16 Nagrakls 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrakl7 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrakls 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
| D | Sheetl @ q »

Ready B E M- 1 + 100%

6. Untuk analisis berbasis frekuensi, klik Frequency Based, lalu langsung klik Frequency..

H ©- mikrosatelit - Excel €3 I = X

File Home Insert Pagelayout Formulas Data Review View Add-ns  Nitro Pro [REUNEE O vant t Signin £ Share
n = 4 @ - 1 i

J [ = Ey W J 5 Lo

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

S = Based*  Based - Data~ Rand~ Exportr =

Setup Frequency... Data Management Other Optians A

o o Disequil . - o
Frequen:
G-Statistics... aueney .
A . [ Genalex 6.503 H I J K L M N o P a R s
1 5 rannan 20 20 20 1 120
Tell me more

2 Codominantd  Relatedness *ypu rop rops ropr Pop5 Pop6 Regionl
3 Sample Pop Multilocus ~ » Locus2 Locus3 Locus4 Locus5

4 1 Nag 2 1 2 1 2 2 2 1 2
Assignment
5 2 Nagrwne . 2 1 2 1 2 2 2 1 2
(] 3 Nagrak3 1 2 1 2 1 3 2 2 1 2
T 4 Nagrak4 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
8 5 Nagrak5 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2
9 6 Nagrake 1 2 1 2 ) 2 2 2 3 1 2
10 7 Nagrak? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
11 8 Nagraks 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
12 9 Nagrak9 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
13 10 Nagrak10 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3
14 11 Nagrak1l 1 2 1 1 2 2 2 2 1 2
15 12 Nagrak12 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
16 13 Nagrak13 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 14 Nagrakl4 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18 15 Nagrak15 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 16 Nagrakl6 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrakl7 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrakl8 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
| D [sheeti | @ ‘ ,
Ready i E ] + 100%

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 39



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

7. Kemudian secara otomatis akan muncul tab berisi detail data. Secara otomatis akan terisi

kodominan.
H -
File Home Insert _Page Formulas _ Data _ Rev Add-Ins _ Nitro Pro [RESEUIS O Tell me what you want ta d Sign in
Allele Frequency Data Parameters
Parameters
& #Lodi (A1) El Pop. Size
e #samples (81) 120 sg A Cancel =
e #Pops (C1) 3 0 v -
A Clear Pops ) K [ L M N | © P Qa | R 5 -
1 Data Format 20 1 120
2 Codomi  One Column/Locus Two Columns/Locus Add Pops. Regionl
3 Sample| Binary (Diploid) (®) Codominant o Locus5
<l O Binary (Haploid) 2 ! 2
2 () Haploid 2 : 2
6 2 1 2
7 2 1 2
8 2 1 2
9 3 1 2
10 2 1 2
1 Tite  Codominant data template 2 1 3
12 2 1 3
- Worksheet Prefix > 1 3
14 IT'NagrakIlT T r§ T z T z 2 1 2
15 12 Nagrak12 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
16 13 Nagrak13 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 14 Nagrakl4 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18 15 Nagrak15 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 16 Nagrakl6 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrak1? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrakl18 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
2 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
D Sheet1 @ ‘ »
Calculating allele freq B g m- 1 + 100%

8. Setelah itu, pilih analisis apa saja yang kita inginkan, kemudian klik OK.

=] Codominant Frequency Options

File A T e et @ Tell me what nt to d Signin S Share
; Frequency by Pop
N [+] Graph All Loci [[] Graph by Locus Cancel K
t pions
ser| [ Frequency by Locus P ~
Het. Fstat & Poly by Pop
] Het, Fstat & Poly by Locus —— M
[ [} J K L M N o P Q R s -
1 20 1 120
2 Cod Pop6 Regionl
3 Samy Allelic Patterns Options Locusd Locus5
4 Allelic Patterns 2 2 1 2
5 /] Graph Pattem 2 2 1 2
6 ] aele List [[] Private Alleles List 2 2 1 2
7 2 2 1 2
8 Multiple Pop Options Optiens 1 2 i 2
9 | el Distance Pairwise Fst [ step by s 2 3 1 2
p by Step
i [+] Nei Unbiased Distance 2 2 1 2
1 2 2 1 3
12 [ Output Pairwise Matrix 2 2 1 3
13 [ Output Labeled Pairwise Matrix 2 2 1 3
14 [ Output Pairwise Matrix as Table 2 2 1 2
15 2 2 1 2
16 2 2 1 2
17 2 2 1 2
18 2 2 1 2
19 2 2 1 2
20 17 Nagraky/s T z T z z z 2 2 1 2
21 18 Nagrakl8 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
| D [sheetl | @ 1 :
Reading Data 100 B @ o - i + 100%
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9. Terlampir beberapa contoh sheet hasil (jarak genetik Nei, heterozigositas, frekuensi alel):

a. Jarak genetik Nei (Nei Genetic distance).

2 g e e b

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

Based~  Basedw v Data~ Rand~ Export~
Setup Analysis Options Data Management Other Options -~
Al v k|1 v
A B C D E F G H I J K L M N e} P Q R s -
1 1] 6
2 |CodominaD Pairwise Population Matrix of Nei Genetic Distance
3 |pop1 Pop2 Pop3 Popd Pops Pop6
4 0.000 Popl
5 0.669 0.000 Pop2
6| 0050 0377 0000 Pop3
7 0.636 0.337 0.441 0.000 Popd
-] 0.344 0.236 0.155 0.266 0.000 Pop5
9 0.435 0.144 0.222 0.396 0.237 0.000 Pop6
10|
1
12 CodominaD Pairwise Population Matrix of Nei Genetic Identity
13 Popl Pop2 Pop3 Popd Pop5 Pop6
14| 1000 Popl
15 0.512 1.000 Pop2
16 0.951 0.686 1.000 Pop3
17 0.530 0.714 0.644 1.000 Popd
18| 0.709 0.790 0.857 0.767 1.000 Pop5
19 0.647 0.866 0.801 0.673 0.789 1.000 Pop6
20
21
22
23
24| .
« » .| Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locusd AGP | LocusS AGP | AFL | HFP | APT | NeiP  uNeiP | FstP | .. (@ « ,
Ready EE O - I + 100%

GenAlEx

Formulas

B 6 6 ke

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

= - Based- Based~ -  Data~ Rand- Export- -

Sewp Analysis Options Data Management Other Optians -~

Al - fr Heterozygosity, Fstatistics and Polymarphism by Population for Codominant Data v
A B E D B F G H 1 J K L M N [] P Q R -
71 F-Statistics and Estimates of Nm over All Pops for each Locus
72|
73 |All Pops. Locus  Fis Fit Fst Nm
74 Locusl -0.810 -0.467  0.189 1.071
75 Locus2 -0.952 -0.752 0.102 2.191
76 Locus3 -0.480 0.132 0.414 0.354
77| Locusd -0.498  0.341  0.560 0.196
78 Locus5 -0.601  -0.384  0.135 1.596
79
80 Mean -0.668 -0.226 0.280 1.082
81| SE 0.092 0201  0.089 0375
82
83 Percentage of Polymorphic Loci
84
85 Population %P
86 Popl 100.00%
87 Pop2 80.00%
88 Pop3 100.00%
89 Popd 100.00%
90 Pop5 80.00%
91 Popb 100.00%
92
93 Mean 93.33%
94 |SE 4.22% -
4 » ..| Locus2AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | LocusSAGP | AFL | HFP | APT | NeiP | uNeiP | FstP | .. @ @ « »

Ready B O M - 1 + 100%
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c. Frekuensi alel (Allele frequencies)

mikrosatelit - Excel

Home Insert Pagelayout Formulas Data Review View Add-lns  Nitro GenAlEx QT t ant t Signin

B E 9 & 6 [

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options

Based -  Based - = Data~ Rand~ Export~
Sewp Analysis Options Data Management Gther Options A
Al N Je Allele Frequencies by Locus for Codominant Data v
A B © D E F G H J K L M N (] P Q R -
1 |Allele Fr ies|by Locus for C i Data
2
3 Data Sheet D
4 DataTitle Codominant data template
5
6 No. Loci 5
7 No.Samples 120
8 No. Pops. [
9
10 Allele Frequencies and Sample Size by Locus
1
12 Pop Allelefn Locusl  Locus2 Locus3  Locusd  Locus5
13 Popl N 20 20 20 20 20
14 1 0.500 0.500 0.200 0.050 0.500
15 2z 0.500 0.500 0.775 0.925 0.425
16 3 0.025 0.025 0.075
17 Pop2 N 20 20 20 20 20
18 1 0.975 0.500 1.000 0.975 0.500
19 2 0.025 0.500 0.000 0.025 0.500
20 3 0.000 0.000 0.000
21 Pop3 N 20 20 20 20 20
22 1 0.500 0.500 0.500 0.225 0.700
23 2 0.500 0.500 0.500 0.775 0.300
24 3 0.000 0.000 0.000 -
« v .| Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP AFL  HFP | APT | NeiP | uNeiP | FstP - “ 3
Ready B @ m- L] + 100%

10. Analisis Molecular Variance (AMOVA) (jika diperlukan) dilakukan dengan mengaktifkan
sheet data sesuai femplate (dalam gambar tertera sebagai sheet D), kemudian klik Distance

Based dan langsung klik AMOVA.

ol
File Home Insert Pagelayout Formulas Data Review \View Add-lns  Nitro Pro [ESFNCE ¢ . vant Sign in
[ 1] =)
D L @ © i Y
P ) : Pptions
AMOVA Data Parameters x|,
Jns ~
Pop. Size Region Size I
#Lodi (A1) 1 v
20
#Samples (81) 124 — Cancel | J K L M N o P Q R s -
#Pops (C1) 6 I 0 20 1 120
20 Popé Regionl
Clear Pops.
#Regions ;g =l Locusd Locus5
2 2 1 2
20
b gicdlbors 2 2 1 2
2 2 1 2
Input Data Type
b Clear Regions 3 5 1 3
® ]
o , 1 2 1 2
; ) Tr.lor Square .Dlstanr: Matrix et Hana N 3 . >
1 ) Distance Matrix as Column 2 2 1 9
1 2 2 1 3
1 e Codominant data template 2 2 1 3
1 2 2 1 3
| Worksheet Prefix 2 2 1 2
£ Tz Nagrakiz T z T z 2 2 1 2
16 13 Nagrak13 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
17 14 Nagrak14 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
18 15 Nagrak15 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
19 16 Nagrak16 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrak1? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrak13 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrakl19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 .
v D  AFP | AGL | Locus1 AGP | Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP | AFL | HFP ... & 4 »
Calculating AMOVA H B M- 1 + 100%
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11. Selanjutnya akan muncul Tab menu lanjutan yang secara otomatis terisi Codom-Allelic,

karena data yang digunakan merupakan data kodominan. Klik Ok.

AMOVA Genetic Distance Options Ol nito GenAlEx [ Signin 3. Share
el (15
- ] e [ L) g
Stats Options
Distance Calculation Cancel Eoie .
One ColfLocus Two Cols/Locus
(For AMOVA-PhiPT, Spatial, Mantel, PCA) Output bt
) sinary (Diploid) © codom-Genotypic i H | ) K L M N o p Q R s -
(O ginary (Haploid) As Tri Matrix | 20 20 1 120
) Haploid [ s 5q Matrix lop5  Pop6 Region1
() Haploid-SSR (For AMOVA-Fst only) [[] s column Locusd Locus5
‘odom-Allelic ] Label Matrix 2 2 2 1 2
(For AMOVA-Rst only) 2 2 2 1 2
() codom-Microsat 3 2 2 L 2
2 2 2 1 2
[ interpolate Missing (] ist Missing 2 1 ) 1 2
Linear Genetic Geographic Options 2 2 3 1 2
2 2 2 1 2
AMOVA Locus Analysis Options Adv Output 2 2 2 1 3
(®) Analysis for Total Only Labeled Opt 2 2 2 1 3
() Analysis for Each Locus 2 2 2 1 3
2 2 2 1 2
Title Codominant data template 2 2 2 ! 2
2 2 2 1 2
Worksheet Prefix 2 2 2 1 2
2 2 2 1 2
19 16 Nagrakle 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrak17 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrak18 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrak19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 Babakah F 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 -
v D AFP | AGL | Locus1 AGP | Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP | AFL | HFP .. @& 4 3
Calculating AMOVA H E M- 1 + 100%

12. Kemudian akan muncul Tab menu AMOVA Option. Pilih option yang diinginkan.

AMOVA Options
[ 15,
Total Data Options 5 =
#Permutations (0, 99, 999, 99997) 599 Stats Options
[v] pie Graph Cancel her Options ~
[ suppress within individual Analysis
v
(®) Standard Permute [ step by Step
O specialized Permute [] Freq. Dist pH ! J K L M N o P Q R s -
20 20 1 120
Choose *Spedialized' to perform additional optional [l pm Values R
permutational tests for F-Statistics [] Adv. Options lop5 Popé Regionl
Locusd Locus5
2 2 2 1 2
Total Data Output Options 2 2 2 1 2
Jutput Opti
i 3 2 2 1 2
(®) Qutput for Total Only 2 2 2 1 2
ut for Each 2 1 2 1 2
2 2 3 1 2
2 2 2 1 2
Pairwise Population Options 2 2 2 1 3
#Permutations (0, 99, 999, 99997) 0 2 2 2 1 3
2 2 2 1 3
[] output Pairwise Rst Matrix Include Nm Matrix 2 2 2 1 2
[ output Labeled Pairwise Rst Matrix 2 2 2 1 2
[] output Pairwise Rst Matrix as Table 2 2 2 1 2
[] output Pairwise Linearized Rst Matrix 2 2 2 1 2
1o 13 Nagrakss x - T 2 2 2 1 2
19 16 Nagrak16 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
20 17 Nagrakl? 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
21 18 Nagrakl8 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2
22 19 Nagrakl19 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 20 Nagrak20 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2
24 21 BabakahF 1 1 1 2 1 1 1 1 2 .
» D | AFP | AGL | Locus1 AGP | Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | LocusS AGP | AFL | HFP .. @ f 5
Calculating Allelic Distance 240 B E M- 1 + 100%
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13. Terlampir hasil AMOVA. Terlihat dari pie chart bahwa keragaman antar individu adalah 87%

sementara keragaman antar populasi adalah 13%.

=) B mikrosatalit - Excel

File Home Insert P out Formulas Data R View Add-Ins  Nitro Pro  JREEIN2Y

S @ QO BT 56 L:wL

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options
& Based - Based ~ v Data~ Rand - Export~ v L

Setup Analysis Options Data Management Other Options ~

Al . JF Results of Analysis of Molecular Variance v
A B C D B F G H J K L M N (o] P Q R -
1 |Results of Analysis of _Moleeular Variance
2 Input as Allelic Distance Matrix for F-Statistics Analysis
3 Data Sheet ]
4 Data Title Codominant data template
5
6 No. Samples 120
7 No.Pops 6
8 No. Regions 1
9 No. Permutations 99
10 .
= Percentages of Molecular Variance
12 Among Pops
13 13% N "
mang Indiv

14 0%
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24 .

» D | Fst | AFP | AGL | Locus1 AGP | Locus? AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP | AFL | ... & 4 »
Permute 99 of 99 | o - 1 + 100%

14. Principal ~ Coordinate  Analysis  (PCoA)  digunakan  untuk  memvisualisasikan
similarity/dissimilarity data (jika diperlukan). Untuk menggunakan PCoA, aktifkan sheet
jarak genetik Nei (dalam gambar tertera sebagai sheet NeiP, kemudian pilih Distance Based,

lalu langsung klik PCoA, kemudian langsung klik Analysis.

™| 5 mikrosatelit - Excel

File Home Insert Page layout Formulas Data Review View Add-Ins  Nitro Pro [eCiilisgy t to d Sign in

H QO WRT R ® 06 :F[)

Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options
- Based~  Basedr - Data~ Rand- Export~ - - -

Setup Analysis@  Digtance + | Data Management Other Options ~

H16 . AMOVA v
Mantel
A B 3 E G H 1 J K L M N o | ¢ | a | r [ s -
1 1 6 PCoA ) Analysis...
2 CodeminaD Pair Spatial Aoy e
3 Popl  Pop2  POBl  fuoener » p, Y
4 0.000 | [ GenAlEx 6.503
5 0.669  0.000 " Tell me more
6 0.050 0.377 0.000 Pop3
7 0.636 0.337 0.441 0.000 Popd
8 0.344 0.236 0.155 0.266 0.000 Pop5
9 0.435 0.144 0.222 0.396 0.237 0.000 Popé
10
1
12 CodominaD Pairwise Population Matrix of Nei Genetic Identity
13 Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6
14 1.000 Popl
15 0.512 1.000 Pop2
16 0.951 0.686 1.000 Pop3 1
17 0.530 0.714 0.644 1.000 Pop4
18 0709 0790 0.857 0.767  1.000 Pop5
19 0.647 0.866 0.801 0.673 0.78% 1.000 Pop6
20
21
22
23
24 -
« v .| Locus1AGP | Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locusd AGP | LocusSAGP | AFL | HFP | APT | NeiP [ L. @ : « 5

Reading Distance Matrix B E M- 1 + 100%
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15. Selanjutnya akan muncul tab PCoA parameters. Pilih Tri Distance matrix sebagai Input Data

Type dan metode PCoA yang diinginkan. Lalu klik OK.

Add-Ins  Nitro Pro

View

Sign in
=== N - | === .g_@ -_‘i'l'.
PCoA Parameters X x|
port- Graph Stats Options
Input Data Type | 3k N -
. “ Cther Options -
(®) Tri Distance Matrix
) Distance Matrix as Column Cancel v
L G H 1 ] K L M N (o] P Q R 5 -
#Samples 3
i Distance
PCoA Method
ph Popl
(®) Covariance-Standardized Pop2
() Covariance-Not Standardized B p3
= o
O Distance-Standardized e
O Standardized Popd
() Distance-Not Standardiz Paps
Graph Options. D Pop6
[] Data Labels ||
€ Identity
Title Codominant data template
Popl
Worksheet Prefix
Pop2
o UYST UBEY T.00U Pop3
17 0.530 0714 0.644 1.000 Popd
18 0.709 0.790 0.857 0.767 1.000 Pop5
19 0.647 0.866 0.801 0673 0.789 1,000 Pop6
20
21
22
23
24 -
“« o Locus1 AGP | Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP | AFL | HFP | APT  NeiP | L.. & 4 »
Reading Distance Matrix H B O - 1 + 100%

16. Terlampir hasil PcoA.

H -

mikrosatelit - Excel

Home Insert Pagel Formulas Data  Revi View Add-Ins  Nitro Pro  [JReEurAI=% Sign in

o] = — ST
2 I @ © -y
Parameters Data Frequency- Distance- Create Manage- Color- Import- Graph Stats Options
< = Based - Based - i Data- Rand - Export-~ v &

Setup Analysis Options Data Management Other Options ~

119 S v
A B = D E F G H 1 L M N o] P Q R -

1 Principal Coordinates Analysis (PCoA)
2 PCoA via Covariance matrix with data standardization
3 Data Sheet NeiP
4 Data Title Codominant data template
5 No.Samples 6
6
7 Percentage of variation explained by the first 3 axes
8
9 Axis 1 2 3
10 % 56.29 27.37 10.82
11 Cum % 56.29 83.66 94.49
12
13 Principal Coordinates (PCoA)
14
15
16 + Popd
17
18 ~

s
;3' g * fors « Popl o Seriesl [:‘
21 + Pop3
22
23 + Pop2 + Popé
24 -

Canrd 1
4 ¢ .. Locus2 AGP | Locus3 AGP | Locus4 AGP | Locus5 AGP | AFL | HFP | APT | NeiP | PCoA | uNeiP - ® »

Ready H &3 [ - ] + 100%
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1.5 Analisis struktur genetik menggunakan software structure v. 2.3.4

Structure adalah software yang digunakan untuk melakukan klasterisasi individu ke dalam
populasi berdasarkan informasi genetik dan menganalisis proporsi genom dari setiap individu dengan
menggunakan metode klastering kuantitatif (Pritchard et al. 2000). Structure dapat diakses pada

laman https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/structure software/release versions/v2.3.4/

html/structure.html. Data awal yang dapat digunakan dalam structure yaitu hasil skoring baik biner

maupun alelik, dalam format text (.txt). Langkah-langkah analisis struktur populasi menggunakan

software structure adalah sebagai berikut:

1. Format data yang digunakan adalah sebagai berikut: nama sampel tidak memiliki header
kolom, setiap lokus diberikan nama lokus<nomor>. Data yang digunakan dalam contoh kali
ini adalah sebanyak 64 individu dari 4 populasi dari 2 region yang dianalisis dengan marka
dominan dan menghasilkan 155 lokus. Karena data berasal dari sampel diploid, maka setiap
sampel dibuat 2 baris yang sama. Contohnya pada gambar di bawah ini terdapat sampel

BO1_R ada sebanyak 2 baris.

*structure - Notepad

File Edit Format View Help

Locusl Locus2 Locus3 Locus4 Locus5 Locusé Locus7 Locus8 Locus9 Locusld Locusll

26 Locus127
BBl R @

@
@
o
£l

PO DOIDOTOICOIDODIDTDD®®

PRI IPNOIPOROOIORA DD

Locus128
e

PP OOOHHOORORHHHEOODOODIDOODNONOD DD ®®®

POORHOOOPODOOOHHOIOPOOTOOIOOOOTODD O ®

Locus129
e

PP OPOIOOIPOPIOODO®

PO IDPIDOTCIDNOIDOTOICDDD®

Locus13@
e

POORHHRHOOODIOOHHOOIOOHEFHIOOADOODIDDOE® ®

PP OO OO RO HHNOODOHEHRHHEOODOOD IO OO ®®

Locus131
e

POOCC VOO HHOOIOOOOTOOIOOOOOO O ®

Locus132
e

PO IDNOIDOTIOICDDD®
PRI OPOIOOIPOPIOODO®

Locus12 Locusl3 Locusl4 LocuslS Locuslé Locusl?
Locus133

S HREREHEREREHEREREREEMEHERERERREREREREOORRREREREREREEOO D ®

]

POORHHRHOOOIOOCOOIOOHEFHIOOIOOODIODOE®

PP IPOROOIORA DD

Ln 1, Cal 1

Locus134

[:]

PO HOOODPODOIDOIIITOITDPIHHFIIDTDD®®

Locus135
e

PRI OIPOROOIORA DD
PP OO OO RPONOHHOOROHEFHIDHHEHHNOD DD ®®®

100%  Windows (CRLF)

Locusl8 Locus ~

PRI OIPOROOIORA DD

UTF-8

X

Locus
e

PP OO OO RO DROHHODIDOODONOD DD ®®®

46
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2. Untuk mulai menggunakan Structure, klik file, lalu langsung klik New Project.

& structure - o X
Project Parameter Set Plotting View Help
7]

Open Data File

Close File

Open Project ...

Load structure results ...
Recent projects

Exit

3. Ada 4 steps yang diperlu dilengkapi. Pada Step Isi nama project (dalam gambar tertera
“project2” sebagai nama project). Setelah itu, pilih folder tempat menyimpan data dan pilih

data yang akan digunakan, lalu klik Nex? untuk selanjutnya melengkapi informasi di Step 2.

File Project Parameter Set Plotting View Help
X a4

oiect (Vo Data Avallable)

&

za

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology 47



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

4. Pada Step 2, isi jumlah individu, ploidy, dan lokus. Missing data diisi sesuai dengan format
data. Setelah itu klik Next, untuk selanjutnya melengkapi informasi di Step 3.

m

File Project Parameter Set Plotting View Help
=T Y a
Project (Mo Data Available)

Step 2 of 4 - Project

Step 2 of 4: Informal

Missing data value:

Show data file format

Cancel

5. Pada Step 3, beri tanda ceklis pada pilihan row of marker names, lalu klik Next untuk

selanjutnya melengkapi informasi di Step 4.

File Project Parameter Set Plotting View Help
i) 4
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6. Pada Step 4, pilih individual ID for each individual, lalu klik Finish. Jika terdapat informasi
sampling dan lain-lain dapat ditambahkan pada data.

Fil

Zm
'

Project Parameter Set Plotting View Help
% El

roject (Mo Data Available)

a

o

Step 4 of 4 - Project Wizard

owing column(s):

Show data file format

< <Back Finish Cancel

7. Setelah muncul tab confirmation, klik proceed.

File Project Parameter Set Plotting View Help
L] R )
Profect (Mo Data Avalabie]

Comfirmation x

ﬁ You are about to build a Structure project with following settings:

Project Name: project2
Project Path: D:\buku bioinformatik

Data Source: DX\buku bicinformatik\structure. txt

Number of Individuals: 64
Number of Lod: 155
Number of Ploidy: 2
Missing Value represented as: 99

Data File Contains Row of Marker Names

Data File Contains Individual Labels
Number of Other Extra Columns: O

Proceed | Go back
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8. Terlampir tampilan setelah data terinput.

= Structure - [} X

File Project Parameter Set Plotting View Help
AXlrea

Project Data

Label  Looust

Look 3 Loasd LoosS Loos8 Locsd  Loos 10 Loous 11

# | Parameter Sets

9. Pilih tab Parameter set, lalu klik New.

= structure - [m} X
file Project |[NETATEgIN Plotting View Help
T@ <0 Parameter Set list v

3 Project Data = e
* Pro

* Simulati Label loos1 loous2 Loous3 Loous4 LlocusS Loos6 loos7 loos8 Looss9  Loous 10 Locus 11 Loous 12
& | Paramet

Locus 13 Locus 14 Loous 15 Loous 16 Loous 17 Lo

Remaove Parameter Set

50 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

10. Setelah itu akan muncul tampilan burnin period. Burnin period menentukan berapa lama
simulasi akan dijalankan sebelum mendapatkan data untuk mencegah efek starting
configuration. MCMC adalah Markov Chain Monte Carlo yang digunakan untuk meng-
assign individu secara random pada grup tertentu. Burnin period dan MCMC yang biasa
digunakan berkisar antara 10.000-100.000. Setelah mengisi Length of Burnin Period dan
Number of MCMC klik OK.

File Project Parameter Set Plotting View Help
BN el
3 " Project Data ==
.

Lebel  Locws1 loos2? Loos3 Loosd LlocsS Loos6 Looss? LoosB Loos® Loous 10 Loous 11 Loous 12 Locus 13 Loous 14 Loous 15 Loous 16 Locus 17 Le

cousil Locusiz Locus1d Loousts Locusis Loousl?

4| New Parameter Set

RuniLength Ancestry Model Allele Frequency Model Advarced

ength of Bumin Period. 10000

Number of MOMC Reps after Burmin : 10000/

11. Setelah klik OK, akan muncul tab input untuk memberi nama Parameter Set. Dalam gambar
terlihat tab Input dan permintaan “Please name the new parameter set adalah “new”. Setelah
memberi nama Parameter Set, lalu klik OK. (Dalam gambar tertera nama parameter set

adalah “new”).

File Project Parameter Set Plotting View Help
mo DR e|a
Proy

Aun Length Ancestry Model Allele Frequency Modsl Advanced

Length of Burin Period

Number of MOMC Reps after Bumin

Input

G Please name the new parameter set
e

OK Cancel
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12. Setelah itu, kembali ke menu utama, dan pilih tab Project, lalu langsung klik Start a job.

.

t  Generate parameter files.

= Structure - [} X
File [ Iad Parameter Set Plotting View Help
Start a Job
A * Simulation Configuration - new 2

Parameter Set: new

13. Akan muncul tab Structure Schedule. Pada bab ini, pilih parameter set (dalam gambar tertera

“new” sebagai parameter set, yaitu yang telah dibuat pada poin 11. Setelah itu isilah jumlah

K (Dalam gambar tertera ”Set K from I to 10”). K adalah asumsi jumlah kelompok yang akan

terbentuk dari data.

File Project Parameter Set Plotling View Help
CRESlsE, 3] o)

Simulation Configuration - new

ter Burman: 10000

Structure Scheduler X

Select Similations to Run
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14. Dimulainya analisis ditandai dengan munculnya angka-angka di window bagian bawah.

= Structure

File Project Parameter Set Plotting View Help

Simulation Configuration - new

Parameter Set new

Ha (Dicklet Parameter for Degree of Admomure): 10
i far all Paplzsions
Friar for Alpha

da (ATlele Fraquencies Parameter)
L

15. Jika sudah selesai akan muncul notifikasi bahwa “Job is

ada di File Explorer di dalam subfolder Results.

File Project Parameter Set Plotting View Help

Simulation Configuration - new

_ruchre b Log

ew_run_10_f
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16. Selanjutnya buka File Explorer kemudian masuk ke Subfolder Results. Pilih semua hasil

analisis kemudian kompress ke dalam format .zip, lalu klik OK.

7 s
File Home Share View
« v 1 3 This PC > New Volume (D) > buku bicinformatik » project2 > new > Results v O Search Result
Name Date madified Type
o Quick access
new_run_1_f 1:41 pm File 20K8
& OneDrive new run 2 f 1:42 pm File 228
% This PC new_run_3_f 1:43 pm File 25K8
1:43 pm 3 27
¥ 30 Objects new_run 4 f pr File KB
B Desktop nevi_run_5_f 1:44 pm File |88 Nama dan parameter arsip ? X
new_run_6_f 1:44 pm File
#| Documents Umum Lanjutan Opsi Berkas Cadangan Waktu Komentar
new_run_7_f 1:45 pm File
¥ Downloads new run B f 146 pm File Nama arsip Jelajahi..
& Music nevi_run_9 f 16/03/2022 11:47 pm File Results.zip 4
&= Pictures new_run_10_f 16/03/2022 11:48 pm File Profil standar Model pembaruan
B videos Profil.. Tambah dan gantikan berkas v
4. Local Disk (C) Format arsip Opsi pengarsipan
. New Volume (D2 (ORAR  ()RAR4 (®)7IP [JHapus berkas setelah diarsipkan
« New Volume (£ [(JBuat arsip SFx
Metode kompresi Buat arsip solid
¥ Network Normal = “ambahkan catatan rekos
Ukuran kamus [T] Coba berkas terarsipkan
2K o Kundi arsip
Pisah volume ke, ukuran
v |MB ~ Atur kata Sandi...
[0 ] cna Heb
10items 10 items selected 300 KB =

17. Kemudian masuk ke laman Structure Harvester untuk mendapatkan nilai K yang sebenarnya
(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) (Earld et al. 2012). Pilih file hasil

analisis yang telah dikompres ke dalam bentuk .zip, kemudian klik Harvest.

B structure Harvester x + v = X
€« C A Notsecure | taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/ 2 % @0 & a R . i
BN INFLUENCE OF LAN.. & Galaxy|Europe @ CRU datauser guid.. @ DRA submission inf.. ¢ IncRNA actual com... [TF RPKM, FPKM and T.. » Other bookmarks | [E] Reading list

Structure Harvester  Home

Structure Harvester

Web v0.6.94 July 2014, Plot vA.1 November 2012, Core vA.2 July 2014

Select .zip to Upload:

Choose File | Results.zip

Instructions [e References (e Citation [e

This page accessed 28,805 times since 1 January 2013 (8.57 per day).
© Dent Earl 2007-2014
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18. Nilai K yang sebenarnya ditandai dengan highlight berwarna kuning pada tabel yang muncul.
Dalam contoh kali ini, terlihat bahwa nilai K yang diberi highlight berwarna kuning oleh

Harvest adalah 2, berarti nilai K yang sebenarnya adalah 2.

BB Structure Harvester x 4+ v X
€« C A Notsecure | taylordbiology.ucla.edu/structureHarvester/completediobs/silvery-feather-488e/summary html 2 % @0 o»@ :
INFLUENCE OF LAN. = Galaxy |Europe @ CRU data user guid @ DRA submission inf. 2 IncRNA actual com...  [[[f RPKM, FPKM and T. » Other bookmarks | [E] Reading list

.
Ne——
0
20 25 30 35 4.0
K
Delta K:
The Evanno table output is also aval tab-delimited text file (for use with Excel) here.
K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
1 5 -4941.880000 0.661080 — — —
2 5 -4477.880000 2.456013 464.000000 239.500000 97.515769
3 5 -4253.380000 8.694078 224.500000 25.120000 2.889323
4 5 -4054 000000 4276681 199.380001 53.520000 12514378
5 -3908.140000 43.831872 145.860000 — —
Raw STRUCTURE output
The raw STRUCTURE output is also available as a tab-delimited text file (for use with Excel) here.
Fliename Run K Est. Ln prob.of  Mean value of Ln Variance of Ln
# data likelihood likelihood
Resultsmin79baru_run_4 f 4 1 -4941.8 -4915.3 53.0
Resultsmin79baru_run 2 f 2 1 -4940.8 -4915.1 515
Resullemin7Gham oin 3 f 3 1 2404201 49151 5310 hd

19. Setelah mencatat nilai K yang sebenarnya (yaitu 2), maka kembali ke sofiware Structure.
Pada menu utama Structure, klik File dan pilih subfolder Results. Kemudian klik file hasil
analisis dengan nilai K=2. Setelah itu klik Bar plot, lalu langsung klik Show.

= structure — [ *
File Project Parameter Set Plotting View Help
19| a

* Simulation Result: new{new_run_2) = o

LR Data plot Histogram Triangle plot Tree plot
Show ~

0 Buss
10000 Reps

esuitsinew_nun_10_f
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20. Muncul hasil sebaran genetik pada tiap individu dari populasi. Urutan sampel dimulai dari
sebelah kiri. Terlihat bahwa 4 populasi memiliki 2 tipe genetik yang berbeda yang ditunjukkan

oleh warna merah dan hijau muda.

File Project Parameter Set Plotting View Help
B

" Simulation Result: new{new_run_2) =
Bar plot Data plot Histogram Triangle plot Tres plot

new(new_run_2) X

sessssnns

(®) Original order (@ Plotinsingle Ine

OsartbyQ (C)Plat in multiple lines

Print Save
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BAB 11
PENGANTAR BIOINFORMATIKA

Bioinformatika meliputi kajian yang memadukan disiplin ilmu biologi molekuler dan teknik
informasi. Bioinformatika merupakan aplikasi dari alat komputasi untuk melakukan manajemen data
termasuk: 1) pengumpulan, visualisasi, integrasi, dan analisis data; 2) modeling dan prediksi
berdasarkan data yang tersedia; 3) penyimpanan, penyebaran dan aplikasi informasi biologis serta 4)
interpretasi data biologi molekuler hasil kegiatan di laboratorium basah atau kering.

Bioinformatika pertama kali muncul atas ide para ahli biologi molekuler dan ahli statistika,
berdasarkan pemikiran bahwa semua gejala yang ada di alam ini dapat dibuat secara artificial melalui
simulasi dari berbagai data yang ada. Bioinformatika membuka jalan untuk mempelajari informasi
biologi dengan menggunakan konsep ilmu komputer, statistika, dan engineering. Bioinformatika
dikategorikan sebagai manajemen informasi dan bologi. Di dalam Bioinformatika, data-data genetika
merupakan inti pembentukan simulasi yang berperan sangat penting, dalam hal manajemen data
biologi molekuler, terutama sekuens DNA dan informasi genetika. Bioinformatika mengakomodasi
keperluan akan pusat data (database) dan bank data yang diperoleh dari penelitian biologi molekuler.
Peran bioinformatika antara lain:

» Secara teknologi, bioinformatika merupakan teknologi yang ‘powerful’ untuk mengelola,
menyimpan, menganalisis dan melakukan interpretasi dari data biologi molekuler.

» Sebagai metodologi, bioinformatika merupakan pendekatan yang menyeluruh, luas, mulai dari
aspek hulu hingga ke hilir yang menghasilkan hipotesis baru, pola baru dan penemuan elemen
fungsional baru.

Bioteknologi modern ditandai dengan kemampuan manusia untuk memanipulasi kode genetik
DNA. Bioinformatika menjadi tren yang lahir dan berkembangnya dipacu oleh perkembangan biologi
molekuler. Pada tahun 1953 Watson-Crick berhasil merumuskan struktur DNA yang secara teoritis
menggunakan data penelitian Rosalind Franklin. Perkembangan penting selanjutnya adalah teknologi
rekombinan DNA yang berhasil ditemukan pada tahun 1970, diikuti oleh teknologi PCR (Polymerase
Chain Reaction) pada 1980an.

Kemajuan perkembangan bioinformatika dalam bidang biologi molekuler dan bioteknologi
dimulai dari genome project yang dimulai sejak Oktober 1990 yang dilaksanakan di seluruh dunia
dan menghasilkan banyak informasi gen dari berbagai makhluk hidup, mulai dari makhluk hidup
tingkat rendah sampai makhluk hidup tingkat tinggi. Hasil pembacaan dari genome project ini adalah
database genom. Keberadaan database adalah syarat utama dalam analisis bioinformatika. Database
yang dihasilkan dari genome project merupakan susunan data yang rapi, sehingga dapat digunakan
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untuk berbagai keperluan, termasuk keperluan penelitian maupun keperluan pengambilan keputusan.
Bioinformatika juga mempercepat penyelesaian genome project ini karena bioinformatika mensuplai
berbagai program yang diperlukan untuk proses pembacaan genome. Dengan bioinformatika,
berbagai data tersebut dapat disimpan teratur dengan jangka waktu proses yang singkat dan tingkat
akurasi yang tinggi serta sekaligus dianalisis dengan berbagai program yang dibuat untuk tujuan
tertentu.

Pada tahun 2001, pembacaan sekuens genom manusia yang dilakukan oleh perusahaan
bioteknologi Celera Genomics (Amerika Serikat) menjadi lebih cepat dan lebih akurat dibandingkan
dengan usaha konsorsium lembaga riset publik di Amerika Serikat, Eropa, dan negara maju lainnya,
akibat kontribusi teknologi bioinformatika. Lahirnya bioinformatika digunakan untuk
mengorganisasi dan menganalisis data biologi molekuler menjadi sebuah informasi biologis yang
bermakna dan mudah dipahami. Ketersediaan database dasar (DNA, protein) yang bersifat gratis
merupakan peluang besar untuk menggali informasi kandidat-kandidat gen yang potensial. Teknologi
chip DNA semakin mempercepat ledakan informasi dari kemajuan bioteknologi seperti data sekuens
DNA dari pembacaan genom, data sekuens dan struktur protein, hingga data transkripsi RNA.

Cakupan bioinformatika dalam bidang biologi molekuler dan bioteknologi terkait dengan
DNA/Genom (kode kehidupan) dan Omics (turunannya) yaitu:
a. Analisis sekuens (sequence analysis)

- Genome sequencing

- Gene finding dan genome annotation

- Sequence comparison

b. Analisis transkriptomik (transcriptome analysis)

- Microarray analysis

- Tiling arrays

- Regulatory sequence analysis

c. Computational proteomics

d. Metabolomics
Ontologies

f. Databases

Perkembangan teknologi di dunia yang begitu pesat mendorong kinerja penelitian menjadi
lebih cepat. Kecepatan dan ketepatan dalam penelitian biologi molekuler dapat didukung dengan
keberadaan sistem basis data bioinformatika secara daring. Keberadaan beberapa basis data sekuens
yang ada (existing) belum sepenuhnya dimanfaatkan oleh para peneliti untuk mendukung penelitian

mereka di tingkat pendahuluan atau pemula di dalam berbagai bidang kehidupan. Namun demikian,
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tren penelitian berbasis bioinformatika diperkirakan akan semakin meningkat di Indonesia, karena

penelitian berbasis bioinformatika tergolong “murah” dan mampu menghasilkan data prediktif yang

mendekati kondisi nyata di laboratorium. Meskipun demikian, peneliti perlu memiliki keahlian

khusus untuk melakukan validasi sekuens untuk memberikan makna biologis dari sekuens tersebut.

Penggunaan bioinformatika sangat intensif di berbagai bidang seperti bidang kesehatan, kedokteran

molekuler, terapi gen, farmasi dan pengembangan obat-obatan, aplikasi genom mikrobiologi,

pemuliaan tanaman, analisis forensik, bioteknologi, studi evolusi, pertanian, lingkungan serta studi

perubahan iklim. Bioinformatika juga dapat digunakan untuk membantu penemuan gen/protein hasil

modifikasi yang dapat dipatenkan. Berikut ini beberapa contoh aplikasi bioinformatika di beberapa

bidang:

1.

Bidang forensik:

Perkembangan aplikasi sidik jari DNA memudahkan identifikasi korban kecelakaan pesawat
terbang atau pengeboman dengan sisa jaringan jenazah, meskipun hanya tersisa sedikit.

Bidang kesehatan:

Banyak dilakukan penelitian bioinformatika untuk mengatasi penyakit pada manusia,
diantaranya pemanfaatan informasi genom untuk mempelajari interaksi berbagai protein dalam
rangka memahami basis molekuler dari sebuah penyakit.

Bidang klinis:

Bioinformatika digunakan untuk mencari informasi klinis dan melakukan identifikasi mutasi
gen-gen penyebab penyakit dalam rangka menentukan terapi gen dan pengobatan individual
sesuai profil genetik setiap pasien. Bioinformatika juga berperan dalam identifikasi agen
penyakit baru, diagnosis penyakit baru dan dalam penemuan obat. Penemuan yang terbaru
adalah pemanfaatan tes PCR untuk mendiagnosis COVID-19.

Bidang pertanian:

Bioinformatika digunakan untuk mendukung eksperimen laboratorium pada bidang pertanian
dengan hadirnya teknologi Next Generation Sequencing (NGS). Penelitian berbasis
bioinformatika telah digunakan dalam pengembangan penanda molekuler, desain primer untuk
analisis ekspresi gen diferensial, pengembangan peta genetik dan analisis ekspresi gen.
Pemanfaatan Bionformatika dalam ilmu terapan dibidang pertanian juga mengarah ke desain
produk aplikatif untuk pengendalian hama dan penyakit serta perlindungan varietas tanaman. Di
dalam bidang pertanian, aplikasi bioinformatika sangat umum digunakan dalam anotasi sekuen

genomik dan proteomik dalam jumlah besar.
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dan server word wide web (www) untuk menganalisis data biologi dan menyimpan sejumlah data
biologi yang dihasilkan oleh penelitian genom. Kebutuhan akan bioinformatika meningkat seiring
dengan meningkatnya database yang tersedia. Bioinformatika menyediakan metode yang efisien

untuk: 1) Penyimpanan data; 2) Anotasi; 3) Pencarian dan pengambilan data; 4) Integrasi data; 5)

Saat ini, aplikasi bioinformatika semakin maju dan luas, antara lain dalam hal:

IS

& o

= @ oo

—

—

Analisis molekuler, biodiversitas dan filogenetik.
Pengembangan varietas tanaman baru.

Analisis pensejajaran sekuens DNA dan RNA (sequence alignment).
Pendugaan ekspresi gen.

Pendugaan conserved region.

Pemahaman dan pembelajaran evolusi gen hingga organisme.
Pendugaan interaksi antar protein dan fungsi protein.
Pengelolaan informasi biologis.

Prediksi dan desain struktur sekunder RNA.

Prediksi dan desain struktur protein (2D dan 3D).

Identifikasi dan karakterisasi protein.

Analisis Fingerprint.

Analisis proteomik dan genomik.

Perangkat utama Bioinformatika adalah sofiware yang didukung oleh ketersediaan internet

Analisis data.

yang didukung oleh perkembangan teknologi bioinformatika telah mempercepat perkembangan dan

kemajuan ilmu biologi. Beberapa sofiware yang dibuat untuk mendukung perkembangan

Pengolahan data untuk mempelajari, memahami dan memanipulasi sandi/kode genetik DNA

bioinformatika antara lain:

1.

A A o B

62

PRIMER 3.
MEGA.
GENEIOUS.

WEBSNAPER.

MAPMAKER.

UGENE.

GENALEX.

DARWIN.

MAPCHART.
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10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

CERVUS.
NTSYS.
Krait.
Omicsbox.
R statistics
TASSEL.
Trinity
TopHat
GeneScan
Geneious

Genetyx

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Aplikasi bioinformatika menjadi semakin penting di masa depan, tidak hanya dalam hal

mengakselerasi kemajuan bioteknologi, namun juga menjembatani dua gelombang ekonomi baru

yaitu, teknik informasi dan bioteknologi.

Bioinformatika menjelma menjadi bisnis besar yang

bernilai ekonomi tinggi. Teknologi informasi saat ini telah menjadi mesin penggerak ekonomi

sekaligus tren gaya hidup manusia modern. Bioinformatika juga diyakini telah menjadi lokomotif

penggerak ekonomi masa depan, sehingga siapa saja yang menguasai bioteknologi dan teknik

informasi (bioinformatika), maka dia akan menguasai ekonomi dunia.
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BAB III
PENGENALAN BIOINFORMATIKA

Ilmu bioinformatika pertama kali hadir pada tahun 1960 yang diawali dengan pembuatan
pangkalan data dan pengembangan algoritma untuk analisis sekuens biologi. Amerika Serikat
merupakan pihak yang sukses merintis pangkalan data protein. Pada tahun 1970, pangkalan data
protein mulai dikerjakan secara bersama-sama oleh konsorsium Amerika Serikat dan Jerman di
laboratorium Biologi Molekuler Eropa (European Molecular Biology Laboratory). Akhirnya pada
tahun 1970 dan 1990-an terjadi ledakan jumlah sekuens DNA organisme. Pada tahun 1980-an,
bioinformatika mengacu pada penerapan ilmu komputer dengan perintisnya adalah Paulien Hogeweg.

Penemuan teknologi lainnya, yaitu jaringan internet, mendukung perkembangan ilmu
bioinformatika. Dengan penemuan jaringan internet, para peneliti mampu menghubungkan
pangkalan data bioinformatika, sehingga memudahkan peneliti lain dalam mengumpulkan hasil
sekuensing ke dalam pangkalan data tersebut serta memperoleh sekuens biologi sebagai bahan
analisis. Selain itu, jaringan internet mempermudah para ilmuwan dalam mengakses program,
aplikasi, dan data bioinformatika. Kemajuan ilmu bioinformatika ini lebih did lagi oleh genome
project yang dilaksanakan di seluruh dunia dan menghasilkan banyak informasi gen dari makhluk
hidup tingkat rendah hingga mahkluk hidup tingkat tinggi. Pengorganisasian data memastikan
informasi biologis tersedia melalui pengawasan kualitas, pemeriksaan silang, dan standardisasi untuk
selanjutnya dapat diakses atau ditelusuri dengan cepat dan mudah.

Seiring dengan berjalannya waktu, perkembangan bioteknologi semakin pesat. Hal tersebut
berdampak pada melimpahnya jumlah data terkait spesimen biologis yang ada. Selain itu, saat ini
kehidupan manusia memasuki era data-openness, atau era keterbukaan informasi dalam rangka
mempercepat penelitian untuk meningkatkan kesejahteraan hidup manusia dan konservasi
biodiversitas. Berbagai hal tersebut menyebabkan lembaga-lembaga di dunia membentuk beberapa
database atau basis data yang berfungsi sebagai tempat penyimpanan berbagai data biologis, di
antaranya sekuens DNA, RNA, genom, protein, taksonomi, dan sebagainya. Pertumbuhan pesat
database observasi biologi, dibuktikan dengan adanya database GenBank. GenBank merupakan
pusat database yang menyimpan semua data biologi molekuler dari seluruh penjuru dunia.

Database bioinformatika terbagi menjadi 3 jenis, yaitu:

1. Database primer, merupakan arsip data yang memuat seluruh data yang diunggah dan dapat
diakses secara luas. Data yang terunggah memiliki kode unik untuk identifikasi. Contoh database

primer: GenBank dan DDBJ.
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2. Database sekunder, merupakan arsip data yang memuat berbagai data yang terkurasi dan

menampilkan hasil analisis dari database primer. Contoh: InterPro, UniProt, dan Protein Data

Bank (PDB).

3. Database komposit, merupakan database yang berisi data dari database primer yang telah

dikomparasi dan difilter berdasarkan kriteria tertentu. Contoh: SwissProt+TrEMBL.

Database bioinformatika juga terbagi berdasarkan data yang termuat di dalamnya, misalnya
database khusus DNA, database khusus penyedia sekuens DNA barcoding, database protein,

database taksonomi, dan sebagainya. Selain itu, terdapat juga database yang memuat berbagai tipe

data sekaligus seperti NCBIL.

Beberapa lembaga membangun bank data mengenai sekuens-sekuens yang telah dipublikasi

dan mengembangkan banyak soffware untuk menganalisis berbagai sekuens tersebut. Tabel berikut

merupakan beberapa situs yang umum digunakan di dalam bidang bioinformatika

No. Deskripsi Online Data Base.

1. European Bioinformatics Institute (EBI).
https://www.ebi.ac.uk/

European Bioinformatics Institute (EBI) didirikan pada tahun 1997 sebagai bagian dari the

European Molecular Biology Laboratory (EMBL).
Misi EBI:

* Menyediakan open access data dan pelayanan bioinformatika.

* Menyediakan pelatihan bioinformatika secara online.

# EMBL-EBL % Services 8 Research A Training @ Aboutus

EMBL-EBI

Thelhaestiror blg datain biUlOgy Explore dozens of biological data resources with our Search service.

We help scientists exploit complex information to make

Find & gene, protein or chemical

discoveries that benefit humankind.

Find tools and resources or deposit data.

Featured topic

{COVID-18 Joio Portal

Accelerating research through data sharin

EMBL-EBI
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2 National Center for Biotechnology Information (NCBI).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

& NCBI Resources &) HowTo &

NCBI (s | T

National Center for
Biotechnology Information

o COVID-19 Information (X ]
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV.-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHS) | Espaiiol

UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.
Ending
Structural LEARN MORE
Racism
NCBI Home Welcome to NCE P
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
All Resources biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genome
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tulorial NP
Genetics & Medicine Gene
Genomes & Maps Protein
PubChem

Homology

3. DNA Data Bank of Japan (DDBJ).
https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html

3, DDB]  Serices SuperComputer Staistics Activiies AboutUs

% DDBI Bioinformaticn and DDBJ Center provides sharing and analysis services for data from life science _
~l recearches and advances science.
Release of cannonball mangrove sequence data
(Xytocarpus granatum)
2021/06/01 (|DatSREIEESE) (DDBY) (BioRraject
BioSample  DDB) Center

Release of SARS-CoV-2 sequence data ( Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2)

Services i | Super Computer ; 1l Statistics 2021/05/26 ( Dats Release | (DDBJ
] e DDB) Center
Search, analysis, database services of NIG Supercomputer Statistics of DDB) Center services Sequence data release of a species of strawberry
DOB] Center (Fragaria x ananassa)

2021/05/21 (|DEESREIEESE) (DDEY) (EiGETajecE
BioSample  DRA  DDBJ Center

Sequence data release of two species of sea slug

{i ocellatus, Elysia i
- - 2021/05/21 (|DalERElEase) (1DDBI) (BioerajecE
Activities About us BioSample DRA  DDBJ Center

Sequence data release of a species of stick insect
Training sessions and achievements of About Bivinformation and DDB] Center (Entoria okinawaensis)

DDB) Center 2071/05/21 ((DaESREEESE) (DOBI) (BiaTGjeE

BloSample DRA  GEA  DDBI Center

more .
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4. UniProt.

https://www.uniprot.org/

UniProt mengkurasi data dari SwissProt dan TrEMBL. Data yang terdapat di dalam Uniprot
sudah terkurasi secara lengkap dan berisi fungsi, struktur, sekuens, penggunaan dalam

bioteknologi dan patologi, serta rumpun protein yang masih berada di dalam satu famili protein

tersebut.

=

Advancedw  Q Search

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence and functional information.

New UniProt portal for the latest

UniRef UniParc Proteomes SARS-CoV-2 coronavirus protein
entries and receptors, updated
independent of the general UniProt

iss-| | le.
Swiss-Prot Sequence clusters Sequence archive Proteome sets r ease cyee .
(566,996) . iew SARS-CoV-2 Proteins
=~ -
n F Pt
h Manually annotated (./ " % T {& fand Receptor:
and reviewed, News
Records with .
information extracted Forthcoming changes
from literature and Planned changes for UniProt
curator-evaluated Supporting data
ootr}pu.tatlunal UniProt release 2022_01
analysis. A phospholipase for clear vision | Cross-references to
MANE-Select
(23‘(?53"85;48) Literature citations Taxonomy Subcellular locations
- ; UniProt release 2021_04
e E *'11 o niProt release _

UniProtkB - PODTD1 (R1AB_SARS2)

Display O Help video N BLAST T asgn ElFormat #1Add tobasket (@ History B Community curation (1) [ Add a publication 4 Feedback
_ Protein | Replicase polyprotein lab
Publications
Gene  rep
Feature viewer Orgamﬁm Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (2019-nCoV) (SARS-CoV-2)

Feature table | 3
Status | M Reviewed - Annotation score: SBS®® - Experimental evidence at protein level!

e R
Replicase polyprotein 1ab:
Multifunctional protein invelved in the transcription and replication of viral RNAs. Contains the proteinases responsible for the cleavages of the polyprotein.

# By similarity «
Host translation inhibitor nsp1:
Inhibits host translation by associating with the open head conformation of the 408 subunit (PubMed: 33479166, PubMed: 33080218, PubMed: 32680882, PubMed:32908316).
The C-terminus binds to and obstructs ribosomal mRNA entry tunnel (PubMed: 33479166, PubMed: 33080218, PubMed:32680882, PubMed: 32308316).
Thereby inhibits antiviral response triggered by innate immunity or interferons (PubMed: 33080218, PubMed: 32680882, PubMed:32979938).
The nsp1-40S ribosome complex further induces an endonucleolytic cleavage near the S'UTR of host mRNAS, targeting them for degradation (By similarity).
Viral mMRNAs less susceptible to nsp1-mediated inhibition of translation, because of their 5'-end leader sequence (PubMed:32908316, PubMed:33080218).
# By simiarty ~ % 5 Publications =
Non-structural protein 2:

May play a role in the modulation of host cell survival signaling pathway by interacting with host PHE and PHB2. Indeed, these two proteins play a role in maintaining the functional integrity of the mitochendria
and protecting cells from various stresses.

# By similarity ~
Papain-like protease nsp3
Responsible for the cleavages located at the N-terminus of the replicase polyprotein. Participates together with nsp4 in the assembly of virally-induced cytoplasmic doubl vesicles necessary for viral
replication (By similarity)

Antagonizes innate immune induction of type I interferon by blocking the phosphorylation, dimerization and subsequent nuclear translocation of host IRF3 (PubMed:32733001).
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5. Barcode of Life (BOLD System).
https://www.boldsystems.org/

SYSTEMS

BARCODE OF LIFE DATA SYSTEM

Advancing biodiversity science through DNA-based species identification.

EXPLORE THE DATA

DESIGNED TO SUPPORT THE GENERATION & APPLICATION OF DNA BARCODE DATA

BOLD is a cloud-based data storage and analysis platform developed at the Centre for Biodiversity Genomics in Canada. It consists of four main medules, a data por
educational portal, a registry of BINs (putative species), and a data collection and analysis workbench.

Beberapa database tersebut saling berintegrasi dalam menggabungkan, memaparkan, maupun
memperbaiki informasi tentang sekuens DNA atau protein dari suatu organisme. Contohnya, data
sekuens transkriptom sengon yang diunggah ke DDBJ juga tersedia dan dapat diakses melalui laman

NCBLI

Berbagai Fitur pada NCBI (National Center for Biotechnology Information)

NCBI merupakan bagian dari United States National Library of Medicine (NLM), bagian dari
the National Institutes of Health. NCBI yang berada di Bethesda, Maryland ini didirikan pada tahun
1988 dan merupakan suatu institusi yang menyediakan sumber informasi terkait perkembangan
biologi molekuler. Website NCBI bersifat komprehensif untuk para ahli biologi di seluruh dunia
karena database yang berbasis biologi tersebut merupakan salah satu bank data gen, protein dan
literatur terlengkap serta menyediakan software untuk analisis data molekuler, termasuk software
untuk menganalisis DNA, data genom, protein 3D, pencarian/design primer, pencarian conserve
domain dan lain sebagainya. NCBI mempunyai sistem yang mengakomodasi penyimpanan dan
pengambilan data. Database NCBI yang dapat diakses oleh publik tersebut diperbaharui (update)
sesuai dengan penemuan-penemuan terkini yang menyangkut DNA, protein, senyawa aktif dan

taksonomi.
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Website NCBI menyediakan program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yaitu program
untuk menganalisis kesamaan dan didesain untuk mengeksplorasi semua database sekuens, baik
DNA mau protein. Program BLAST digunakan untuk menyediakan identitas dan fungsi urutan
query, membantu mengarahkan desain eksperimen untuk membuktikan fungsi dari urutan sekuens,
dan untuk menemukan urutan sekuens yang sama dengan organisme lain. Baik sekuens nukleotida
maupun protein dapat digunakan sebagai materi (query) dalam program BLAST. Selain BLAST,
terdapat aplikasi lain dalam bioinformatika yang dapat digunakan untuk memperdalam analisis
biologi molekuler berdasarkan data yang tersedia. 7raining dan tutorial NCBI dapat dilakukan oleh

pemula dengan memanfaatkan GenBank.

C QB8 https://www.ncbi.nlm.nih.gov b ¢
UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise
Ending
Structural ‘ LEARN MORE
Racism
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
All Resources biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Nucleofide
: Genome
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
Genes & Expression into NCBI databases computer class or walch a tutorial SNP
; o Gene
Genetics & Medicine
Protein
Genomes & Maps
PubChem
Homology
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Structure viewer iCn3D version 3
= Develop Analyze Research featuring analysis of 3D structures!
axonom 12021
= n Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and o viewer i 3[‘; ! rEion
libraries to build applications data analysis task collaborative projects ° N ‘,Ve [ verso
NiTLED Automate your workflow with the Clinvar
> C QO B httpsy//www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/training-tutorials, B &% |
= NCBI Resources ¥ How To (%) Sign in to NCBI

-
f':NCB] All Databases v | w
National Center for

Biotechnology Information

NCBI Home Training & Tutorials

Quick Links
Resource List (A-Z) Al Databases o Tools How To NCBI Education Page
All Resources NCBI Handbook
Chemicals & Bioassays Dotabases NCBI Help Manual
Data & Software NCBI C++ Toolkit Manual NCBI News
DNA & RNA A comprehensive manual on the NCBI C++ toolkit, including its design and development framework, a C++ library

reference, software examples and demos, FAQs and release notes. The manual is searchable online and can be
Domains & Structures downloaded as a series of PDF documents.
Genes & Expression .

NCBI Education Page
Genetics & Medicine Provides links to tutorials and training materials, including PowerPoint slides and print handouts.

Genomes & Maps
NCBI Glossary

Homology Part of the NCBI Handbook, this glossary contains descriptions of NCBI tools and acronyms, bicinformatics terms and
Literature data representation formats.
Proteins

NCBI Handbook
Sequence Analysis An extensive collection of articles about NCBI databases and software. Designed for a novice user, each article
presents a general overview of the resource and its design, along with tips for searching and using available analysis

Taxonomy

tools. All articles can be searched online and downloaded in PDF format; the handbook can be accessed through the
Training & Tutorials NCBI Bookshelf.
Variation

NCBI Help Manual
Accessed through the NCBI Bookshelf, the Help Manual contains documentation for many NCBI resources, including
PubMed, PubMed Central, the Entrez system, Gene, SNP and LinkOut. All chapters can be downloaded in PDF

[R—
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Database dan Software NCBI

1. Entrez

* Sistem pencarian informasi dalam NCBI menyediakan akses terintegrasi untuk melakukan
sekuensing, pemetaan (mapping), taksonomi, dan data protein dalam bentuk struktur 3D

* Menyediakan gambaran grafis untuk pemetaan sekuens dan kromosom.
» Kemampuan untuk pencarian informasi terkait sekuens, struktur dan referensi.
* Entrez Gene dapat diakses pada http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

2. GenBank
GenBank merupakan bagian dari database nukleotida internasional yang bekerja sama dengan
Data Bank of Japan (DDBJ), the European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and
GenBank at NCBI.

3. Database of Expressed Sequence Tags (AbEST)
GenBank yang berisi short single-pass reads of cDNA (transcript) sequences/EST.

4. Database of Genome Survey Sequences (dbGSS)

GenBank yang berisi short single-pass reads of genomic DNA/GSS.

5. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST menentukan homologi suatu urutan DNA atau asam amino dengan data yang ada di

NCBI.

Pemanfaatan program NCBI terkait nukleotida ada 3 yaitu:

A. Search Nucleotida merupakan pencarian nukleotida berdasarkan kata kunci yang diinginkan.
Kata kunci diketikkan pada laman https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/. Kata kunci
dapat berupa spesies, gen, atau daerah tertentu pada genom. Semakin spesifik kata kunci maka
hasil pencarian nukleotida akan semakin mengerucut pada hasil pencarian yang diinginkan.
Hasil pencarian pada halaman awal (no 1-20 atau 1-50) biasanya merupakan hasil yang paling
sesuai dengan kata kunci. Contoh: mencari sekuens protein spike pada virus SARS-COV-2.
Ketika kata kunci yang dimasukkan hanya SARS-COV-2 maka ditemukan hasil pencarian
sebanyak 2.595.896 hasil pencarian. Untuk mendapatkan hasil pencarian yang diinginkan,

maka perlu ditambahkan kata kunci yang lebih spesifik.
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2 NCBI  Resources ) HowTo ¥

Nucleotide ~ |SARS-COV-2|

Create alert  Advanced

Nucleotide

o COVID-19 Information

Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and

Species
Animals (5,491)
Fungi (6)

Bacterla (81)
Viruses (2 589 266)
Customize ..

Summary ~ 20 per page = Sort by Default order -

Molecule types REFERENCE GENOME

genomic DNA/RNA (2,588,755)

Sign in ta NCBI
Help
(HHS) | Espafiol
Sendto: ~  Filters: Manage Filters
Results by taxon =

Top Organisms [Tree]
Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus (2588912)
Homo sapiens (5021)
synthetic construct (796)

w

Was this helpful?

mRNA (5,005) e e e A e e s Sarbecovirus sp. (147)
Customize genome Rhinacovirus sp. (85)
All other taxa (935)
Source databases Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (Host: human,vertebrates) More...
INSDC (GenBank) (2,584,799) sSRNA(+)
RefSeq (806) RefSeq: NC_045512.2
Customize .. NCBIVirus ~ RefSeq genomic segments (1) RefSeq Proteins (38)  NCBI SARS-CoV-2 Find related data -
Sequence Type resources Database: | Select v
O Homo sapiens clone CnC2t1p1 D6 anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin heavy chain variable
2595894. region mRNA, _partial cds
378 bp linear mRNA
Accession: MT658808.1 Gl: 1862605895
Protein  Taxonomy
GenBank FASTA Graphics
O Homo sapiens clone CnC2t1p1 B4 anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin heavy chain variable
2595895. region mRNA,_partial cds
358 bp linear mRNA
Accession: MT658807.1 Gl: 1862605893
Protein  Taxonomy
GenBank FASTA Graphics
O Homo sapiens clone CnC2t1p1 B10 anti-SARS-CoV-2 immunog|obulin heavy chain variable

2595896. region mRNA, partial cds

367 bp linear mRNA
Accession: MT658806.1
Protein  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order +

Gl: 1862605891

<= First < Prev Page of 129795

Send to: =

Dalam kasus ini, dicoba untuk menambahkan kata kunci surface glycoprotein. Surface

glycoprotein adalah protein pada permukaan virus yang berfungsi menempelkan virus pada

sel target. Hasil pencarian berkurang menjadi 1.345.876 hasil pencarian.
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GenBank FASTA Graphi

O Reverse genetics vector pCCI-4K-SARS-CoV-2-NanolLuc, complete sequence
1345873. 35 g53 bp circular other-genetic

Accession: MT926412.1 Gl: 1906746442

Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

] Reverse genetics vector pCCI-4K-SARS-CoV-2-mCherry, complete sequence
1345874 36,048 bp circular other-genetic

Accession: MT926411.1 Gl: 1906746389

Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

O Reverse genetics vector pCCI-4K-SARS-CoV-2-Wuhan-Hu-1, complete sequence
1345875. 35 283 bp circular other-genstic

Accession: MT926410.1 Gl: 1906746340

Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

] Reverse genetics vector pCCI-4K-SARS-CoV-2-ZsGreen, complete sequence

1345876. 36,033 bp circular other-genetic
Accession: MW289908.1 Gl: 1986871386
Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

<< First  <Prev Page of 67294

Masih di dalam kasus tersebut, dicoba lagi untuk menambahkan kata kunci negara asal sampel

virus SARS-COV-2 yaitu dari Indonesia. Hasil pencarian menunjukkan hanya 9 data.

S NCBI  Resources ) How To &) Sign in to NCBI
Nucleotide Nucleotide v | SARS-COV-2 surface glycoprotein Indonesia | @
Create alert Advanced Help

gene,_ complete sequence;_and nucleocapsid phosphoprotein (N).and ORF10 protein (ORF10)
genes, complete cds

29,709 bp linear RNA

Accession: MZ570426.1 GI: 2067818915

Protein  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

[J Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/human/IDN/RSDS-
RCVTD-UNAIR-33-B/2020 ORF1ab polyprotein (ORF1ab), ORF1a polyprotein (ORF1ab), surface
glycoprotein (S),_ ORF3a protein (ORF3a), envelope protein (E), membrane glycoprotein (M),
ORF®6 protein (ORFB), ORF7a protein (ORF7a), and ORF7b (ORF7b).genes, complete cds; ORF8
gene, complete sequence;_and nucleocapsid phosphoprotein (N).and ORF10 protein (ORF10)
genes, complete cds

29,777 bp linear RNA

Accession: MZ570402.1 Gl: 2067817437

Protein  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

[

[J Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/human/IDN/RSDS-

9. RCVTD-UNAIR-35-B/2020 ORF1ab polyprotein (ORF1ab), ORF1a polyprotein (ORF1ab), surface
glycoprotein (S), ORF3a protein (ORF3a), envelope protein (E), membrane glycoprotein (M),
ORF6 protein (ORF6), ORF7a protein (ORF7a), and ORF7b (ORF7b) genes, complete cds; ORF8
gene, complete sequence;_and nucleocapsid phosphoprotein (N).and ORF10 protein (ORF10)
genes, complete cds
29,777 bp linear RNA
Accession: MZ570273.1 Gl: 2067814842
Protein  Taxonomy
GenBank FASTA Graphics

Summary » 20 per page »~ Sort by Default order » Send to: =
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B. BLAST Nucleotide to Database yaitu melakukan alignment atau pensejajaran nukleotida
dengan nukleotida yang tersedia di dalam database. Contohnya adalah identifikasi fungi
menggunakan DNA Barcoding yang hasilnya di BLAST pada database.

C. BLAST Nucleotide to SRA DB, yaitu pensejajaran nukleotida pada database Sequence Read
Archive (SRA). SRA adalah repositori yang menyimpan data-data sekuens hasil High-
Throughput Sequencing yang biasanya berukuran cukup besar. Sekuens yang berada pada
repositori SRA biasanya berupa sekuens genom keseluruhan, transkriptom, dan metagenomik.

Contoh: BLAST salah satu sekuens RNA sengon pada database SRA adalah sebagai berikut:

BLAST ® » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help

Sequence Read Archive Nucleotide BLAST

Enter Query Sequence
nter accession numberls), gi(s), or FASTA sequence(s) @
T TAGCTTTTGTGTTTTGE

BLASTN programs search SRA dataises wsing o ucleotde query. @

New columns added to the —
Description Table =

Glick ‘Select Columns’ or ‘Manage

Or, upload file Choase File | No fle chosen (7] i
Job Title
R —p e —
Choose Search Set
SRAExpsriment ~ Sequences: 65045236
set (SRX) DRXA74243

taria moluccana taxid 466147, [un DRR183762)

a1 SAA SC0SSSI0D (SXPEAMEN!, SIUY, OF SUBMISSIGN), ke, M SCNUIC NAME Of 13X i, ONl 20 169 Suggestions will e snown. )

Program Selection
Optimize for

" Sequences (biastn)
v @

BLAST Search database SRA using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
B3 stow resuts in o new window

Note: Farameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with + sign

Selain memasukkan sekuens, kolom SRA Experiment Set harus terisi dengan nama spesies
yang kita ingin sejajarkan dengan sekuens kita. Hasil BLAST dengan SRA menunjukkan
sekuens yang kita masukkan memiliki kesamaan dengan beberapa sekuens dari SRA.
Berbagai sekuens dari database yang memiliki kesamaan dengan sekuens yang kita masukkan

berasal dari satu unggahan SRA.

BLAST ® » blastn suite-SRA » results for RID-VBKCTAZZO1R Home RecentResults Saved Strategles Help
<Edit Search Save Search Search Summary ¥ @ How to read this report? @8 BLAST Help Videos *DBack o Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID VBKCTAZZOAR Search expires on 1213 1723 pm Download All v | Pereent ldentity E value Query Coverage

Program BLASTN@  Citation v | | 3 | ‘ = | = |

Database SRA  See details v m

Query ID Icl|Query_13267

Description None

Molecule type dna
Query Length 1163
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments Download ~ [IjManage columns ~ Show | 100v = @
& solectall 100 sequences selected Graphics Distance tree of result EBMSA Viewer
Description | Max Score Total Score  Query Cover E value Per. Ident Acc. Len Frereen

267 267 12% 4e-68 98 67% 150

267 267 12% 4e-B8 98.67% 150

261 261 12% 2e-66 98.00% 150

261 261 12% 2e-66 98 00% 150

261 261 12% 2666 98.00% 150

] 261 261 12% 2e-66 98 00% 150

258 258 12% Be-66 97.99% 150

" 12 183 g 9 160 RANRR1083762 31870
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Database dan software (analysis tools) NCBI yang sering digunakan untuk analisis adalah

sebagai berikut:

A. DNA-RNA TOOLS:

GenBank

GenBank merupakan bagian dari database nukleotida internasional yang bekerja sama dengan
Data Bank of Japan (DDBJ), the European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and
Genbank di NCBI. BioSystems Database berisi tentang korelasi biologi dari gen, protein dan
small molecule berdasarkan literatur. BioSystems Database dapat digunakan untuk
menganalisis fungsi protein dan interaksi protein yang diteliti pada level sel. Sistem ini
terhubung dengan beberapa database biosystem seperti reactome dan KEGG.

Contoh: Untuk mengetahui keberadaan/fungsi protein atau gen di dalam sel, maka masukkan

keyword ke dalam box, maka akan diperoleh hasil yang menunjukkan fungsi gen.

. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) adalah algoritma dan program berbasis web

untuk membandingkan sekuens biologis, seperti asam amino (protein), DNA, maupun RNA.
Prinsip penggunaan BLAST adalah membandingkan sampel sekuens nukleotida, yang
selanjutnya disebut query, dengan sekuens-sekuens yang memiliki kemiripan dengan query
berdasarkan  kriteria  tertentu pada database. BLAST dapat diakses pada
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Basic Local Alignment Search Tool
A new feature was added to the NCEI IgELAST webpage
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The IGBLAST Is now able to determine Ig isotypes
Program Com ide or protein to sequence

d and calcul; the istical significance. Leam more

wEmZ

Mon, 01 Nov 2021 12-00:00 EST il More BLAST news...

Web BLAST

BLAST Genomes

Pada laman BLAST di NCBI, terdapat lima program utama yang dapat digunakan:

BLASTn: nucleotide BLAST, yaitu program untuk membandingkan guery (sekuens nukleotida)
dengan sekuens nukleotida yang terdapat di dalam database. Contoh: membandingkan sekuens DNA
dari sampel yang belum diketahui spesiesnya dengan data sekuens DNA yang terdapat di dalam

database.
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BLASTx: program untuk membandingkan query (sekuens nukleotida) yang ditranslasikan menjadi
asam amino, bisa berbentuk sekuens RNA, dengan data sekuens protein yang terdapat di dalam
database. Contoh: membandingkan RNA hewan dengan protein yang dihasilkan.

tBLASTn: kebalikan dari BLASTx. Program ini membandingkan query berupa sekuens protein
dengan data sekuens nukleotida yang ditranslasikan pada database. Contoh: sekuens protein spike
pada virus corona di-BLAST untuk mengetahui urutan nukleotida gen yang menghasilkan protein
tersebut.

BLASTD: protein BLAST, program untuk membandingkan query berupa sekuens protein dengan
data sekuens protein yang terdapat di dalam database. Contoh: membandingkan protein sampel
dengan treatment tertentu tetapi belum diketahui jenis proteinnya, dengan data protein yang terdapat
di dalam database untuk mengetahui jenis protein yang dihasilkan.

tBLASTX: program untuk membandingkan query berupa nukleotida dengan data sekuens nukleotida
yang telah ditranslasikan dan terdapat di dalam database. Contoh: ingin mengetahui nama query
sekuens RNA yang diekstraksi dari sampel dengan treatment tertentu dengan melakukan tBLASTx
sehingga diketahui kemungkinan RNA tersebut mengandung kode gen atau asam amino yang mana.

Selain kelima program utama tersebut, BLAST juga memiliki beberapa program tambahan yaitu:

Specialized searches

SmartBLAST Primer-BLAST Global Align CD-search
Find proteins highly Design primers specific to Compare Iwo sequences Find conserved domains
similar to your query your PCR template across their entire span in your sequence
(Needleman-Wunsch)
IgBLAST VecScreen CDART Multiple Alignment
Search immunoglobulins Search sequences for Find sequences with Align sequences using
and T cell receptor vector contamination similar conserved domain domain and protein
sequences architectura constraints
MOLE-BLAST

Establish taxonomy for
uncultured or

environmental sequences

SmartBLAST: membandingkan query berupa protein dengan database dan memberikan hasil berupa
tiga best-matched protein atau yang paling mendekati query dari non-redundant protein yang terdapat
di dalam database serta tambahan dua best-matched protein dari reference spesies yang paling baik.

Primer-BLAST: program untuk mendesain primer berdasarkan sekuens nukleotida yang diunggah

(di-upload).
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. Global Align: program untuk melakukan alignment atau pensejajaran antara query dengan database

yang diketahui memiliki kemiripan yang sangat signifikan.

CD-search: program untuk mencari Conserved Domain (CD) yang berupa daerah struktural dan
fungsional pada protein. Conserved domain adalah struktur 3 dimensi dari protein yang terdiri dari
satu atau lebih sekuens motif protein. Sekuens motif protein dalam hal ini merupakan sekuens asam
amino yang membentuk kombinasi struktur sekunder yang penting dalam fungsi protein.

IgBLAST: program untuk mencari sekuens immunoglobulin dan sekuens reseptor T-cell.

Vec Screen: program untuk mendeteksi terdapatnya kontaminasi sekuens dari vektor pada guery.
Umumnya kontaminasi vektor terjadi pada guery sampel hasil kloning.

CDART: Conserved Domain Architecture Retrieval Tool, berfungsi untuk menemukan kesamaan
antar protein berdasarkan conserved domain.

Multiple alignment: program untuk melakukan pensejajaran lebih dari 3 query sekaligus yang
panjangnya hampir sama.

Mole-BLAST: program yang membantu untuk menemukan spesies terdekat dari query yang kita
unggah.

Hasil alignment atau pensejajaran menggunakan BLAST akan menampilkan beberapa nilai, yaitu:
Score : Angka yang digunakan untuk menilai relevansi biologis dari suatu temuan.

angka yang lebih tinggi sesuai dengan kemiripan yang lebih tinggi.

Query cover : Menampilkan bagian dari urutan query yang serupa/identik dengan urutan
subjek.
E-value : Nilai ekspektasi atau nilai harapan yang mewakili jumlah alignments yang

berbeda dengan skor yang setara dengan atau lebih baik daripada yang
diharapkan terjadi dalam pencarian basis data secara kebetulan. Semakin

rendah nilai E, semakin signifikan skor dan Alignment.

Identity : jumlah nukleotida dalam urutan guery yang identik dengan urutan subjek.
Accession - Nomor pengidentifikasi unik di Database GenBank.
Domain : unit fungsional dan/atau struktural yang berbeda dari protein; Unit lipat secara

independen dari polipeptida yang membawa fungsi spesifik.

Phylogenetic tree : Diagram atau pohon percabangan yang menunjukkan hubungan evolusi yang
disimpulkan dari antara berbagai spesies biologis atau entitas lain
berdasarkan filogeninya pada persamaan dan perbedaan dalam karakteristik

fisik atau genetiknya.
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Unrooted Tree

: Menggambarkan keterkaitan ‘/eaf nodes’ tanpa membuat asumsi tentang

leluhur.

Berikut adalah langkah-langkah untuk mencari dan mendapatkan data dari GenBank.

Contoh 1: untuk mencari sekuens Musa paradisiaca (pisang), maka dilakukan langkah-langkah

sebagai berikut:

1. Membuka

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, dan akan tampil seperti di bawah ini:

Resources

e
£ NCBI

situs  lembaga

& HowTo &

yang  berfungsi

sebagai

GenBank  dengan

situs

=NCBI

National Center for
Biotechnology Informafion

V&£

Ending
Structural
Racism

NCBI Home
Resource List (A-Z)

All Resources

Sign in to NCBI

All Databases v ||

| Search

UNITE

LEARN MORE

Welcome to NCBI

The National Center for Biotechnolegy Information advances science and health by providing access to

biomedical and genomic information

Chemicals & Bipassays

About the NCBI | Mission | Qrganization | NCBI News & Blog

Data & Software

DNA & RNA

Submit

Domains & Structures

Deposit data or manuscripts

Genes & Expression

into NCE| databases

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homology

Literature

Proteins

Download

Transfer NCBI data to your
computer

2. Kilik kolom A/l database dan pilih nucleotide.

&« C
£ NCBI

—=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

GEQ Profiles
GTR
HomoloGene

O B http:

vw.ncbi.nlm.nih.gov

Resources (%] How To (%)

All Databases v

GEO DataSets

Ending "
Structural Identical Protein Groups
Racism @} MedGen
i gowlending:structuabeacm
MeSH
NCBI Web Sit
NCBI Home CBI Web Site NCBI
N NLM Catalog
Resource List (A-Z)
All Resources LLEEE nomic information.
OMIM
Chemicals & Bioassays
e T
Data & Softw:
lata are PopSet
DNA & RNA i
Protein mit
Domains & Structures Protein Clusters anuscripts
Genes & Expression ases

Genetics & Medicine
Genomes & Maps
Homology

Literature

Proteins

78

Protein Family Models
PubChem BioAssay

PubChem Compound
PubChem Substance

| Mission | Organization | NCBI News & Blog

Download

Transfer NCBI data fo your
computer

Learn

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

nd structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise

er for Biotechnology Information advances science and health by providing access to

Learn

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

w ® =

Sign in to NCBI

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog
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3. Diperlukan keyword yang spesifik, misalnya ketik Musa paradisiaca.

Resources (v

o8

How

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

https://www.ncbinlm.nih.gov

@

=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

/4

Ending
Structural
Racism

oib.gourending:structural cacism

NCBI Home
Resource List (A-Z)
All Resources
Chemicals & Bioassays
Data & Software
DNA & RNA
Domains & Structures

_ Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps

Homology
Literature

Proteins

o

LUEEREEY IMusa paradisiaca

UNITE

A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.

LEARN MORE

Welcome to NCBI

The National Center for Bi
biomedical and genomic information.

)y Information ad science and health by providing access to

About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Submit

Deposit data or manuscripts
into NCBI databases

Download Learn

Transfer NCBI data to your
computer

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

SQtriirctira viewsr iCn3N varcinn 2

4. Klik search tampilan, lalu pilih salah satu dari pilihan yang telah tersedia di layar/monitor.

NCBI  Resources ¥

OB

How To ()

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=musa+paradisiaca

Nucleotide

Species
Animals (6)
Plants (50,224)
Fungi (91)
Bacteria (15)
Viruses (9)
Customize ...

Molecule types
genomic DNA/RNA (767)
MRNA (49,575)
Customize ...

Source databases

INSDC (GenBank) (50,343)
RefSeq (2)

Customize ...

Sequence Type
Nucleotide (39,150)
EST (11,186)

GSS ()

Genetic
compartments
Chloroplast (103)
Mitochondrion (13)
Plastid (103)

 Nucleotide v \Imusa paradisiaca
Create alert Advanced
Summary ~ 20 per page » Sort by Default order ~ Send to: «

Items: 1 to 20 of 50345

Page |1 |0f2518 Nexi> Lasi>>

3',_ mRNA sequence
173 bp linear mRNA
Accession: JZ880404.1 GI: 908373358
BioSample  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

3', mRNA sequence
406 bp linear mRNA
Accession: JZ880403.1 Gl: 908373357
BioSample  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

3, mRNA sequence
323 bp linear mMRNA
Accession: JZ880402.1 GI: 908373356
BioSample  Taxonomy
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«m

Help

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Musa x paradisiaca (50224)
Nigrospora camelliae-sinensis (13)
Nigrospora hainanensis (14)
Phyllosticta capitalensis (14)
Nigrospora pyriformis (6)
All other taxa (72)

More..

Find related data
Database: | Select v

Search details

"Musa x paradisiaca”[Organism] OR
musa paradisiaca[All Fields]
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5. Klik sent to, dan pilih file.

« C Q B https//www.ncbi.nim nih.gov/nuccore/)Z880404.1
How To (¥
Nucleotide | Nucleotide v |
Advanced
GenBank «

DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu Rasabale fruit Musa x pi

clone DD32 3', mRNA sequence
GenBank: JZ880404.1

FASTA  Graphics

Goto: [¥)

Locus Jz880404 173 bp mRNA linear EST 30-JUL-2015
DEFINITION DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu Rasabale fruit Musa x
paradisiaca cDNA clone DD32 3', mRNA sequence.

ACCESSION Jz880404

VERSION JZ880404.1

DBLINK BioSample: SAMNOO166B17
KEYWORDS EST.

SOURCE Musa x paradisiaca

ORGANISM Musa x paradisiaca
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta:
Spermatophyta; Magnoliopsida; Liliopsida; Zingiberales; Musaceae;
Musa.

REFERENCE 1 (bases 1 to 173)

AUTHORS  Lokesh,V., Manjunatha,G., Namratha,S.H. and Bhagyalakshmi,N.

TITLE Identification of differentially expressed genes under the
influence of phytohormones and signaling compounds by mRNA

differential display in ripening banana fruit

6. Klik format FASTA.

Q B httpsy//www.nebinim nih.gov/nuccore/)Z880404.1

Resources [¥) How To (¥

Nucleotide

| Nucleotide v
Advanced

GenBank «

DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu Rasabale fruit Musa x pi @rie

clone DD32 3', mRNA sequence

GenBank: JZ880404.1
FASTA  Graphics

Choose Destination

| OFle lipboard
O Callections () Analysis Tool had

Go to; (%)

Locus JZ880404 173 bp mRNA linear
DEFINITION DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu Rasabale fruit Musa x
paradisiaca cDNA clone DD32 3', mRNA sequence.

ACCESSION JZ880404

VERSION JZ880404.1

DBLINK BioSample: SAMNOOLl66B17

KEYWORDS EST.

SOURCE Musa x paradisiaca
ORGANISM Musa x paradisiaca

Fukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta:
Spermatophyta; Magnoliopsida; Liliopsida: Zingiberales; Musaceae;
Musa.
REFERENCE 1 (basea 1 to 173)

AUTHORS Lokesh,V., Manjunatha,G., Namratha,S.H. and Bhagyalakshmi,N.

TITLE Identification of differentially expressed genes under the
influence of phytohormones and signaling compounds by mRNA
differential display in ripening banana fruit

EST 30-JUL-2015

Send lo: =

Choose Destination
O Collections

Download 1 item.

rsr—|

Show GI [J
| Create File

(O Clipboard
(O Analysis Tool

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers

Find in this Sequence

Related information
BioSample

Taxonomy

Recent activity L

Tumn Off  Clear

M DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu
Rasabale fruit Musa x paradisiaca c Hucleti

Q musa paradisiaca (50345)

~tooos o7t a ghown &

quence

Related information
BioSample

Taxonomy

Recent activity

Tumn Off  Claar

[ DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu
Rasabale fruit Musa x paradisiaca c{ Muceatide

Q, musa paradisiaca (50345)
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7. Klik Save file dan sequence fasta.

O B https//www.nchinim.nih.gov/nuccore/JZ880404.1
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GerbBark - Opening sequence fasta

You have chosen to open:
DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjana [ seauencefusta_]
clone DD32 3', mRNA sequence whichis: Text Document (203 bytes)
from: httpsy//www.nebi.nlm.nih.gov
GenBank: JZ880404.1

EASIA - Cranhics What should Firefox do with this file?

Goto: @) (®)Open with | Notepad (default) ~
LOCUS J7880404 173 bp  m
DEFINITION DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagud (| po this automatically for files like this from naw on.
paradisiaca cDNA clone DD32 3', mRNA
ACCESSION JZ8B0404
VERSION JZ880404.1 -
DBLINK BioSample: SAMNOOLG6817 [ ok ][ conce
KEYWORDS EST.
SOURCE Musa x paradisiaca
ORGANISM Musa x paradisiaca
Eukaryota; Viridiplantae:; Streptophyta: Embryophyta: Tracheophyta:
Spermatophyta: Magnoliopsida; Liliopsida; Zingiberales: Musaceae;
Musa.
REFERENCE 1 (bases 1 to 173)
AUTHORS  Lokesh,V., Manjunatha,G., Namratha,S.H. and Bhagyalakshmi,N.
TITLE Identification of differentially expressed genes under the

influence of phytohormones and signaling compounds by mRNA

ind to: »
Change region shown -

DNA

Customize view =

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers

Find in this Sequence

Related information

BioSample

Taxonomy

Recent activity =
Tum Off Clear

B DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu
Rasabale fruit Musa x paradisiaca c[ '

Q, musa paradisiaca (50345)

differential display in ripening banana fruit v
8. Kembali ke menu awal dan klik BLAST.
O B nhttpsy//www.ncbi.nim.nih.gov < © =
= NCBI How To -
<« P
SNCBI aipatabeses | [search
National Center for
Biotechnology Information
UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.
Ending
Structural LEARN MORE
Racism
i goviending tructursheacim
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Bi science and health by providing access to PubMed
All Resources biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software SUAST
DNA&RNA Submit Download Learn Nucleolide
Genome
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Gene
Genetics & Medicine
e | Protein
Genomes & Maps
PubChem
Homology _
Literature
Protems NCBI News & Blog
Sanunnnn Analucie Struchire viewer iCn3N version 3 <
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9. Pada tampilan di layar/monitor klik Nucleotida BLAST.

< (&) Q@8 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi [ @ =

U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

A new feature was added to Primer-BLAST.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The We now offer the ability for user to run primer-blast from
program compares nucleotide or protein sequences to sequence NCBI assembly page..
databases and calculates the statistical significance. Learn more
Tue, 23 Feb 2021 12:00:00 EST B More BLAST news...
Web BLAST

Ay

P

/

10. Tampilan yang muncul adalah Sequence Alignment: BLAST (Basic Local Alignment
Search).

= &) Q B nttpsy/blast.ncbinim.nih.gov/Blast cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome B N

National Center for Biotechn Information
BLAST (e blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
blastp blastx thlastn thlastx
BLASTN p search usinga ide query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Clear Query subrange @
From New columns added to the
Description Table E
A To Click "Select Columns’ or "Manage
Or, upioad file Browse... No file selected. 2] Columns’
Job Title I J
Enter a descriptive title for your BLAST search @
D Align two or more sequences o
Choose Search Set
Database @ Standard databases (nr etc.): J rRNAJITS databases J Genomic + transcript databases \) Betacoronavirus
| Nucleotide collection (nrint) v @
Oraani
e [ Er plet jested | exclude [Add organism v
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11. Input copy/paste urutan nukleotida-format FASTA atau upload file.
Database : nucleotide collection

« &} Q 8 hup

blast.ncbi.nlm nih.gov/8 ROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome# B w 2 & =

m) U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST ® » blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
El o blastx tblastn tblastx
BLASTN progs search using a query. more..,
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Ciear Query subrange @
From [ | New columns added to the =
Description Table e
Y To Click ‘Select Columns’ or ‘Manage i
i f a Columns'. =
Or, upload file I Browse... | sequence.fasta I (2]
Job Title
1 sequence fasta
Enter a nmmrrér your BLAST search @
L] Align two or more sequences (7]
Choose Search Set
Database @ Standard databases (nr etc.): L rRNA/ITS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) v 9
Organism
opfm‘,‘ |_J exclude [(Add erganism v

12. Pilih program selection ------- Optimize for ---------- Highly similar sequence (megablast)
kemudian klik BLAST.

« C Q 8 https//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast cgi?PRO! blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome# B & ® & =

Enter a descriptive title for your BLAST search @ ~

| Align two or more sequences (7]
Choose Search Set
Database @ Standard databases (nr etc.): (_J rRNA/ITS databases ) Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) b 9

Organism
optona | excuce

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude __| Models (XM/XP) | Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to | sequences from type material
Optional
Entrez Query | YoullliB Create custom database
Optional Enter an Entraz query to limit search @

Program Selegli
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
lore dissimilar sequences (discontiguous megablast)
) Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm €
BLAST Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
| Show resuits In a new window

< Algorithm parameters
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13. Hasil/output BLAST.

G bionformatika - Google Search X BUKU-PETUNJUK-DRYLAB-BIOSEL- X G musa paradisiaca - Google Sear X & NCBI BlastJZ880404.1 DD32 M X + = X
&« C QO B httpsy//blastncbinlm nih.gov/Blast.cgi ks @ & =
RID CCBJM5X8016 Search expires on 06-14 22:46 pm — 2
e . ) || exclude
Download All v Organism only top 20 will appear
Program BLASTN @ Citation v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details v + Add organism
Query ID lcl|Query_27343 Percent Identity E value Query Coverage
Description ~ JZ880404.1 DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu F. . o ‘ ‘ - ‘ ‘ ‘ - ‘ ‘

Molecule type dna

Query Length 173 =)

Other reports Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [ Selectcolumns ¥ Show | 100 v | @
select all 2 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [EIMSA Viewer
) Max Total Query E Per.
Desclpllon Scwenl\ff Name o (| (s | Ident Acc.'Lan Accession
- -

PREDICTED: Musa acuminata subsp. malaccensis putative aminoacrylate hydrolase RutD (LOC10...Musa acuminat... 311 311 98% 1e-80 99.42% 1604 XM _009413980.2

Musa acuminata subsp. malaccensis strain Doubled-haploid Pahang (DH-Pahang) genome assem... Musa acuminat... 167 319 100% 3e-37 100.00% 50124231 HG996472.1

u [=l Feedback M

Max score: ukuran statistical significance dari alignment (Score tinggi menunjukkan

kelebihsamaan satu sekuens daripada sekuens yang lainnya, dari antara dua sekuens).
The E-value (expectation value): nilai E-value rendah menunjukkan kelebihsamaan satu

sekuens daripada sekuens yang lainnya, dari antara dua sekuens.

- c QO B httpsy/blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1091747675 B % @ & =
2 sequences selected e A
& Downloadv  GenBank Graphics ¥ Next <« Descriptions

PREDICTED: Musa acuminata subsp. malaccensis putative aminoacrylate hydrolase RutD (LOC103993790), mRNA
Sequence |D: XM_009413980.2 Length: 1604 Number of Matches: 1

Range 1: 1063 to 1233 GenBank Graphics Related Information

Score Expect Identities Gaps Strand Gene - associated gene dgtails

311 bits(168) le-80 170/171(99%) 0/171(0%) Plus/Minus Genome Data Viewer - aligned
genomic context

Query 1 AGTTATAAACGGCTAGAAGATTGCTTGCCACACCATTGTTCTTGTTGGTCAATGTCAATG €0

FELEEETTTT (AR NN]
'

CACCATTGTTC

ARRNRRNN
'CAATGTCAATG 1174

Sbjct 1233 AGTTATAAAC

“CACTCTTCAGGCT 120
[ERRRAENRRE |
CTCTTCAGGCT 1114

Query €1 GAGTTCCTATCATC
[(EERNRRRNERRAN
Sbijct 1173  GA CTATCATG

"ATCCGGCTTGCTTCTCTTG!
FEEEE Pl
ATCCTGCTTGCTTCTCT

TGGATTTTGAAGCATTTATC. (
FEETTET TR e e e el
TGGATTTTGAAGCAT TTATCAGCTCCARAAGAGARAGAATAACCT 1063

Query 121 171

Sbjet 1113

& Downloadv  GenBank Graphics Sort by: \ E value v A Previous <«Descriptions

Musa acuminata subsp. malaccensis strain Doubled-haploid Pahang (DH-Pahang) genome assembly, chromosome: A08
Sequence ID: HG996472.1 Length: 50124231 Number of Matches: 2

Length : Panjang alignment, menunjukkan perbandingan panjang antara dua segmen dari
beberapa sekuens yang disejajarkan

Identities : Persentase kesamaan dari nukleotida yang sama dari antara dua sekuens yang
disejajarkan

Gaps : Nukleotida yang tidak disejajarkan.
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14. Klik Distance tree of result.

<~ C O B httpsy/blast.ncbinlm.nih.gov/Blast cgi#alnHdr_1091747675 B % &

m U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST © » blastn suite » results for RID-CC6JM5X9016 Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title JZ880404.1 DD32 Musa paradisi cv. Nanj gud Filter Results
RID CCBJM5X9016 Search expires on 06-14 22:46 pm

] ; | exclude

Download All v Organism only fop 20 will appear

Program BLASTN @ Citation v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details v + Add organism
Query ID lcl|Query_27343 Percent Identity E value Query Coverage

Description JZ880404.1 DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu . .. ‘ ‘ - ‘ ‘ ‘ - ‘ ‘ ‘ - ‘ ‘

Molecule type dna

Other reports MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | [ cDS feature @ |5 Feedback

15. Tampilan di layar/monitor:

&= C OB https://www.ncbi.nlm nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi?request=page&blastRID=CC6IM5X9016&querylD=Icl|Query 27 ¥ @

Diast 1ee view Home Recent Results Saved Strategies Help A

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more...
Reset Tree
BLAST RID CC6IM5XS016 Query ID Icl|Query 27343 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v | & 0.75 v | | Sequence Title (if avail v | &
Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to download Hide legend
Find: ~Dal| - + M| @PIEDSH T ATools | ®upload Q2 V- Lﬂ"*'m"’fmv
S JZ880404.1 DD32 Musa paradisiaca cv. Nanjanagudu Rasabale fruit Musa x paradisiaca cDNA clone DD32 3, mRNA sequence i
Blast names color map
Wroroos |
@
3 PREDICTED: Musa acuminata subsp. malaccensis putative aminoacrylate hydrolase RutD (LOC103993790), mRNA
Musa acuminata subsp. malaccensis strain Doubled-haploid Pahang (DH-Pahang) genome assembly, chromosome: ADS
Success Nodes 5(0 selected ) . View port at (0,0) of 1092x269 | =" ————] i
BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine Support center  Mailing list &“,
NCBI " i
. . . . - m) -‘(/g. USA.gov
National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine LIBRAR — o
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Contoh 2.
Hasil sekuens fungi yang belum diketahui jenisnya, dapat diidentifikasi dengan bantuan DNA
barcoding, menggunakan primer TS

Langkah pengerjaan sama dengan contoh Musa sp. (Contoh 1, di halaman 77 - 84)

>A

TTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTAATCCGAGGTCAACCACTAGAAGTATAGGGCTT
TACGGCTGGCAGCTGAGGCCGCTCTGCAAGCGAGGCAATGGAAAACTACTACGCTTAGAGTGTGCTACAACTCCGCCACT
GACTTTGAGGAACTGCGGCCTGGGCCGCAGACTCCCAACGCTAAGCAACTGGGGCTTAAGGGTCGAAATGACGCTCGAAT
AGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA
CTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTATTTTATAATA
AATTTTATATGAGTTTTACTGGGGAGAAATAAAAGAGTTTGGTACGGTCCTTCCGGCGCTGCAGCGGCCTAGAGGCCGCG
GCAGTACGCCGAGGAAACAGTGGTAGGTTCGACAAAGGGTTGGAGTTGTTAGAAACTCAGTAATGATCCCTCCGCAGGTT

CACCTACGGAAGCA

Hasil BLAST menunjukkan spesies dengan kemiripan tertinggi berdasarkan E-value adalah

Annulohypoxylon nitens

BLAST @ » blastn suite » results for RID-VBFODDV6013 Home Recent Results Saved Strategies Help

<Edit Search Save Search Search Summary v © How to read this report? @ BLAST Help Videos “DBack to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID VBFODDV6013 Search expires on 12-13 16:08 pm Download All v ‘—‘ exclude

i ly top 20 will -
Program BLASTN @ Citation v Organism only top 20 will appear
Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details ¥ | P group
=+ Add organism

Query ID Icl|Query_15977
Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna ‘ to o

Query Length 574

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download “ [ Select ~ Show | 100Y | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [EIMSA Viewer
Max | Total Query E Per | Acc
PR ScienticName | e | Score | Gover |value | Ident | Len | Accession
v v | w - - -

Annulohypoxylon nitens isolate 91022108 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space... Annulohypoxylon... 1033 1033 98% 0.0 99.47% 569 EF026138.1

Annulohypoxylon nitens isolate A2S6-D13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space... Annulohypoxylon... 1016 1016  99% 0.0 98.78% 597 KJ774045.1 ))

Annulohypoxylon nitens isolate BPEF25 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer ... Annulohypoxylon... 1014 1014 98% 00 9894% 582 KF1518461

Annulohypoxylon bahnphadengense strain STMA13115 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tran .. Annulohypoxylon... 1000 1000 96% 00 99.28% 575 KX3763381

=

Annulohypoxylon nitens isolate HSAB01 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosomal RNA gen. .. Annulohypoxylon 965 965 93% 00 99.25% 550 MW7156031

Annulohypoxylon nitens isolate HY 11 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene a... Annulohypoxylon. 953 953 93% 0.0 98.70% 54

KX722230 1

Fungal sp_isolate N2 11l (1-3 b) internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and int. .. fungal sp. 929 929 92% 00 9831% 537 MW603257 1

Urutan hasil yang ditampilkan dapat diubah berdasarkan kriteria yang digunakan (Percent
Identity, Query Cover, E-value, Total Score, maupun Max Score), yaitu dengan mengklik
kolom kriteria pada tabel hasil di laman hasil BLAST. Kriteria yang digunakan untuk melihat

urutan tertinggi kemiripan spesies tergantung pada tujuan penelitian.
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Contoh: hasil BLAST dengan kemiripan terbesar berdasarkan Percent Identity.

BLAST © » blastn suite » results for RID-VBFODDV6013 Home RecentResults Saved Strategies Help
< Edit Search Save Search Search Summary v © How to read this report? 8 BLAST Help Videos  “DBack to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID VBEODDVE013 Search expires on 12-13 16.08 pm wnl v D el
20
Program BLASTN@ Citation v OrgRnism Kon e 20 spes”
Database ot e v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID IcllQuery_15677 .
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘to ‘ ‘ ‘ ‘ Iwol ‘ ‘ ‘lo ‘ ‘

Query Length 574

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [XZSelect columns ~ Show ©
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [REIMSA Viewer
Max  Total
Descripbon Scuenlrf-vc Name | o Accession
Annulobypoxylon nitens ITS1, 5 85 (RMA gene and TS2 isolate H154 Annulohypoxylon... 900 900 FM208453 1
Annulohypexylon nitens 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1.5 88 ribosoma. .. Annulohypoxylon... 761 1099 97% 00 10000% 612 EUT14403.1
Annulohypexylon nitens isolate A2SS-DE internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5 85 RMA ge... Annulgh 850 B850 80% 00 09.78% 463 KJTT40441
Annulohypoxylon nitens ITS1. 5 85 (RNA gene and ITS2. isolate H189 Annulohypoxylon... 888 888  84% 00 9959% 488 EM2004591
Annulobyposxylon nitens isolate 91022108 185 ribosomal RNA gene_partial sequence; intemal transcribed spacer . Annulohypoxylon. .. 1033 1033 98% 00 9947% 5560 EFOPG1381
Annulgk nitens ITS1. 5.85 (RMNA gene and ITS2. isolate H1ST Annulohypoxylon... 833 883  B4% 0.0 9939% 488 EM2004551
Contoh: hasil BLAST dengan kemiripan terbesar berdasarkan 7Total Score.
BLAST ® » blastn suite » results for RID-VBFODDV6013 Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v @© How to read this report? 3 BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID VBFODDVE013 Search expires on 12-13 16:08 pm nl All v Oraanism. oy o 20t e 3 axclude
Program BLASTN@  Citation v 0
Database nt See details v l Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism
Query ID lel|Query_15977
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | |lc| | | ‘lc| ‘ | |to| |

Query Length 574

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [ Select columns ~  Show L]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results  ERAMSA Viewer
. . Mafl Total guery E Per. Acc
Descn'mlon SCIenuﬁz Name | ool Score [Fover | vae | ident | Len | Accession
v v - e - v
nitens 185 RINA gene, partial sequence; infernal transcribed spacer 1, 58S ribosom - Annulohypoxylon... 761 1089 §7% 00 10000% 612 EU7144031
% Annuioh fon nitens isolate 91022108 18S ribesomal n | nce; intemal transcri Annulohy jon.. 1033 1033 98% 00 9947% 569 EF0261381
8 Aonuichypoxylon nitens isolate 91022108 1S ribosomal RNA gene, partial sequence, internal transcribed spac... Annulohypoxylon
Annulchypoxvion nitens isolate A256-D13 185 rbosomal RNA gene, partial sequence: infermnal transcribed spac. .. Annulohypoxylon... 1016 1016 98% 00 9878% 507 KITT40451 | «
4
Ar nitens isolate BPEF25 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer .. Annulghypoxylon... 1014 1014 968% 00 9894% 582 151 1
train STMA13115 185 RNA gene._partial sequence: internal tra . Annulomypoxylon. . 1000 1000 96% 00  99.26% 575 KX37633sd
nitens isolate HSABO1 infernal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RNAge . Annulohypoxylon... 965 965  93% 00 99.25% 550 MWT156031

ﬂ Annulchypowvion nitens isolate HY 11 internal transcribed soacer 1. partial sequence. § 835 ribosomal RNA gene .. Anpulohypoxylon. . 853 853 93% 00 9870% 541 KX7222301
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Pada menu Graphic summary, dapat dilihat kemiripan sekuens contoh yang akan
diidentifikasi dengan sekuens yang terdapat di dalam database, dengan syarat sekuens contoh
memiliki kesamaan dengan sekuens yang terdapat di dalam database atau ter-cover oleh
sekuens dari database. Garis-garis merah yang terdapat pada graphic summary menunjukkan

panjang dan letak sekuens pada database yang homolog dengan sekuens yang di-BLAST.

il - "

4§ hover fo see the title & click to show alignments Alignment Scores <40 [40-50 [D50-80 [ME0-200 [==200 @

100 zequences seiected 0

Distribution of the top 106 Blast Hits on 100 subject sequences

1 I I q’I“I' 1 I
i 100 200 300 400 500
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Pada menu Alignment, dapat dilihat urutan basa yang dimulai dan berakhir pada sekuens contoh yang

memiliki kesamaan dengan sekuens yang terdapat di dalam database.

Descriptions Graphic Summary m Taxonomy

Alignment view | Pairvise v | [ | CDS feature L2 Download

100 zequences zelected 0

& Download v GenBank Graphics ¥ Mext <4 Descriptions

Annulohypoxylon nitens isolate 91022108 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
sequence ID: EF026138.1 Length: 569 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 569 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1033 bit=(553) 0.0 566/563(39%) 1/563(0%) Plus/Minus

Query 3 '{CT'{T’C?ﬂ"Tﬂ'? TECTTAAGTTCAGCG | ATTCCTAC CCG.-‘«-EGTCFACT’ 62

sbjct 569 TCCTCCGCTTATTG 518

Query &3

AGTATAGGGCTTTACGGLCTGGCAG GGCAATGE 121

Shjct 583 ACTAAGAAGTATAGEGCTTTACGECTGECAGCTGAGECCECTITRCAAGCGAGGCAATGE 458

TACTACGCTTAGAGTGTGEC

Il
Shjct 445 AAAACTACTACGCTTAGAGTGTECTACAACTCCGCCACTEACTTTGAGRAACTRCERECCT 298

Query 122 131

Query 182 TA CTGEEGCTTAA A, CGCTCGAATA 241
||| ||| |||| [ ||| ||| LLLLTITI

CTAAGCAACTGEEGCTTAAGEETCGAAATGACGLTCGAATA 238

sbict 383

A

Query 242 GGECATGCCCACTAGAATACTAATGGECGCAATETGLGTTCA

Sbjct 329 GECATECCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATETEIGTTLAAAS

TTCGATGATTCACTG 281

ATTCGATGATTCACTG  27@

Query 382 TGCAATTCACA CTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCA 361

G4 AC
I III \II I111 III LLCLCEETCCET LT TET T TE LI L

sbhjct 268 AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTECGTTCTTCATCGATGCCAGAACCA 218

Query 382 AET TTATTTTATAATAS TTATATGAGTTTTA 421

Sbjct 289 AGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTATTTTATAATASATTTTATATGAGTTTTACTE 152

Query £22 GGEAGAAAT! ARTTTEETACGGTCCTTCCGECECTGCAGCGRCCTAGAGECLGLEE 4581
. TELLEEELECCCEERCEEE LR R e L erereey ERerr iyl
sbjct 148 GGGAGAAATAAAAGAGTTTGETACGGTCCTTCCGGLGCTGCTGLGGCCCAGAGGCLGLEE 9@
Query 482 CAGTACG GTGGETAGGTTCGACAAA TCAGT 541
. [N III I111 HI III III IIII III 111 HI
Sbjct g9 CAGTACGCCEAGGAAACAGTGRETAGGTTCGACAAAGGATTEEAGTTGT TAGAAACTCAGT 28
Query 542 AATGATCCCTCCGLAGRTTCACCTACGRA 578
) TELLELELELEERERLERRL enenn
sbjct 29 AATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGA 1
& Download~  GenBank Graphics ¥ Next & Previous =«Descriptions

Annulohypoxylon nitens isolate A256-D13 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KJ774045.1 Length: 597 Number of Matches: 1

Range 1: 23 to 594 CGenBank Graphics

Score Expect  Identities Gaps Strand
1016 bits{550) 0.0 565/572(39%) 2/572(0%) Plus/Minus

Selain BLAST, terdapat beberapa aplikasi pada laman NCBI yang sering digunakan, antara lain:
1. NCBI tree viewer, yaitu laman untuk melihat tampilan grafis pohon filogenetik. Aplikasi ini
dapat diakses di https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/treeview/
2. Gnomon, yaitu program untuk memprediksi dan menganotasi gen dari genom apapun.
Umumnya digunakan untuk menganalisis genom yang pernah dianotasi.
Contoh: memprediksi gen-gen pada lebah Apis mellifera, yang mana informasi tentang
transkriptom lebah tersebut dari penelitian-penelitan sebelumnya adalah terbatas.

Dengan demikian digunakan Gnomon untuk memprediksi gen lebah tersebut.
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3. Structure, yaitu program yang digunakan untuk memprediksi struktur protein. Aplikasi
tersebut terdapat di laman https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure dan digunakan dengan

cara memasukkan kode Protein Data Bank (PDB) dari protein yang perlu dilihat strukturnya.
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Catatan:
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BAB IV
ANALISIS DATA SEKUENS PENDEK

Riset sekuensing genom di Indonesia digunakan dalam rangka mengembangkan komoditas
unggulan pertanian untuk menemukan gen-gen unggul untuk mempercepat program pemuliaan
tanaman. Berkembangnya teknologi sekuensing modern dan biayanya yang semakin terjangkau telah
mengubah paradigma penanganan, karakterisasi, proteksi, dan pemanfaatan Sumber Daya Genetika
(SDG) tanaman dari yang semula berdasarkan data morfologi tanaman menjadi berdasarkan data
genomika. Sekuensing genom tersebut dapat menganalisis genotipe SDG tanaman secara cepat, tepat,
akurat, dan komprehensif sehingga pemanfaatannya untuk program pemuliaan tanaman juga lebih
komprehensif dan berpresisi tinggi.

Teknologi sekuensing genom juga telah merevolusi teknologi pemuliaan tanaman dari seleksi
berdasarkan data morfologi (fenotipe) menjadi seleksi berdasarkan data genom yang jauh lebih
efisien, efektif, komprehensif, dan berpresisi tinggi. Informasi mengenai genotipe SDG bisa
membantu mempercepat penemuan berbagai variasi genetik untuk mendukung program pemuliaan
tanaman secara terarah, lebih cepat, dan lebih akurat dengan menggunakan metode baru, yaitu
pemuliaan tanaman berbasis data genom. Di masa depan, program pemuliaan tanaman akan lebih
fokus pada perbandingan komposisi genom individu plasma nutfah, sehingga akan membuka peluang
penggunaan kombinasi strategi baru dalam pemetaan genetik dan analisis evolusi untuk penemuan
dan pemanfaatan keragaman genetik SDG tanaman secara optimal untuk menunjang program
pemuliaan yang bersinambungan.

Peta genom acuan suatu spesies tanaman akan menjadi fondasi untuk penemuan gen-gen
penting yang berkontribusi pada berbagai karakter yang bernilai komersial. Salah satu aplikasi
teknologi sekuensing ialah karakterisasi genom spesies tanaman untuk membuat sekuens genom
sebagai acuan bagi suatu spesies tanaman. Sekuens genom acuan ini menjadi pedoman dalam
membuat peta genom untuk studi lanjutan berbagai individu aksesi anggota spesies tanaman tersebut.
Pada umumnya riset resekuensing (resequencing) dilakukan untuk mengetahui perbedaan/variasi
DNA individu SDG tanaman dibandingkan dengan sekuens genom acuan yang ada. Data variasi di
tingkat DNA sangat bermanfaat untuk berbagai macam keperluan, mulai dari perlindungan varietas
hingga pemuliaan, karena DNA dapat diambil dari berbagai organ individu yang dipelajari serta tidak
dipengaruhi oleh faktor lingkungan. Dengan demikian identifikasi suatu individu maupun sifat-sifat
unggul yang dibawanya dapat dilakukan kapan saja sepanjang sampel DNA dapat diperoleh dari

individu tersebut.
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Untaian sekuens pendek (100—150 bp) tidak perlu disambung (assembly) satu dengan yang
lainnya, tetapi dipetakan kembali ke sekuens genom acuan untuk mengidentifikasi perbedaan genetik
antara sekuens acuan dan sekuens individu kedua, ketiga, dan seterusnya. Dengan demikian sejumlah
perbedaan dapat didokumentasikan dan perbedaan genetik tersebut digunakan untuk menjelaskan
berbagai perbedaan antar genotipe (varietas) dalam suatu spesies. Contohnya daya hasil, ketahanan
hama dan penyakit, waktu pembungaan, serta toleransi kekeringan dan banjir (Long & Ort 2010).
Riset resekuensing bisa digunakan untuk survei keragaman dalam spesies, genotyping dengan
sekuensing genom total, konstruksi peta genetik resolusi tinggi, dan pembuatan Genome Wide
Association Studies (GWAS). Kegiatan resekuensing berbagai galur unggul (superior lines) dan
individu aksesi plasma nutfah dapat mengidentifikasi keunikan setiap genotipe SDG. Hal ini akan
menjadi identitas dari varietas, galur, maupun individu aksesi sebagai sidik jari dari individu tersebut.

Sekuensing DNA (DNA sequencing) adalah proses untuk mendapatkan informasi urutan basa
nukleotida dari DNA. Metode yang paling umum digunakan untuk melakukan sekuensing adalah
metode Sanger sequencing. Di masa kini, sekuensing dengan metode Sanger umumnya tidak lagi
menggunakan gel elektroforesis, tetapi menggunakan mesin sekuenser dengan sensor fluoresens
untuk medeteksi basa dan langsung terhubung ke komputer untuk ekstraksi data. Mesin sekuensing
dengan metode Sanger umumnya mampu mensekuens 200 — 1000 bp dari satu sampel dalam satu
waktu. Umumnya sekuensing metode sanger digunakan dalam DNA barcoding konvensional dan
sekuensing gen atau fragmen tunggal dari DNA bagian tertentu.

Tahapan awal setelah diperolehnya data sekuens dari mesin yaitu melakukan quality control
terhadap hasil sekuens tersebut. Quality control dalam analisis sekuens dilakukan dengan cara
mengedit sekuens. Editing yang dilakukan yaitu menghilangkan ujung-ujung sekuens yang memiliki
hasil bacaan yang kurang baik, mengkonfirmasi basa-basa yang ambigu, dan menggabungkan
sekuens forward dan reverse jika sekuensing dilakukan secara dua arah. Beberapa software yang
dapat digunakan untuk editing sekuens antara lain CodonCode Aligner, ATGC (Genetyx, Jepang),
UGENE, SeqTools. Pada contoh kali ini, software yang digunakan untuk editing adalah BioEdit
(https://bioedit.software.informer.com/7.2/).  Sementara itu, untuk alignment digunakan sofiware

Mega X.

94 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology


https://bioedit.software.informer.com/7.2/

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

4.1 Editing sekuens menggunakan aplikasi Bioedit

Bioedit (Hall 1999) adalah salah satu free software yang dapat digunakan untuk melihat
kualitas basa hasil sekuensing, menyatukan sekuens forward dan reverse, serta beberapa fungsi
tambahan seperti alignment dan translasi ke protein. Tahapan editing dan pembuatan sekuens
consensus (gabungan forward reverse) disajikan sebagai berikut:

1. Buka aplikasi Bioedit.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - O X

File Accesory Application RNA World Wide Web Options Window Help

=]

2. Buka sekuens yang akan di-edit. Jika sekuens berupa forward dan reverse, buka kedua

sekuens.
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# Biokdit Sequence Alignment Editor

File

=u]

Edit view Zoom HorizontalScale Accesory Application RNA Window Help

[
H 8 [Cowelen <1 =B

1 total sequences

Sekuen

Nama/ID
DNA

Mode FIT - Selection 0 Sequence Mazk: None

i elect  Sice [ Poskion: Numbeiing Mask: None

&1 DI oo+ BRI sy S E
afrrrrpry R e FrERprrrRpRR R v LA B

Start
er ot !
Scroll ‘
speed slow oy o fast
I LY

spesies f\ AAA
p y"\"\f \ ﬂjy\ fy \
% ABI Chromatogram: Di\project\sekuens bambu\1st_BASE 3497203 A 1387R.ab1 :
LLLER Selected: none | Sample: 34972 1387R |File: D-'project sekuens bambu 1st_BASE_349
10 20 40 30 60 ) 20
C MN C GCTGATCTGCG GCG CCGAC TCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGG ACTG AG GGGTTICTGGG

Page1of1 Owords [J3 English (United States) 5 - 1 + 100
3. Pilih sekuens yang akan di-edit.
# BioEdit Sequence Alignment Editor m} X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
=0
¥ .
UDOCH000L - 5% DNA sequence from D:\project\sekuens bambu\1st BASE_347293_A 1387R.ab1 = | 5 )
B & [CowierNew SIS HEEEEEE o
; Side = Selection: nul Sequence Mask: Hone Stat LG ATAGGGTTTCTGGG
e B | Pastion Numbering Mask: None |
R % e ——— e Scrol -1 |
#I1DIE BV IDP A R SaE Gy g

— [ —————————

h (United States)
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4. Pilih edit sequence pada menu sequence untuk memudahkan editing.

? BioEdit Sequence Alignment Editor - [m] X
File Edit Sequence New Sequence
= Edit Sequencil
Edit all selected
~
Select Positions
Open at cursor position
Extract Positions
Go to Pubmed references
« Overwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank I -
o |[@]| =
¥ Overwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) -
UL e True positions from alignment positions l = L&
Phylogeny / Taxonomy > P
Filter out sequences containing certain characters > | Start \G ATAGGGTTTCTGGG
- uler at !
Rename »
Seroll L o
Sort > speed slow f < fast
R R R R R R ERRRN Y. X A
PCR Primers / oliges > f /\ A A fh J\a
G T oT - TAG (Y 1\ J\i“-.s} )) k‘
Pairwise alignment > =
Similarity Matrix (for pairwise alignments and shading) > —
Features >
Sequence groups (or families) >
Edit Mode >
Mask >
Toggle Color
Gaps >
Manipulations >
Nucleic Acid >
Protein >

Translate or Reverse-Translate (permanent)
Translate in selected frame (permanent)

el Toggle Translation Ctrl+G ® - 1 + 160

5. Bandingkan urutan sekuens dengan chromatogram.

# Biokdit Sequence Alignment Editor

File Edit view Zoom HorizontalScale Accesory Application RNA Window Help

=u]
-
Name: [3497233_A_1387R Sequence Type: [DNA |
Length 1351 Position: 1
True Length: 1351 True Position: 1
FortSize[10 *] Sequence: 1 outof1 I~ Lock sequence | Overwite -]

° ° Stat T 7
% 13 % 150 r at
Seroll L1 |
G GIC G 5 G speed slow y «f fast
Apply Apply and Clase Cancel |+ R Color .

9’ ABI Chromatogram: D:\project\sekuens bambu\ 1st_BASE_3497293_A_1387R.ab1

™ =  Selected none

Sample: 349 387R |Fils: D- project sskuens bamibu Lst_BASE_3

390 400 410
G -

C A A G c C A G G T A A G G T T C T T cC G c G T T G C

TTOOTTIPET A
o / / WAAAAIA /V IVAVAVA

Vertical Scale|
=
’? I
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6. Pada umumnya, bagian ujung awal dan akhir sekuens memiliki chromatogram yang kurang

baik sehingga perlu dihilangkan. Pada contoh, basa nomor 981 dan seterusnya perlu

dihilangkan.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit view

=]

e
Name: |3437293_A_1387R
Length: 1351

True Length: 1351

FontSize:|10 | Sequence:1outof1

Zoom Horizontal Scale  Accesory Application  RNA  Window Help

Sequence Type: |DNA -
Position: 1
True Position: 1
Lock sequence | Overwiite

Apply Apply and Close Cancel ¥

Stat
ruler at:
Seroll -1 I |
speed slow yy «f fast

o reapraae e

# Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit Accesory Application RNA World Wide Web

=u]

—r—r—

Name: |3497233_4_1387R

Length 1351
True Length: 1351

FontSize:[10 v | Sequence: 1 outof 1

Opticns  Window  Help

Seqguence Type: |DNA E
Position: 981 to 1098
True Position: 981 to 1038

Lock sequence | Overwrite

Apply Apply and Close Cancel ¥

Stat
ruler at:
Seroll -1 I |
speed slow yy «f fast
e preeng
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World Wide Web  Options Window Help

RNA

File Edit Accesory Application

| # Biokdit Sequence Alignment Editor

Seqguence Type: |DNA
Position: 981

=u]

3497293_A_1387R

Name:
Length 380
True Length: 980 True Position: 980
FortSize:{10 | Sequence 1 outof1 Lock sequence | Overwrite -
GG Stat o
nuler at:
Scroll L x
speed slow y «f fast
Apply Apply and Close Cancel ¥ W Color .

""" = Selected: 331.1003mple: 3497293_A_1387R |File: D- project sekvens bambu!Lst_BASE_3497293

8. Pada bagian awal sekuens, bacaan chromatogram yang cukup baik dimulai dari basa nomor

16 sehingga basa 1-15 perlu dihilangkan/dihapus/delete.

World Wide Web Options Window Help

RNA

File Edit Accesory Application

I ¥ Biokdit Sequence Alignment Editor

Sequence Type: |[DNA

=]

Name: |3497293_A_1387R
Length: 380 Position: 1
True Length: 980 True Position: 1
FortSize:[10 | Sequence 1 outol1 Lock sequence | Dverwiite
GAG GTT GC CGGACTG AG ICTGGGATTG =
2 . der at !
Seroll -1 I |
speed slow yy «f fast
ey vprren e
Apply Apply and Close Cancel ¥ W

Sample: 3497293_A_I387R |File: D: project sskuens bambu st _BASE_3497293
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Opticns  Window  Help

# Biokdit Sequence Alignment Editor
World Wide Web

File Edit Accesory Application RNA
(=]

Seqguence Type: |DNA
Position: 11015

Length 380
True Length: 980 True Position: 11015
FontSize:[10  ¥| Sequence: 1 outol 1 Lock sequence | Dverwrite -
G GTT GC GG 3G GG G St T
nder at
Scroll L :
speed slow oy « fast
YL
Apply Apply and Close Cancel + W Color

Sample: 3497293_A_1387R |File: D project sskuens bambu lst_BASE_3497293_A_1387R abl

™ & Selected 116

% Biokdit Sequence Alignment Editor

File Edit Accesory Application RNA World Wide Web

Window

Options

Help

=D
Neme: [3437293_A_1397R Sequence Type: [DNA =
Length 964 Position: 1
True Length: 964 True Position: 1
FontSize:| 10 ~| Sequence: 1outol 1 Lock sequence | Dvervrite -
2GG LG 5 G GG ] ] S
1 rules at
Scroll Lt
] TGT A AGTA CGT 5GCCGTA speed slow oy «f fast
proverees prrrrprera s IR I
Apply Apply and Close Cancel ¥ v Colot

Pada saat editing, perlu dilihat apakah di tengah-tengah sekuens yang sudah dilakukan pemotongan

pada ujung-ujungnya masih terdapat basa N. Jika masih terdapat basa N, maka perlu dilakukan

verifikasi pada chromatogram untuk memastikan basa yang benar.
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9. Buka aplikasi Notepad.

ments Web More ¥

Best match

- Notepad 3 =
App i

wder at !

| 5
low oy o fast
NN A A A KA

960

Apps

Notepad
B Sticky Notes App

"3 OneNote 2016

Search the web

£ note - See web results

Documents (1+) Recent

B wiky 53 cajanus cajan

B nNUOR

& 29°C Berawan ~ O Q) ENG 1209pm [

10. Pilih sekuens, kemudian pada menu edit pilih copy to clipboard fasta format, kemudian paste

pada Notepad.

% Biokdit Sequence Alignment Editor - o X
File | Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options  Window  Help
= Undo Ctrl+Z

Redo Ctrl+Y

Cut CrleX L_BASE_MQ?ZQE_A_\ 387R.ab1 =3 R =

o CtrleC 1 tolal sequences

Copy reverse complement | Sequence Mask: None Stant

Paste v | Mumbering Mask: None rer at|!

Paste Over shittceov || G BTERT Sy E ) @j - —

900

Paste Over Titles IR R R RN R RN RR R AR

96
Paste Onto Titles

Delete Del
Cut Sequence(s) Ctrl+F7
Copy Sequence(s) Ctri+F8
Paste Sequence(s) Ctrl+F9
Delete Sequence(s) Ctrl+Del

Copy Sequence(s) Vertically (tab-formatted)
b4 Copy Sequences to clipboard (Fasta Format)
Copy sequence titles Shift Ctrl+C

Copy sequence titles up to first '(

Search >
Select All Sequences Ctri+A
I Unselect All Sequences
Unselect All Residues l / | ¥
I' Invert title selection } { .
ENE Invert residue selections \ 2 .
v ¥
< Select to End | >
Select to Beginning '
Select Residues of Selected Sequences
Page 7 of 7 % English (United States) =] ® - 1 + 160%
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*Untitled - Notepad

4
b

File Edit Format View Help
B & :3407203_a_13878
+
-~

%
2| CTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGT TGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGT TTCTGGGATTGGCTTACCETCGCCGECTTGCAGCCCTCTETC

[
0]

Ln 2, Col 965 100%  Windows (CRLF) UTF-8 :CI?
0|

150. 282 11 e
N,

KT

oy

11. Lakukan proses editing yang sama pada sekuens pasangannya.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor

File Edit view Zoom Horizontal Scale

=]

- [ X
Accesory Application RNA Window Help

¥ ¥
B & [CouerNed Name: [3437292_A 6F Sequence Type: |[DNA

= — Length 1339 Position: 1

Mode: [Select /Side 4 T Length: 1339 True Position: 1
— — FontSize:[10 = e I~ Lock seq Overwite >
SI1DITD ont Size: Sequence: 1 out of 1 ock sequence |

Apply and Close Cancel v Colot

% ABI Chromatogram: D:\project\sekuens bambul1st_BASE_3497292 A 63F.ab1

Selected: 973.99Hmp 3F | File: D project sekuens bambu 1st_BASE_3497292_A_63F.abl
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¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - 7 X

File Edit Accesory

=]

pplication RMA  World Wide Web  Options  Window  Help

¥ % Edit 3497202_A_63F: Untitled

B & [CourierNe| Name: |3437232_A_63F Sequence Type: [DNA
Length: 972 Position: 973

Mode:[Select / Side % T Length: 572 True Position: 972

FontSize:|10 | Sequence: 1 out of 1 I™ Lock sequence | Dverwrite

£IDID

u
-

Apply and Close Cancel v Colot

Selected: 973.99Hmp 63F |Fila: D project sekuens bambu! 1st_BASE_3497292_A_63F.abl

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - 7 X

File Edit Accesory Application RNA World WideWeb Options Window Help

=]

¥ % Edit 3497202_A_63F: Untitled

H & [CouierNed Name: |3437232 4 _63F Sequence Type: |[DNA
Length 972 Paosition: 11016
True Length: 972 True Position: 1to16

FortSize:[10 ] Sequence: 1 outof 1 I Lock sequence | Overwite

Mode: [Select / Siide o

1D I

v Color

3F | File: D project sekuens bambu 1st_BASE_343729/

10
G
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12. Klik ikon kertas putih (new alignment) untuk membuat alignment baru.

V BioEdit Sequ

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA  World Wide Web  Options  Window  Help

vce Alignment Editor a *

9* DNA sequence from D\projectisekuens bambul 1st_BASE_3497292_A_63F.ab1
H B [Cosetew  ~|[11 ~|B

Mode: [Select / Shde v Selecton: ul Sequence Mazk: None Stat T
[Select / Side ~] Ehermoites Numbering Mask: Hone pubes at|!

@ 1D ILT §co BEEVIIIPESE @8

1 total sequences

Seroll =1 1 =l
$anE soad Wov g 4 st

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor a X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
= D

% Untitled2
B & [CouerNew SIS )

Mode: [Select / Side ] Selection:0 Sequence Mask: None Start
Pastion Nurbering Mask: None Tuler at

@I DIT §oo-+ BEEHNMENT
=]
|

0 total sequences

1

e T Serol LT :
o i RET Hrya@E e ST Alre

10 0 30 40 50 €0
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13. Pilih sekuens dengan cara meng-copy dari Notepad.

A9

*Untitled - Notepad

% .H\E Edit Format View Help
|>3497293_A_1387R

| CTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTT TCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCAGCTTGCAGCCCTCTGTC

=l3:57252 1 637
Mof Tc-rchGGTGGCGAGTGﬁcGGACGsGrGAGGAATACATCGGAATcTACTcTGTcGTGGGGGATMCGrAssemc-r'rAcGcTMTAccGCATACGACCTACGGGTGAMGCAG

Undo
Cut

| Copy
Delete
Select All

Right to left Reading order
Show Unicode control characters

Insert Unicode control character

Open IME

Search with Bing..

« -£:119,38% 10

= N

Ln 5, Col 955 100%  Windows (CRLF) UTF-8

14. Masukkan sekuens yang telah di-copy dengan cara import from clipboard pada menu file.

% Biokdit Sequence Alignment Editor

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web

New Alignment
Open ...

New from Clipboard

New Text

Open As Text

Save

Save As...

Retrieve sequences from GenBank or GenPept

Copy file name to clipboard

Export

Import

Import from Clipboard

Merge into Alignment based on 2 Reference Sequence
Merge from Clipboard

Append Alignment

Go te GenBank

Close

Batch ABI te SCF trace file conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data

Batch Export of (artificially) Reverse-Complemented Raw Sequence Trace Data
Revert to Saved

Graphic View
Print Window

Print Alignment as Text
C:\BioEdit\Temp\~out.tmp

Exit

Options Window  Help

ice Mask: None Start
ing Mask: None nuler at
-5 Scrol L[| .
o aE speed slow gy 4 fast
N R R R S R L

! A\
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15. Pilih sekuens dengan pembacaan reverse.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit

=]

Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help

% Untitled2
B & [CouierNew ~][n

Mode: |Se

2 total sequences

=B
S election: nul
Position: 4

g1 DIT §oo- =ENEEINIE

Sequence Mask: None
Numbeting Mask: None

Py E

/5ide |

Start
1ules at)!
Seroll -1 .
speed slow ; 4 fast

16. Pada menu sequence, terdapat tools nucleic acid, kemudian pilih reverse complement.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit

= D

Sequence
a New Sequence

Edit Sequence
Edit all selected

Select Positions

Ve

9 Untitled2
= =Y

Mode: | Select

Open at cursor position
Extract Positiens

Go to Pubmed references

Overwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank

Overwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence)
True positions from alignment positions

Phylogeny / Taxonomy

Filter out sequences containing certain characters
Rename

Sort
PCR Primers / oligos

Pairwise alignment
Similarity Matrix (for painwise alignments and shading)
Features

Sequence groups (or families)
Edit Mode

Mask

Toggle Color

Gaps

Manip

Nucleic Ad——————

Protein

Translate or Reverse-Translate (permanent)

Translate in selected frame (permanent)

Toggle Translation

106

a

Start f
ruler at
I .
b g 4 fast
N R EEE R RERR N KRR RN
> Nucleotide Composition
> Base composition and mass export (monoisotopic)
> Base composition and mass export with average masses

Complement

Reverse Complement———— ShiftsCtrl+R
’ DNA->RNA
’ RNA->DNA
’ Translate g
’ Find next ORF
> Find ORFs from a list of positions k
. Create Plasmid from Sequence [
Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1
codon search
C
Restriction Map
’ Sorted Six-Frame Translation
> Unserted Six-Frame Translation
> T \\‘ S e e S S —— e
\ / \ \,
= 4

Ctrl+G
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17. Untuk mensejajarkan sekuens forward dan reverse, pada menu sekuens, pilih pairwise

alignment, kemudian pilih align two sequence (allow end to slide).

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - a %

Fil Edit
e ! New Sequence

2D Edit Sequence
Edit all selected

Select Positions

Open at cursor position
Extract Positions
Go to Pubmed references
Overwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank I St
1
Overwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) fulet
- Seroll e 1 D
True positions from alignment positions speed slow g, 4 fast
T s fregeen AR RN E R RN ERR R PR
Filter out sequences containing certain characters >
Rename >
Sort >
PCR Primers / oligos >
Pairwise alignment — > Align two sequences (optimal GLOBAL alignment)
Similarity Matrix (for pairwise alignments and shading) > Align two sequence (allow ends to S
Features > Calculate identity/similarity for two sequences
Sequence groups (or families) > Dot Plot (pairwise comparison)
Edit Mode > —
Mask >
Toggle Color 30
G G G G G C
Gaps > .
A
Manipulations > b I\
/ ~ VN
Nucleic Acid > / L ~ ~ ‘.\ - I \/ \\ -
y ;N\ N\ f £\
Protein > 7/ N \\ X \/
Translate or Reverse-Translate (permanent) t - =
»
Translate in selected frame (permanent) —

Toggle Translation Ctri+G
¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - =) X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help

é’ 8
HE &% Q) F [Couerlew =l :
* i

»

% C:\Biokdit\Temp\~out.tmp
B & [CoueNew [ B

Mod 7 - Selection: null Sequence Mask: None Stat [
S| suect/ S [E Postion: Numbering Mask. None ruer b1

el * 1] | B oL

2 total sequences

£ IDIT oo B
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18. Untuk membuat sekuens consensus atau gabungan sekuens forward dan reverse, pilih kedua

sekuens.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - u] X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
=}

G52 B = [Coivias Mo = T | 1
B 2 [Cod % crBiokdit\Temp\-outtmp
" Mode: £ O 8= [ =B 2 total sequences

é,ID-Mbde

Selection nul Sequence Mask: None Star
Positon: Numbering Mask: None g

& 1D IT § oo+ BENMEEINIPEE SwE ey qe
=T el Dl Rl b R ALY R ALY LA AL LALAY ALY RAELY LLLLY L/

Select / Side v

19. Pada menu alignment pilih create consensus sequence.

¥ BioEdit Sequence Alignment Editor — a X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options  Window Help
=D Minimize Alignment

Minimize alignment to mask
b Generate list of PCR products for selected sequences using top selected sequence as primers

= - Sequence Identity Matrix
=] E\ &850 ©
1 y Sequence difference count Matrix

-~ Bak Create Consensus Sequence
Entropy (Hix)) plot

Y Mode: [Edit

Toggle Translation Cerl+T
Positional Nucleotide Numerical Summar, Start
@ 1D ! | s tet]!
Positional Amino Acid Numerical Summary 5 s -
Positional frequency summary (any characters, ~-. are gaps) = speed slow s « fast
: [rvvvponnnpnnnn oo praen pnvnn e
3457292 Find Conserved Regions 1 L] ]
Similarity Matrix (for shading) >

Strip columns containing gaps
Plot identities to first sequence with a dot
Information scan

Create IUPAC consensus in selected columns (nuclectide only, no threshold)

Flush the alignment (pad ends with gaps to longest sequence)
Create cell matrix of positions under current % identity
mtDNA >
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20. Hasil consensus sekuens akan muncul. Sekuens dapat disimpan di dalam format pasta dengan

cara di-copy ke Notepad dengan fasta format. Ketika akan disimpan, pilih A/l files kemudian

simpan file dengan format namafile.fasta. Sekuens siap untuk digunakan lebih lanjut.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - a X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help

=D

¥

(== & e o o I i B CTm | 1

v ¥

»

B & [Co % caBiokdit\Temp\~outtmp
Y Mode: [Edi H & [Cuwten  ~][11 ~|B

4 Mode 17 5kde v Selection nul Sequence Mask: None Start
g 1ID] Select / Side Position Numbering Mask: None e

2] I Scroll el | |
€ 1D IT §oo+ BEEHE IERT I : e e
5 I R R

J'total sequences

$:2|CATGAT 1%
TEY|GATEAT
vy

4.2 Pembuatan alignment multi sekuens, analisis kekerabatan, dan pembuatan pohon

filogenetik dari sekuens menggunakan software MEGA11.

MEGA (Molecular and Evolutionary Genetic Analysis) adalah software yang dirancang untuk

melakukan analisis komparatif antar sekuens dengan penekanan khusus untuk menganalisis

hubungan evolusi (Kumar et al. 2008).
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Langkah-langkah untuk melaksanakan analisis dengan sofiware MEGA11 adalah sebagai
berikut:

1. Buka software MEGA 11.

B Molecular Evolutionary Genetics Analysis

- O X
File Analysis Help.
" ") (& ™ T 4 & L ) @ +
—r o R o S - — p— e N’ L p—

¢ @m = 8 @ @ ¥ ° "

Pilih edit/build alignment, kemudian pilih create new alignment. Di dalam contoh kali ini,

sekuens yang digunakan adalah DNA. Oleh sebab itu, pilih DNA.

Molecular Evelutionary Genetics Analysis

- [=] ®
File  Analysis Help
1 .: = i +
&) @) (&) (E) W) ©)
] ol rencay wERTEE ancimows sgcnos i asa
& Open Saved Alignment Session.. P
& show Web Browser o
# Query Databanks P
[E] Do BLAST Search
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&

File Analysis Help

TS S 1 o L -
\r/ S N/ \.j_L/ \..1_1:/ E/ @J el A\ = Alignment Editor
ALEN DA MODES  DATANCH  CSVERUTY FNTIOGANT USINTEGL NCHTOR MLICTGN  RATE

Salect an Optio

# Create a new alignment
o ) e [To | ey

Dene Loading

& - » o e a8 ¥ o

WELFDOCS ENAMPLIS  CTAMGM  BUSOTEUG  UPDATES  MEGAUNKE TOOLEAR PELPERIMCES

@

File  Analysis Help

TA| = (Y ([
)& eI & E ) E W3

% 14 A

Data  Edit  Seach  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help

(=A% EmEBre ri «DXBxa+s ar @

0
1]
e

Data Type for Alignment

Are you building a DNA or pratein sequence alignment?

DA Protein Cancel

(2] = » L) e L) ¥ o

WELFDOCS EKAMPLIS OGN IURORTEUG  UPDATIE MIGAUNKE TOOUBAR PRITERINCIS
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insert sequence from file.

Untuk memasukkan sekuens yang akan digunakan, pada menu edit di window alignment, pilih

File
- [m] x
1’!/ Alignment  Web  Sequencer  Display  Help
. ~
O | ri. «0DXBxa(+3anr @232
DNA sequ Copy @
, Speciesia °< Cut P
= 1. Sequer [T Paste
= % Dolete €
@ Delete Gaps B
# Insert Sequence From File
= Select Sitefs)
5 Selget Sequencels)
] Sedect All
* Allow Base Editing
Modify All Bases To Upper Case
& w o B3
woocs axamn oo

Pilih sekuens yang akan disejajarkan. Kemudian, setelah seluruh sekuens terunggah (upload),

maka delete sekuens kosong (sequencel) sehingga tersisa sekuens yang akan kita masukkan.

File Analysis Help
™) (2) (k) () (£) (&) («) () (n) (©) (+
L iy L S L - - L S’ S S
.
et =
= [E Open existing file X
Qaaa
) L
1« v 4 1« project > fungi > v U 0 Search fung i
| Organize = New folder E- m @
sekuens bambu *  Name Date modified al
& Oneliive B8 SeqResult-168976-188743-repeat 01/12/2020 12:35 pm
1 SeqResult-169434-189068 03/12/2020 1:02 pm
= This PC C 30/11/2020 1:27 pm
B 3D Objects Al 01/12/2020 12:45 pm
B Desktop Gl 30/11/2020 11:37 am
B D ] Ha 01/12/2020 12:51 pm
Hx1 30/11/2020 11:03
& Downloads & ik sl
i M ke 30/11/2020 11:20 am
& Music ) gh 03/12/2020 1:14 pm
& Pictures M) 03/12/2020 1:09 pm
B videos Hp 30/11/2020 11:24 am
2. Local Disk (C) Hpc 30/11/2020 1:35 pm
[ o NewVolume @3 E| Pm 30/11/2020 11:31 am
P 30/11/2020 11:28
< New Volume () . 4 o
Hpe 30/11/2020 11:41 am
W Network & IMG _NA7 NR/10/2N30 202 nm s
v € >
File name: "Pt" “Ak” "Ch" "H" "Ha" "K1" "K' Kh' > | ANl (%) v
[+ [ ] s L] e (-] ¥ (-] Open Cancel
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Ewnn ular Evolutionary Genetics Analysis -
Flle  Analysis  Help
i TA [ M11: Alignment Explorer (Ptfasta) . o X
g

auen A

Data Edit Search Alignment Web

f=B% EwE w6l r L

wovels o

Sequencer

Display Help

«OXBxal+Hanr @232

DNA Sequences Translated Protein Sequences

RECENT PUBLICATIONS.

o ) »

HELP BOCS EXAMPLES  CITATION R

<

Pada menu alignment, pilih align by clustal W.

‘-,h./ @ %) | [0 M19: Aligaament Explorer (Pt fasta)

o e d Dota Edt Seach [T
O=B% En

e e

£ OMA Sequences Translated Prt o) o by MUSCLE

== St & Align by MUSCLE (Codons]
g':. ® Mark/Unmark Site
4P i Align Marked Sites
5P Unmark All Sites
6K 2z
i Delete Gop-Only Sites
8 Ke  Auto-Fill Gaps
a K1 C CMC T
10. Ha
1M H
12.¢h
13 Ak

Im———

& -} »

<

Display Help
DXBxa/+Fap @32
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E\ ar Eve nalysi
File Anakysis Help
- | .
W) (1) () (B asen
A N
s eam weoms o Dota Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
o e SR - -
(RS EmEre ri «0XBxa+aanp @238
| DMA Sequences Translated Protein Sequences T
Confirmation
O Nathing selected for alignment, Select all?
e —

& wm o o B
wairpoc tames  cuncu e e
Lt b3

figament E
Edit Search Alignment  Web Sequencer Display Help.
s B= BDBwE|lrel r 1 «0 KD x & |+ & ar @3 g8
DMA Sequences Translated Protein Sequences. N
SpedesiAbbr
LR [T TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGT TCAGCGGGTATTCCTACCTAATCCGAGG TCAACCACTAGAAGT
2.Pn TTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCACTAAAAG s
3 Pm MfTCCcTCC6ETTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCACTAAAAGAT
4P CTACCTAATCCGAGGTCAACCACTATAAGTTATAGGGGGTTTTACGGCAAGCAGCTACAGCCTCCCTGAA
5P AT TCATTAGCCGACTTTTTTTTAAAAAAAAATGTTGTTTGATTTATCCCCGBATCCATGAATGAATCCCE
6 K ATGGAAAAAAATTCTAACTCCAAACCCATGTGAACTTACCTCTTGTTGCCTCGGCAGGGCCTACTGGGGC
i) ATGGAAAAAAATTCTAACTCCAAACCCATGTGAACTTACCICTIIGITGCCTCGGCAGGGCCTACTGGGGE
8 Ke CTCGGTAATGATCCTTC (o TATGCCTACCTGATCCGAGGT
9 K1 CCCTCCTCCGCTTATTG| —v ptions ATCCGAGGTCAACCTGGTTAA
10. Ha AAATTGGTTCCTACCTG aBGATTGCCGTTTTGCTGATGGC
11 H AATGATCCTTTTCCTCC CCTACCTGATCCGAGGTCAAC
12.ch ATEAGAAAAGCCCTTGTT| Palrwise Alignment GCGACGCGCCCTCGGATAGARA
13 Ak fITTCCTCCGCTTATTGAT TCGAGGTCAACCACTAAAGAT
Gap Opening Penalty 15.00
Gap Extension Penalty 666
Muiltiple Allgnment
Gap Opening Penalty 15.00
Gap Extension Penalty 665
* Matrix =
7) ey ) Cancel
Done Loading
[+ = »
vairpoct mmawens  camcu e .
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6. Hasil alignment menunjukkan terdapatnya beberapa sekuens yang dibaca dengan arah yang

berbeda dari sekuens lainnya (Pc, Ki, Kh). Sekuens tersebut perlu di-reverse complement

terlebih dahulu, untuk kemudian dilakukan pensejajaran ulang.

E lecular Evodutionary Genglics Anabysis
Fie  Analysis  Help| [ M11: Alignment Explorer (PLfasta)
A= Dats  Edit  Seach  Mignment  Web  Sequencer  Disply  Help
YU lo=sasEmErerl «0xXBxal+8anr @298
____________________ DNA Sequences Translated Protein Sequences
SpaciagiAbbey s -
1 1A
= 2.Pn
ol iPm
4Pg 1
5P
. K1
9.K1
sekuens i
11H
yang perlu e
di-reverse TLAK
complement
e = (» S
mres s v sue g 721 £l ®uith Owogsps

>

Selected qenetic code: Standard

o B

7. Klik kanan pada nama sekuens, kemudian pilih reverse complement. Jika sudah, lakukan

alignment kembali.

I T m————e
File  Analysis  Help| [ M11: Alignment Explorer (PLasta) - D X
™ o Data Edit _Seard! Mignment  Web Sequencer Display Help ;
‘jfj”‘g’ﬂﬂiaﬁlﬁihiwﬁfl «DxBExa +F[apr ¢ 8Q
""""""""""""""" DMA Sequences Translated Protein Sequences.
Species/Abba
o e
= 2P
= ENl f CA z c : GG . €
- o TACCETACAGTCGTTTGTTTTCAAGCTACAATATCTG GAAAATTGTTCAA CTGAGGGGT samsutesr
- 5P Edit Sequence Name A C - ;
klik kanan | 6K Edit Group Name
; z Show Information
?aKrL [ Edit Sequencer File
1LH Refer to Genbank
12.ch
o BLAST Sequence
0 copy
* Cut
M Paste
X
| I Revesse Complement ]
+ Undo
& = » < > =
WELFDOCH ENAMPLES  CRATOM Si_kl 1179 _:—! (®) with Owﬂﬂ Selected qenetic code: Standard =
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8. Hasil alignment sudah benar jika terdapat region atau bagian dari seluruh sekuens yang telah
disejajarkan dan hasilnya benar-benar sejajar. Sekuens yang disejajarkan pada contoh tidak

akan sama 100% karena berasal dari spesies yang berbeda.

B Molecular Evolutionary Genetics Analysis
File  Analysis Help| [ M11: Alignment Explorer (Pt.fasta) - o X
w (1) (@ Data  Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help
oY e EnETe rl «OXBxal+FHanr 32
DNA Sequences Translated Protein Sequences
SpeciesAbby |*|= [+ | x| =+ vl= | ==« e x[x[=[x v = x x[xw[s]x]x x| wlw[x] | (e[ [= xx]x e[s ] x]xx x 0 w]xx[x] <[ 0]z 5 2w > @
, 1R it
= 2.Pn
Sl 3.Pm
4.Pc oatmankEr
5P
6.Ki
7.Kn
8 Ke
9 K1
10 Ha
1MH
12.ch
13 Ak
xece pomATIONS
8 W » < ] > PN
pvock pannes cmen s jtg g |542 : ® with O w/o gaps Selected genetic code: Standard i
9. Export file alignment ke mega format melalui menu data.
File  Analysis pment Explorer [Ptfasta) = a *
. = Search Alignment  Web  Sequencer  Display Help - ;
N/ N Brelri «0xXBxal+anr @2
bein Sequences. E
OO OO OO OO C OO OE NN OR OO OO oo OO oLoonoon @,
4
< o, i
MEGA Format
NEXUS/PAUP Format
T Translate/Untranskate
Genetic Code
Reverse Complement
Reverse
Complement
Quit
[rrp—
e ® @ & > L =
muroocs wamnss cwnow wd ey (595 E @i Owlo gaps Selected qenetic code: Standard —
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10. Untuk mengetahui model terbaik yang akan digunakan dalam pembuatan pohon filogenetik,
maka pada window utama, pilih menu models, kemudian pilih find best model. Pilih file

alignment yang sudah disimpan sebelumnya. Pada pilihan metode default, pilih ok.

Im Molecular Evolutionary Genelics Analysis
File Analysis Help

- W) ) D)+
L gt L st s
L= Eh RELELC N mATEY [33=4 3 fat B R
{ ';‘L:: Estimate Substitution Matrie (ML),
= B Estimate Transition/Transversion Bias [ML)...
-,
Compute MCL Substitution Batrix
Compute MCL Transition/Transversion Bias
Compute Pattern Disparity Index
Compute Compoasition Distanoes
B Compute Amino Add Compasition
B Compute Nudectide Compasition
B Compute Codon Usage Bias
m Molecular Evolution
File Analysis Help
m Choose a Data File to Analyze X
T « project » fungi v D £ Search fungi
Organize ~ New folder E~- ™ @
~- New Volume (D:) ™ Name Date modified
sekuens bambu nofita 20/01/2021 4:45 pm
@ OneDrive raw 03/12/2020 5:50 pm
restriksi 07/12/2020 5:00 pm
5 This PC # alignment 03/12/2020 6:01 pm
¥ 3D Objects ) new 14/02/2022 1:20 pm
I Desktop
Documents
¥ Downloads
J} Music
&= Pictures
E Videos
i . Local Disk (C)
w New Volume (D)
w New Volume (E:)
. v < >
File name: |new ~ ‘ MEGA file ™
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M11: Analysss Preferences

Y AsS/ | Model Selection (ML)

- G,
AMALYSIS

Tree to Use - Automatic (Neighbor-joining tree) "

-
Statistical Method = Masmum Likelihood
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type  =*  Nucleotide

DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatrment -+ Use all sifes

Branch Swap
SYSTEM RESOURCE USAGE
Humber of Threads =

ilter =+ Naone

-
el

11. Pada window hasil model terdapat beberapa model yang ditampilkan. Dari sekian tampilan

model, maka model yang terbaik adalah model yang teratas. Pada contoh yaitu K2+G+I.
model terbaik dipilih dengan mempertimbangkan jumlah parameter, Bayesian Information

Criterion (BIC), dan Akaike Information Criterion corrected (AICc).

/0 eca Caption Expert: Find Best-Fit Substiution Model (ML) - 9 X
Flo  Edt  View  Hep
@80
2% 20653 679 20463 521 00 1.33 0250 0250 0250 0250 0.054 0054 0143 0054 0.143 0054 0054 0143 0.054 0.143 0.054 0054
™ 2 20655573 20458 105 10201084 0.14 2068 133 0256 0256 0242 0242 0.055 0052 0.130 0.055 0.130 0052 0.055 0.147 0.052 0.147 0.056 0.052
HIY +Gel 2 20673833 20461749 -10201796 014 301 133 0262 0253 0240 0244 0054 0052 0139 0056 0137 0052 0056 0145 0052 0149 0.054 0052
K2+1 5 20682 522 20400672 10224778 015 n/a 118 0250 0250 0250 0250 0.057 0057 0135 0057 0.135 0057 0057 0135 0.057 0135 0057 0057
To2e| 2% 20684 360 20404 210 10221042 015 nfa 118 0258 0258 0242 0242 0.050 0056 0131 0050 0131 0056 0050 0140 0.056 0.140 0050 0056
K2+G 2% 20692 674 20500624 10220054 n/a 082 144 0250 0250 0250 0.250 0.051 0051 0.947 0051 0.147 0.051 0.051 0.147 0.051 0147 0.051 0.051
T92+G %6 20694 530 20504 371 -10226122 n/a 082 144 0256 0258 0242 0242 0053 0050 0143 0053 0143 0050 0053 0152 0050 0152 0.053 0050
THO3+G+l 30 20605122 20475730 -10207 781 014 312 112 0262 0253 0240 0244 0.060 0057 0151 0062 0.104 0058 0062 0110 0.058 0.162 0.080 0057
HIKY+1 o] 20702 744 20457 968 10220611 015 nfa 118 0262 0253 0240 0244 0.058 0055 0132 0.060 0130 0056 0060 0137 0.056 0142 0058 0054
GTR+G+| »n 20706.354 20465040 -10199.419 014 305 133 0262 0253 0240 0244 0059 0042 0946 0061 0131 0045 0.046 0138 0065 0156 0.047 0.064
HKY+G 2 20712848 20507 871 -10225863 na 082 144 0262 0253 0240 0244 0052 0049 0144 0054 0142 0050 0054 0149 0050 0154 0052 0049
NG| 20 20728 876 20516762 10220318 015 nfa 097 0262 0253 0240 0244 0064 0061 0136 0066 0102 0062 0066 0108 0.062 0146 0064 0061
GTR+ »n 20724 563 20500556 -10218.183 015 nfa 119 0262 0.253 0240 0244 0.063 0045 0934 0065 0120 0048 0.050 0136 0.060 0144 0.050 0.067
GTR+G » 20745871 20511 864 10223837 n'a 082 143 0262 0253 0240 0244 0056 0042 0156 0058 0120 0045 0.046 0136 0.050 0167 0047 0058
TNIG+G 2 20823.585 20611511 10276677 na 222 115 0262 0253 0240 0.244 0.059 0056 0139 0061 0120 0057 0061 0127 0.057 0.148 0.059 0056
SO G 25 20831063 20648214 10200040 014 352 0.50 0250 025 025 0250 0.063 0083 0.083 0083 0083 0043 0083 0063 0.083 0083 0083 0063
JC+ 24 20850 762 20675222 -10M3557 015 nfa 050 0250 0250 0250 0250 0.083 0063 0.083 0083 0.083 0083 0.083 0083 0.083 0.083 0.083 0083
JC+G 4 20867 451 20691 911 10321902 na 088 050 0250 0250 0250 0250 0.083 0083 0083 0083 0083 0083 0083 0083 0083 0083 0083 0083
K2 4 21150633 20975004 10463483 na n/a 099 0250 0250 0250 0250 0.063 0063 0125 0063 0125 0063 0063 0125 0.063 0125 0.063 0063
Taz 2% 21152192 20060342 -10450613 nfa nfa 0.99 0256 0256 0242 0242 0.065 0061 0921 0065 0121 0061 0.065 0128 0.061 0128 0.065 0.061
HKY F 21170.862 20973394 -10450620 na nia 099 0262 0253 0240 0244 0064 0060 0122 0086 0120 0061 0066 0126 0.061 0131 0.064 0.060
TNO3 28 21T 13 20073336 10458595 na n/a 099 0262 0253 0240 0244 0.064 0060 0128 0066 0.113 0061 0066 0119 0.061 0138 0.064 0.060
GTR k2 21202066 20075367 10456594 n/a nia 1.00 0262 0.253 0240 0.244 0.067 0054 0128 0069 0.113 0056 0050 0.119 0.070 0138 0.058 0.069
L n 21262208 2123978 10538939 na nfa 050 0250 0250 0250 0.250 0.083 0063 0.083 0083 0.083 0083 0.083 0083 0.083 0.083 0083 0083
NOTE - Masess BiC By 17 deses the best For each model, AKCE value (Akike INFOmation Crtenon, comected), Mamum Likeinood vakst (nL), and the number of paramelers. (RokaBng brasch lenging)
e 2156 presented [1) NGA-UNFOMEY Of SvOlGANANY FA03 AMONg Ses May Dt Mostked by using 3 disdrete 5 3 assuing that a sees ‘imeneves apphcabie, estinates of shape parametes
andior ot of each model, as well They ane folowed by Tor £aCh nuckeolide pair Relalive values of nstantaneous ¢
SHOUKI D CONSErSd When EVALANING Mem. For SIMPICEY, SUM Of [ Vaes 15 Made £qual 1o 1 1af 63N Model. FOr £SOMAtng ML Valses,  Tee polgy Was JUOMmanical COMPUIEG. THES analysts Ivoled 13 NUCIeOlos SeqUences. Thers were a 10l of 2023 POSBONS In Mhe fnal datase
Evoltionary analyses were conduced In MEGAT (2]
. TR: General HiY- H s TNG3: Tamora-Mei. TS Tamura 3-parameter. K2 Kimura 2-parameter JC- Jukes.Caniot dhvs
s . ot
e o s — .
e L T g e T e e e ey .
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12. Selanjutnya, untuk pembuatan pohon filogenetik, maka pada window utama pilih menu

phylogeny, kemudian pilih metode yang akan digunakan dalam pembuatan pohon filogenetik.

Pada contoh kali ini dipilih metode maximum likelihood.

[ED Molecular Evolutionary Genetics Analysis
File  Analysis Help

o ) () (W ?I:lfi_ln’:‘é o) (&) () (&) (*

- g S’ —
aw wooms  ourawct ontass
L Construct/Test Maximum Likeihood Tree.
s Em l'
HARES ORI T
' ' I Construey/Test Minimum-Evehation Tree_..
= a) £ Construch/Test UPGMA Tree...

M Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

= Open Tree Session

& - » L] e & ¥ o
WELPDOCH SEANPUS  CRANON SEPONTHG UFOMTES  NATA LN TOOLAA -

Fle  Analysis  Help

Use the active file?

.@ Would you like to use the currently active data (new.meg)?

[[] Remember to reuse currently active data.

(=] on

m) (1) (=) (&) (n) (2) (&) () (=) (m) (@) (+
N L L L M - j — L o L — S’ L
| = @
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13. Pada pilihan berikutnya, ubah model agar sesuai dengan hasil best model. Ubah model
menjadi Kimura 2-parameter, rates menjadi gamma, dan number of discrete gamma
categories menjadi 5. Selain itu, dapat juga dilakukan penambahan uji filogeni menggunakan
bootstrap. Nilai bootstrap dapat diubah sesuai jumlah pengulangan data secara random yang
kita inginkan; umumnya antara 1-10.000. Semakin tinggi nilai bootstrap maka analisis
membutuhkan waktu yang semakin lama. Pohon filogeni hasil bootstrap menunjukkan

apakah clade atau cabang yang dihasilkan tanpa bootstrap masih dapat dihasilkan.

File  Anslysis  Help
M11: Analysis Prefesences
(] 1A = - - . =)
S i S d? ¥ E E, | WY | Phylogeny Reconstruction
H AR ANALYSIS @
3 b Statistical Method = Maximum Likelibood o
L 2 PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny Boolstrap method
Mo. of Bootstrap Replications 100
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type =
Model/Method
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites Gamma Distributed (G}
Ma of Diserete Gamma Categories 5
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment = Use oll sites
TREE INFERENCE OPTIONS
ML Heuristic Method = Nearest-Neighbar-Interchange (NN
Initial Tree for ML~ Make initial tree autematically (Defoult - NiBioNg
Branch Swop Filter = Nove
SYSTEM RESOURCE USAGE
Number of Threads - 3
Help %) Cance
e ™ = ®» @ @ ® @ ‘_m
B M11: Tree Explorer: (new.meg) - [s]
File  Search  Image  Subtee  View  Compute  Ancestors  Caption  Help
B80 YO £E£ >0
g PlA Original Tree Bootstrap consensus Tree
* [ Taxon Names
* Layout N P
" Subtres Ax
v
* []Branch Lengths
Ke
* [ statistics/Frequency/Info
0
; 5 5 =
@) Frequency (J Site Coverage () Node IDs K
Font... W
" = »
6 =] FontSize ™)
Kh
Placement  Automatic ¥
Distance From Node (Pixels) Pe
Horizontal |5
Pn
Vertical 5
w0
) S 2
[JHide Values Lower Than [0 [2] % ”
P
- ] Distance Scale
o H
Line Width 1pt >
Caption /—Ha
Font... 00
FontSize |6

Scale Length [0.50 =

Logl = -10453.09

Ready
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15. Tampilan pohon filogenetik dapat diubah menggunakan fools yang terletak di samping

diagram.

[ 841 1: Tree Explorer: (new.meg)
File  Search Image Subtree View  Compute  Ancestors  Caption  Help
B0 YO <EE 0

~ Original Tree Bootstrap consensus Tree
* [/] Tanon Mames

" Layout

€ oo Style
Traditional & Rectangular
Radiation ¥ Straight

5 Circle 4 Curved

<" Drag to Resize Tree
*€  Rooton Midpoint
& Rooton Outgroup

Tree Width
Tree Height

' Subtree
* [ Branch Lengths
* [ statistics/Frequency/info
(®) Frequency () Site Coverage () Node IDs
Font...
e ? Font Size
Placement  Automatic b

Logl = -10453.09

Ready

(B M11: Tree Explorer: (new.meg)

File  Searcch Image  Subtree  View Compute  Ancestors Caption  Help
BEO Y0 ££E4& >0
.

'~ Original Tree Bootstrap consensus Tree
+ [V Taxon Names ‘

Tree Style

Toggle Scaling of the Tree

Auto-size Tree

- :a:ml‘rh‘g

Drag to Resize Tree

Root on Midpoint

Root on Outgroup

v '

Tree Width

Tree Height H

 Subtree

[ | Display Subtree Separately

Format Subtree... 50
[Juse Subtree Draw Options
[] Use Subtree Group Options

HE | Root Tree

LoglL = -10453.09

Ready
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Catatan:
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BAB YV
DESAIN PRIMER

Primer adalah sekuens DNA sintetis yang komplementer dengan bagian yang akan
dianalisis dari total DNA/RNA dalam proses Polymerase Chain Reaction (PCR). Primer dapat
diperoleh dengan cara melakukan desain primer. Desain primer dilakukan secara in silico,
yaitu merancang primer dengan bantuan suatu software Bioinformatika, sehingga
mendapatkan suatu primer sesuai kriteria primer yang baik untuk amplifikasi. Software
tersebut akan secara otomatis menentukan primer yang layak pada suatu sekuens untuk
kemudian digunakan di dalam amplifikasi.

Aktivitas perancangan/desain primer dilakukan untuk memperoleh primer yang dapat
digunakan dalam amplifikasi DNA dengan metode PCR. Desain primer yang baik sangat
penting, karena keberhasilan amplifikasi DNA sangat bergantung pada ketepatan primer yang
digunakan. Primer yang digunakan dalam proses PCR harus dapat membatasi daerah yang
akan diamplifikasi/diperbanyak. Primer yang didesain mempunyai fungsi sebagai pembatas
fragmen DNA target yang akan diamplifikasi. Desain primer yang bagus sangat penting untuk
keberhasilan reaksi PCR. Oleh karena itu, desain primer ini penting sebagai kunci untuk
amplifikasi spesifik dengan hasil tinggi. Beberapa soffware yang dapat membantu melakukan
desain primer di antaranya adalah:

1. Oligo Analyzer 1.0.2.
Oligo Explorer 1.1.0.
Primer3.
NetPrimer.
Eurofins Genomics’ Primer Design Tools.
PrimerQuest.
Primer BLAST NCBI.
SnapGene.

A e A A o B

RExPrimer, dan lain-lain.

. Mega X.

—
o)

Beberapa sofiware harus di-install seperti Oligo Explorer, sementara kebanyakan
software berbasis web. Sekuens primer sebaiknya tidak mempunyai daerah yang dapat

berikatan baik dengan internal primer tersebut maupun dengan primer pasangannya.
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Selanjutnya primer menggunakan pasangan basa yang komplementer dan tidak memiliki
banyak binding sites dalam genom target. Primer yang dirancang ini juga tidak menempel
pada banyak molekul dan hanya dapat menempel dengan baik pada daerah spesifik yang
ditargetkan.

Konsep pensejajaran sekuens (sequence alignment) merupakan pengaturan timbal
balik dari dua sekuens atau lebih. Pensejajaran yang optimal adalah yang memperhatikan
paling banyak kesamaan dan kemiripan sekuens serta kemungkinan sekuens-sekuens tersebut
memiliki kesamaan fungsi. Dari jumlah sekuensnya, sequence alignment dapat dibagi
menjadi dua kategori, yaitu: pairwise allignment dan multiple sequence alignment. Sementara
itu, sequence alignment ditinjau dari lingkup pensejajarannya dibagi menjadi dua yaitu: global
alignment dan local alignment. Global alignment adalah mensejajarkan dua sekuens yang
panjangnya relatif sama dan bertujuan untuk mensejajarkan setiap basa yang dapat
disejajarkan dari ujung 5’ hingga ujung 3. Local alignment bertujuan untuk mencari apakah
sekuens yang disejajarkan memiliki kesamaan motif atau region tertentu, yang mana
umumnya panjang sekuens memiliki perbedaan yang cukup besar. Pairwise alignment yaitu
mensejajarkan dua utas sekuens, sedangkan multiple sequence alignment bertujuan
mensejajarkan beberapa sekuens sekaligus. Berbagai perbedaan alignment yang digunakan
dapat dilihat pada gambar di bawah ini:

Local Alignment

5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3°

1 0 0 A A e
[ Query sequence |5 TACTCACGGATGAGGTACTTTAGAGGC 3'

Global Alignment
5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3'
NERRNRRRAR L D [ T LA B

5' ACTACTAGATT----ACGGATC--GTACTTTAGAGGCTAGCAACCA 3°'

“ Multiple Sequence Alignment (MSA)

e
e e
EE e
S i 2

Sumber: https://www.majordifferences.com/2016/05/difference-between-pairwise-and-multiple-

sequence-alignment.html
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Tujuan dari alignment adalah untuk melihat homologi atau kesamaan relatif dari suatu
gen atau produk gen, baik pada data yang kita miliki maupun pada database. Informasi
kesejajaran sekuens ini berguna untuk menjawab pertanyaan, misalnya:

1. Mengidentifikasi sekuens dari struktur yang belum diketahui.
2. Mengidentifikasi kesamaan region yang terkait dengan evolusi molekuler.

3. Mencari motif tertentu untuk pembuatan primer.

Pada umumnya tahapan desain primer dari suatu sekuens DNA adalah:

1. Menyiapkan data hasil sekuens gen atau region yang akan dibuat primernya dalam format
FASTA, atau

2. Mencari sekuens DNA organisme target dengan membuka situs web GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk
dengan memasukkan nama gen atau target region yang diinginkan beserta nama

spesiesnya.

3. Menentukan bagian sekuens DNA spesifik, jika ada bagian yang harus ikut dalam produk
PCR.

4. Menetapkan dan meng-input kriteria primer yang diinginkan.

Kriteria pemilihan hasil BLAST untuk desain primer spesifik gen dari isolat yang telah
diketahui nama spesiesnya untuk digunakan pada saat alignment dan analisis pemilihan region
konservatif yaitu:

* Pilih hasil BLAST yang memiliki identity paling tinggi dan spesies yang sama dengan isolat
yang kita miliki.

* Gunakan sebanyak mungkin agar dapat melakukan multiple alignment.

* Gunakan juga spesies isolat lain dengan identity yang rendah sebagai pembanding.

* Simpan file ke dalam format fasta/multifasta.

* Cek region konservatif untuk digunakan sebagai region desain primer (software BioEdit).

Aplikasi primer antara lain:

1. Kloning gen (gene specific primer (GSP), degenerate primer, adapter primer).
2. Analisis ekspresi gen berbasis PCR dan Real Time PCR.

3. Konstruksi probe untuk analisis Northern-blot, Southern-blot, dan Micro-array.

4. Perunutan DNA (DNA Sequencing).
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Stabilitas suatu primer mempengaruhi penempelan primer pada template. Primer yang
baik adalah primer yang memenuhi kriteria parameter primer. Akan tetapi, kriteria primer
yang baik berbeda-beda tergantung aplikasinya. Contohnya primer yang digunakan untuk
analisis qPCR akan berbeda kriterianya dengan primer untuk analisis mikrosatelit. Primer
yang digunakan untuk mengambil sekuens gen yang akan dikloning akan berbeda kriterianya
dengan primer yang akan digunakan untuk PCR koloni bakteri hasil kloning gen. Perancangan
primer harus memenuhi beberapa parameter kriteria antara lain:

1. Panjang primer

Pada umumnya panjang primer berkisar antara 18—30 basa. Panjang primer lebih dari
30 basa tidak akan meningkatkan spesifisitas primer secara bermakna dan hal ini akan
menyebabkan harga yang lebih mahal. Sedangkan primer dengan panjang kurang dari 18
basa akan menjadikan spesifisitas primer menjadi rendah. Pada primer yang berukuran
pendek kemungkinan terjadinya mispriming (penempelan primer di tempat lain yang tidak
diinginkan) akan tinggi; yang akan menyebabkan berkurangnya spesifisitas dari primer
tersebut. Hal ini nantinya akan berpengaruh pada efektivitas dan efisiensi proses PCR.

2. Komposisi primer.

Urutan nukleotida yang sama perlu dihindari, karena dapat menurunkan spesifisitas
primer sehingga memungkinkan terjadinya mispriming di tempat lain. Jumlah Basa G dan
C (GC content) di dalam primer yang ideal sekitar 40-60%. Kandungan komposisi (G+C))
(persentase jumlah G dan C) sebaiknya sama atau lebih besar daripada kandungan (G+C)
DNA target, karena primer dengan persentase jumlah (G+C) rendah tidak akan mampu
berkompetisi untuk menempel secara efektif pada remplate, sehingga menurunkan efisiensi
proses PCR. Urutan nukleotida pada ujung 3’ sebaiknya G atau C. Nukleotida A atau T
lebih toleran terhadap Mismatch daripada G atau C, sehingga akan dapat menurunkan
spesifisitas primer. Jumlah basa G dan C yang terdapat pada 5 basa terakhir (3”) disebut
dengan GC clamp. GC clamp yang baik adalah sekitar 3 basa G/C dan tidak melebihi 5
basa G/C. Keberadaan G/C di ujung 3’ primer sangat membantu terjadinya stabilitas ikatan
antara primer dengan DNA femplate yang diperlukan untuk inisiasi polymerase DNA pada
proses PCR. Persentase basa G/C pada primer berbeda-beda tergantung tujuan PCR, tetapi

pada umumnya berkisar antara 40-60%.
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3. Panjang Produk PCR.

Panjang produk yang menjadi target PCR juga menjadi pertimbangan penting dalam
mendesain primer. Contohnya untuk aplikasi RT-PCR panjang produk sebaiknya berkisar
antara 80-150 bp karena terkait dengan kemampuan alat sensor fluoresens pada mesin RT-
PCR. Sedangkan untuk PCR mikrosatelit panjang produk yang diinginkan berkisar antara
100-300 bp.

4. Melting Temperature (Tm)

Primer Melting Temperature (Tm) merupakan suhu yang diperlukan oleh separuh
primer dupleks agar mengalami disosiasi/lepas ikatan, yaitu suhu di mana 50% untai
ganda DNA terpisah. Pemilihan Tm sangat berpengaruh di dalam pemilihan suhu
annealing. Tm ini berkaitan dengan komposisi primer dan panjang primer. Primer
dengan Tm berkisar antara 50—65 °C sangat ideal, sedangkan Tm di atas 65 °C akan
mengurangi efektivitas annealing sehingga proses amplifikasi DNA kurang berjalan baik.
Tm ini sangat ditentukan oleh jumlah basa GC. Menghitung Tm dapat dilakukan dengan
cara:

1. Manual dengan formula rumus.

2. Menggunakan Tm Calculator yang tersedia pada beberapa program.

Secara teoritis Tm primer dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:
A. Tm (°C) = ((G+C) x4) + ((A+T) x2)) formula secara kasar (kurang akurat).
B. Tm (°C) = {AH/ AS + R In(C)} — 273,15 formula secara akurat.

5. Annealing temperature (Ta)

Primer annealing temperature (Ta) merupakan suhu yang diperkirakan untuk suatu
primer dapat berikatan dengan DNA template secara stabil (DNA-DNA hybrid stability).
Ta yang tinggi akan sangat menyulitkan terjadinya ikatan primer dengan DNA template,
sehingga menghasilkan produk PCR yang rendah dan kurang efisien. Namun, jika Ta
terlalu rendah akan menyebabkan terjadinya penempelan primer pada DNA template yang
tidak spesifik. Ta dapat dihitung dengan menggunakan rumus di bawah ini:

Ta = 0,3 x Tm(primer) + 0,7 Tm (produk PCR) — 14.9
Tm (primer) = Tm primer

Tm (product) = Tm produk PCR
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6. Primer Secondary Structures :

a)

b)

Hairpins merupakan interaksi intramolekuler dalam primer, yang membentuk struktur
loop/hairpins pada primer. Hairpins dalam primer dapat mengganggu proses
penempelan primer pada tfemplate dalam proses PCR. Jika hairpins tidak terdapat di
dalam primer yang didesain, maka primer ini cukup baik untuk dapat digunakan di
dalam proses PCR. Hairpins sebaiknya dihindari. Akan tetapi, sangat sulit untuk
memperoleh primer tanpa memiliki struktur hairpins. Hairpins yang terdapat pada
ujung 3' dengan AG = -2 kkal/mol dan hairpins internal dengan AG = -3 kkal/mol
masih dapat ditoleransi (Catatan: AG adalah energi yang diperlukan untuk memecah
struktur hairpins).

Self Dimer yaitu primer yang berikatan dengan primer lainnya yang sejenis. Dimer
pada ujung 3’ primer sebaiknya tidak lebih dari 3 basa karena dapat menurunkan
spesifisitas primer. Self Dimer pada ujung 3' dengan AG = -5 kkal/mol dan self Dimer
pada bagian internal dengan AG = -6 kkal/mol masih dapat ditoleransi. Primer
sebaiknya tidak mempunyai 3 atau lebih basa G atau C pada 3’ dimer, karena dapat
menstabilkan annealing primer non-spesifik. Dimer pada ujung 3’ masing-masing
primer yang dirancang adalah 1 dimer pada primer forward dan 2 dimer pada primer
reverse dan tidak melebihi batas dari parameter dimer suatu primer.

Cross Dimer yaitu primer yang berikatan dengan primer pasangannya (reverse dan
forward). Cross dimmer terjadi karena adanya bagian yang homolog antara dua utas
primer tersebut. Dimer pada ujung3’ dengan AG sebesar - 5 kcal/mol dan cross-dimer
internal pada ujung 3° dengan AG = -5 kcal/mol dan self- dimer pada bagian internal

dengan AG= -6 kcal/mol masih dapat ditoleransi.

Repeats merupakan nukleotida yang berulang dalam primer. Adanya repeats dapat

menyebabkan terjadinya penempelan primer di tempat yang tidak diinginkan

(mispriming). Repeats primer sebaiknya tidak memiliki urutan pengulangan dari 2 basa.

Maksimum pengulangan 2 basa sebanyak 4 kali masih dapat ditoleransi, misalnya

ATATATAT.

Runs yaitu primer yang memiliki pengulangan basa secara berurutan. Runs sebaiknya

tidak terjadi secara terus menerus. Pengulangan basa berurutan sampai 4 kali masih dapat

ditoleransi. Misalnya AGCGGGGGATGGGG memiliki urutan basa G diulang 5 kali

berturut-turut.
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9. Avoid Cross Homology. Untuk menghindari Cross Homology dapat dilakukan analisis
homologi primer dengan DNA genom melalui BLAST-NCBL

10. Amplicon Length yaitu panjang PCR produk yang ideal berkisar antara 100-500 pasang
basa.

11. Optimum annealing temperature (Ta Opt) yaitu suhu annealing optimum. Suhu ini sangat
mempengaruhi hasil PCR. Ta Opt ini dapat dihitung dengan rumus:

Ta Opt = 0,3 x(Tm primer) + 0,7 x(Tm produk PCR) — 25.
12. Primer Pair Tm Mismatch yaitu perbedaan Tm sepasang primer, yang sebaiknya tidak

lebih dari 5 °C.

Beberapa kriteria spesifik pada perancangan primer untuk RT-PCR antara lain:

1.

Panjang produk PCR target.

Panjang produk RT-PCR yang diharapkan yaitu 80-150 bp. Proses RT-PCR tidak mengambil
seluruh gen karena sensor pada mesin RT-PCR mampu mendeteksi fluorosensi yang
dihasilkan dari produk RT-PCR dengan kisaran panjang yang terbatas. Panjang minimal
produk PCR perlu ditetapkan agar tidak dapat dibedakan dari primer-dimer yang mungkin
terbentuk.

Panjang primer.

Panjang primer untuk RT-PCR yaitu 17-25 bp.

. Kandungan GC (%GC) berkisar antara 40-60%, lebih ideal lagi jika antara 45-55%. Hal

tesebut untuk menghindari ketidakcocokan atau mismatch serta kestabilan primer dan produk
PCR.

Melting temperature (Tm)

Tm yang baik yaitu berkisar antara 60-65 °C. Selain itu, pada pasangan primer, perbedaan
Tm yang baik tidak lebih dari 5 °C.

Ujung 3’ primer.

Ujung 3’ pada masing-masing primer berupa basa G atau C. Hal tersebut dilakukan karena
basa G dan C memiliki ikatan hidrogen yang lebih kuat, sehingga kestabilan primer lebih baik.
Selain itu, basa T pada ujung primer meningkatkan potensi mismatch.

Hindari adanya struktur sekunder dan pengulangan basa berurutan (runs) lebih dari 3 basa.
Hindari juga terbentuknya ikatan primer-dimer (primer berikatan dengan primer pasangannya,
bukan dengan nukleat target) yang dapat membuat ambigu dan terbaca oleh mesin. Struktur

sekunder, runs, dan primer dimer dapat diuji menggunakan aplikasi seperti NetPrimer.
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7. Suhu annealing untuk RT-PCR rata-rata adalah 60 °C. Beberapa reagen RT-PCR dapat
mengamplifikasi primer yang berbeda pada suhu 60 °C. Sementara itu, beberapa reagen lain

butuh penyesuaian suhu annealing, tetapi tidak jauh dari 60 °C.

LANGKAH-LANGKAH MENDESAIN PRIMER

5.1 Contoh desain primer menggunakan fitur pada NCBI
1.

s

NIH

Primers for target on one template

C

Primer-BLAST

Buka website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

mnibu.gowt

U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers common for a group of sequences

Retrieve recent results  Publication Tips for Flnding specific primers | Save search paramaeters l | Reset page l
PCR Template
ord D'M Clear Range @
From To

kotak tempat memasukkan sekuens yang di-copy

Forward primer

y Reverse primer
Euwse Mo file selected.
Primer Parameters

Use my own forward primer (7] -
(5->3' on plus strand)
Use my own reverse primer 9 (ten)
(5'->3' on minus strand)

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Opt Max Max T, difference
Primer melting temperatures 57.0 60.0 | 630 | 3 (7]
T

Exon/intron selection
Exon junction span

Exon junction match

Intron inclusion
Intron length range

A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section @

No preference . | (2]
Min 5'match  Min 3'match  Max 3' match
7 4 | 8 |
Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5 or 3' side of the junction @
_[ Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA o
Min Max
1000 10000 |@

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check u Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @

Search mode Automatic v @

Database Refseq mRNA v |@

Exclusion _J Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix)|__ Exclude uncultured/environmental sample sequences e
Organism Homo sapiens I

Entrez query (optional)

Primer specificity stringency

Max target amplicon size

Allow splice variants

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @

Primermuslhaveatleast‘ 2 w |totalm h lud

to uni ded targets,

v |bpsatthe 3 end. @

atleast| 2 v |mismatches within the last| 5

Ignore targets that have 6 v ‘or more mismatches to the primer. @
4000

|@

_J Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) @

|| Show results in a new window B Use new graphic view @

< Advanced parameters
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2. Masukkan urutan DNA dalam bentuk FASTA ke dalam kotak yang telah disediakan serta

mengganti kriteria primer sesuai kriteria primer yang akan dibuat. Untuk RT-PCR, kriteria

panjang primer 80-150 bp dengan Tm 60-65 °C.

Primer-BLAST

GGAAGTCCCAGTAAGATGTCAGCAGAAGTG
CCTACCAGTAACAGAAT

AATCAACCAAGGGCAA

A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers for target on one template Primers common for a group of sequences

?

Retrieve recent results

A e g record i Dre (o b

TTATCAGTCACAGGTATCATCGATAAATATTT
CGACAATTTCAGCAGCCCTTCGTTCTCAGATGTTACATCTAGAGCTGTTTATGAGGAGGTTGG
AGACCCTTGAAACACCTCCTCTGAATGTCTCGCGTGCGCCATTATTGCATGTTAACTCAGTTT |

T «

Tips for finding_specific primers

Range (2] CGea)

From To
Forward primer | | |

Publication

-

Reverse primer || |

Primer Parameters

No Tile chosen

Use my own forward primer ‘

(5'-=3" on plus strand)

Use my own reverse primer (5'- ‘

>3' on minus strand)

@ (de)
® (Coe=n)

Max T, difference

|©

Min Max
PCR product size [ 80 | [ 150
# of primers to return [wi

Min Opt Max

[60 | [600 65 [3

Primer melting temp

(Tm)

3. Diperoleh hasil seperti di bawah ini:

Primer-BLAST > JoB 1p:6RPGItkH1K_zkdGU3PT1pgbv5JSL_P-Jig

Primer-BLAST Results @

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-895

Specificity of primers Primer pairs are specific to in[.:
(Organism limited to Falcataria moluccana)

Other reports Search Summary

ut template as no other targets were found in selected database: Nucleotide collection (nt)

== Graphical view of primer pairs

= Query_1+ | Find: > aal @ M = A Tools + | ¥ Tacks+ & Y -
s 100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 600 650 700 750 200 850 835
(U) Primer pairs for job GRPGITKHIK zkdGU3IPTIpgbvSJISL P-Jig oox
Primer 1 Primer s%—g Primer z%—g
Primer 4 -_- Primer 3-—-
Priver 5 E——— Priner & E————
Priner 10 = Friner 7 E— e
Primer 8
| - Bl 00 . Pso .  jee | |8, .  [Pee, [PSA, . [%ee | |48 |  pee .  [sse, |see, |  [ese, | | [vee, |78, . [se8, . |ss0 %%%
' ¥ Tracks shown: 2/6

Query_1: 1..895 (895 nt)
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Primer pair 1

== Detailed primer reports

Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCAGCCCTTCGTTCTCAGAT Plus 20 92 111 60.11 55.00 5.00 3.00
Reverse primer ACATGCAATAATGGCGCACG Minus 20 212 193 60.25 50.00 5.00 2.00
Product length 121
Primer pair 2
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Selfc I ity Self 3' cc tarity
Forward primer TGGGCGTAGGCTCAGAGTTA Plus 20 485 504 60.32 55.00 6.00 3.00
Reverse primer AACAGCTCCGAGAACGCTAC Minus 20 597 578 60.11 5500 5.00 0.00
Product length 113
Primer pair 3
Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AGCGACAGCGATGATTGACA Plus 20 400 419 60.11 50.00 4.00 3.00
Reverse primer TCTGAGCCTACGCCCACATA Minus 20 500 481 60.40 5500 6.00 2.00
Product length 101
Primer pair 4
Sequence (5->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TTCAGCAGCCCTTCGTTCTC Plus 20 88 107 60.32 5500 3.00 0.00
Reverse primer CGCGAGACATTCAGAGGAGG Minus 20 194 175 60.25 60.00 4.00 0.00
Product length 107
Primer pair 5
Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self F ity Self 3’ tarity
Forward primer GGAAGCGCCTTCTTTCTGCT Plus 20 263 282 60.96 55.00 6.00 0.00
Reverse primer ATCGCTGTCGCTGATGTTGA Minus 20 411 392 60.11 50.00 3.00 1.00
Product length 149
Primer pair 6
Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAAGCGCCTTCTTTCTGCTTC Plus 21 264 284 60.14 52.38 6.00 0.00
Reverse primer TCATCGCTGTCGCTGATGTT Minus 20 413 394 60.17 50.00 5.00 1.00
Product length 150
Primer pair 7
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AGGAAGCGCCTTCTTTCTGC Plus 20 262 281 6096 5500 6.00 2.00
Reverse primer TCGCTGTCGCTGATGTTGAA Minus 20 410 391 6032 50.00 3.00 3.00
Product length 149
Primer pair 8
Sequence (5->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CGTGCGCCATTATTGCATGT Plus 20 193 212 60.25 50.00 5.00 2.00
Reverse primer AAGAAGGCGCTTCCTCAGTTT Minus 21 276 256 60.20 47.62 6.00 0.00
Product length 84
Primer pair 9
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CAGCAGCCCTTCGTTCTCA Plus 19 90 108 60.00 57.89 3.00 1.00
Reverse primer CAAGGGTCTTTGCCCTTGGT Minus 20 169 150 60.47 5500 7.00 0.00
Product length 80
Primer pair 10
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GACAATTTCAGCAGCCCTTCG Plus 21 82 102 60.14 5238 4.00 2.00
Reverse primer GGGTCTTTGCCCTTGGTTGA Minus 20 166 147 60.47 55.00 3.00 1.00

Product length 85
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5.2 Analisis struktur sekunder menggunakan NetPrimer

Untuk mengakses NetPrimer, perlu membuat akun dengan regsitrasi e-mail pada laman

https://www.premierbiosoft.com/netprimer/.

RQPREMIER Biosoft

Accelerating Research in Life Sciences HOME COMPANY  PRODUCTS  ORDERING  SUPPORT

This website uses cookies to ensure vou aet the best experience on our website, Cookie Policy
https://www.premierbiosoft.com/jsp/marketing/FreeToolLogin jsp?PID=3

Net Primer

Free! Primer Analysis Software

“I wish | had analyzed my primers before ordering for the third time. Now | check all my primers with NetPrimer befare

ordering” -Stacey McCann, Cancer Biology Program, Stanford University
View More Taols

Requ

About NetPrimer

NetPrimer combines the latest primer analysis algorithms with a web-based interface allowing the user to analyze primers
over the Internet. All primers are analyzed for primer melting temperature using the nearest neighbor thermodynamic theory
to ensure accurate Tm prediction, Primers are analyzed for all primer secondary structures including hairpins, self-dimers
and cross-dimers in primer pairs. This ensures the availability of the primer for the reaction as well as minimizing the
formation of primer dimer, The pre
activity. To facilitate the selection of :
structures. A comprehensive

1 eases quantitation of primers by calculating primer molecular weight and optical
optimal primer, each primer is g ing based on the stability of its secondary
ort can be printed for individual primers or primer pairs.

Major Features

+ Primer Melting Temperature (Tm): Predicts primer melting temperature using the accurate nearest neighbor thermodynamic
algorithm.

+ Primer Properties: Tm , molecular weight, GC%, optical activity (both in nmol/A260 & pg/A260), DG, 3' end stability, DH, DS,
and 5" end DG

# Primer Secondary Structures: Hairpins, dimers, cross dimers, palindromes, repeats and runs.
+ Primer Rating: Quantitative prediction of the efficiency of a primer

+ Comprehensive Report: Prints complete primer analysis for an individual primer or primer pair

| &

BLOG

QPREMIER Biosoft

Accelerating Research in Life Sciences

HOME  COMPANY PRODUCTS  DOWNLOADS ORDERING  SUPPORT  BLOG

Welcome Dr.- Log Out
Launch NetPrimer

For SYBR Green and TagMan primer analysis and properties calculation, use the free gpcr design software

Download Manual &

4. Masukkan sekuens primer forward dan reverse. Sebagai contoh, pasangan primer yang

dimasukkan adalah pasangan primer nomor 4 dari hasil pencarian primer di NCBI.

Free web based to&& analsz
Oligo Analysis

Name . ‘ ——

Description : ‘

Ketik nama primer

Sequence #1 (5" to 3")

Length H | i)

[TTeAGCAGCCCTTCGTTCTE =) | Copy-paste sekuens primer

Sequence #2 (5" to 3")

Length : |20

(CGCGAGACATTCAGAGGAGT — Copy—paste sekuens primer

Reaction Conditions

Oligo Concentration :250.0 pM

Monovalent Ton Concentration :|50.0

[E .
Free Mg++ Ion Concentration : M
002

Total Na[+] Equivalent :|204.92

Temperature for Free Energy Calculation : C

— Klik anulyze
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5. Setelah meng-klik analyze kemudian akan muncul hasil berupa cross dimer dengan energi yang
dibutuhkan untuk memutus cross dimer sebesar 5,75 kkal/mol. Akan muncul pula self dimer
pada primer reverse dengan energi untuk memutus ikatan pada self dimer sebesar 10,36
kkal/mol. Selain itu, ditemukan adanya runs pada primer forward sebanyak 3 basa yang sama

berada secara berurutan.

Analysis Results #1: TTCAGCAGCCCTTCGTTCTC

Rating 1 100.0 3" end stability 1 -6.69 kcal/mol
Molecular Wt 1 .5994.99 AH :[[-155.1 kcal/mol
Tm :160.29 g AS : |-04 kcal/°K/mol
GC% © 0 53.0 5' end AG . -7.07 kcal/mol
GC Clamp 1 Self Dimer ( AG) : kcal/mol
nmol/Asgp :5.84 Hairpin ( AG) : kcal/mol
ug/Aae0 - 35.04 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG - l-35.3 keal/mol Run (# of bases) 3 kcal/mol

Analysis Results #2: CGCGAGACATTCAGAGGAGG

Rating : [|8i.0 3' end stability 1 1-9.31 kcal/mol
Molecular Wt : 6216.12 AH : -151.9  kcal/mol

Im :60.48  °C AS :-0.39 kcal/°K/mol
GC% : 60.0 5' end AG : -11.94  kcal/mol
GC Clamp s 2 Self Dimer ( AG) : |-10.36 I/mol
nmol/Azgg 1 4.89 Hairpin (AG]) : kcal/mol
ug/Az60 11304 Repeats (# of pairs)  : kcal/mol
AG . -34.94  kcal/mol Run (# of bases) : kcal/mol
Cross Dimer (AG) =575 kecal/mol
*Keterangan:

- Kualitas hasil analisis dapat dilihat dari nilai rating primer forward/reverse (F/R).
- Nilai Tm dan parameter lain dapat dilihat langsung pada display software.
- Untuk melihat sensitivitas primer, gunakan BLAST ke NCBI. Selanjutnya hasil dapat

di-print dan primer dapat di-order.
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Contoh lain yaitu primer nomor 1.

Oligo Analysis

Name 3 | |

Description 3 | |

Sequence #1 (5'to 3")

Length =120

| GCAGCCCTTCGTTCTCAGAT \

Sequence #2 (5' to 3")

Length - |20

| ACATGCAATAATGGCGCACG \

Reaction Conditions

Oligo Concentration : ‘250.0 bM
Monovalent Ion Concentration g ‘50.0 h\M
Free Mg++ Ion Concentration g ‘1.5 h\M
Total Na[+] Equivalent : [204.92 mM
Temperature for Free Energy Calculation : ‘25.0 |°C

Default

Hasil analisis menunjukkan bahwa pada primer reverse terdapat struktur hairpins dengan

energi yang dibutuhkan untuk memutus ikatan yang membentuk struktur hairpins sebesar
1,89 kkal/mol

Analysis Results #1: GCAGCCCTTCGTTCTCAGAT

Rating : 92.0 3' end stability . -6.6 kcal/mol
Molecular Wit ;1 6044.02 AH : ||-154.6 kcal/mol
Tm : 5@ AS . 0.4 keal/°K/mol
GC% 1 [|55-0 5'end AG :-9.83 kcal/mol
GC Clamp L @Dimer (AG) E kcal/mol
nmol/Azgp 1 5.57 Hairpin ( AG) : kcal/mol
ug/Asen © 33.60 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG - -34.83 keal/mol Run (# of bases) 3 kcal/mol

Analysis Results #2: ACATGCAATAATGGCGCACG
@ D 3' end stability 1 -10.05  kcal/mol

Molecular Wt © 6135.09 AH :1-160.1 kcal/mol
@ . 6@ AS © 041 keal/oK/mol
GC% *150.0 5'end AG ;. -6.72 keal/mol
GC Clamp |2 Self Dimer ( AG) : -10.89  kcal/mol
nmol/Azgp :||5-01 Hairpin ( AG) 1 z1.89 kcal/mol
ug/Azen - 30.75 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG : -36.93  keal/mol Run (# of bases) : kcal/maol

Cross Dimer (AG) : -5.95 kecal/mol
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5.3 Mendesain primer menggunakan primer3plus
Situs primer3plus yaitu http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

memunculkan beberapa informasi tab yang perlu diperhatikan antara lain:

1. Main

2. General Setting

3. Advance Setting

4. Penalty Weight

5. Sequence Quality

Langkah-langkah primer3plus :
1. Isi Sequence ID.

Primer3 Plus Primer3Manager Help

pick primers from a DNA sequence About Source Code

Selest primer pairs to detect the given template sequsnce. Optionally targets and
included/excluded regions can be specified

@ General Settings dvanced Settings Internal Olige Penalty Weights @

Task: | Detection hd Pick Pnrnels Reset Form

Sequence Id:

Paste source sequence below Or upload sequence file: | Browse... | No file selected. Upload File

Mark selected region: | < > [1 {} Clear Save Sequence

Excluded Regions: < =

Targets: [ ]

2. Lanjut ist FASTA dengan cara copy-paste sekuens primer.

Primer3Plus -
pick primers from a DNA sequence About Source Code
. Select primer pairs o detect the given template sequence. Optionally targets and -
Task: |Detecton v includediexeluded regions can be specified —IPiCk ISR | Reset Form

Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weighis Sequence Quality

Sequence ld

Paste sourc;

Or upload sequence file: | Browse... | No file selected.

GGCTGTCAAGCGTGGCAATCCGAAATCCCAGCAAGGTCTCAATGAATTTCACACGGARATTGRAATTGCTT
TCGAGGCTTCGTCATCGTCACCTCGTGTCICTTATCGGATACTGCGACGAGCGARACGARATGATTCTTG
TATATGAGTACATGGAGAAGGGAACTCTGAAGAGTICATCTCTATGGTTCGGATCTTCCTAACCTCAACTG
GGAGCACCGACTCG. Tl GCAT TGEETCCGCACGAGEGCTTCACTATCTT CACACTGEGTTCTGCARRG
TATCTTGATCCCGAATACTTCCGCA

Mark selected region: | <> [1 {3} Clear Save Sequence
Excluded Regions: < =
Targets: [ 1
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3. Di bagian task pilih primer untuk kloning.

Primer3Manager

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About
Selact primer pairs to detect the given tempiate sequence. Optionally targets and

Task: Detection |¥ includecyexcluded regions can be specifled

Maii Sequenemg ngs Advanced Settings Internal Olige Penalty Weights

Primer_List
Sequen: Primer_Check
DEqUeNee—er

Or upload sequence file: | Browse... | No file selected.

Paste source sequence below
GGCTGTCRAAGCGTGGCRAATCCGARATCCCAGCAAGGTCTCAATGRATTTCACACGGARATTGRATTGCTT

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Help

Source Code

Pick Primers || Reset Form

Sequence Quality

Upload File

TCGAGGCTTCGTCATCGTCACCTCGTGTCTCTTATCGGATACTGCGACGAGCGARACGARRATGATTCTTG

c TATATGACTACATGGAGAAGGGAACTCTGAR i3f"l"C‘.‘ATCTC'I‘}\)I‘GGT'[‘CGGA’L"CTTCCTJ’&ACC‘TCAACTGJ_>
-

GGAGCAGCGACTCGAAATCTGCATTGGGTCCGCACGAGGGCTTCACTATCTTCACACTGGTTCTGCARAG
GCCATCATTCATCGCGATGT CARGTCTGCAARTATCCTTCTGGATGAGARTCTCATGEC, GGITGCTG
ATTTTGGTCTTTCGAAGACAGETCCTGAGT TGGATCAGACTCACCTGAGCACCGCAGTTAAAGGGAGCTT
CGGATATCTTGATCCCGAATACTTCCGCA

Mark selected region: | <> il {1 Clear
Excluded Regions: < =
Targets: [ 1

Beri kurung kurawal pada pasta ke-2 di awal
dan baris ke-3 [ ], artinya PCR produk berisi
di sekuens ke-2, left/forward primer.

Save Sequence

4. Klik general setting maka tampilan akan muncul seperti:

Pl‘imer3Plll S Primer3Manager

pick primers from a DNA sequence About

Mark an included region to pick primers fixed at its the bowndaries. The quality of the
primers might be low.

Main General Settings Advanced Settings

> Product Size Ranges |150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000

Task: |Detection v

Internal Oligo Penalty Weights

Opt: 20

Primer Size

Primer Tm Opt: 60.0

Primer GC% Fix the |5

Help

Source Code

Pick Primers | | Rgset Form

Sequence Quality

Max Tm Difference: |100.0

prime end of the primer

Oncentraiion ol monovalent calions: 190 Concentration: |50.0
Concentration of divalent cations: 0.0 Concentration of dNTPs: 0.0
Mispriming/Repeat Library:  NONE v
Load and Save
Please select special settings here: | Default v | (use Activate Settings button to load the selected settings)

To upload or save a settings file from your local computer, choose here:

Browse... | Nofile selected. Activate Settings Save Settings

Keterangan:

L Product size range: ukuran amplikon yang ditulis bervariasi dalam beberapa ukuran.

1¥ Ukuran primer optimal adalah 18-28 bp.

¥ Tm: minimal 57; maksimal 63; opt 60, maksimum perbedaan Tm forward dan reverse

adalah 3.

1t Primer GC: minimal 20; maksimal 80. Nilai optimal untuk %GC adalah: 50-60%.
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Selanjutnya di-klik advance setting dan akan muncul tampilan sebagai berikut:

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence

Select primer pairs to detect the grven templata sequance. Optionally targets and Picklprimers) Reset Form |

Task: | Detection v
Main General Settings Advanced Settings
[ |Mexpox: |
Max #N. o

Number To Retumn: -u I

Max Self Complementarity:

Max Repeat Mispriming:
Max Template Mispriming:
Left Primer Acromym-

Right Primer Acronym:

Product Tm

regions can be specified.

Table of th d

Internal Oligo

Primer3Manager Help

About

Source Code

Penalty Weights ~ Sequence Quality

| Breslaver et al. 1986 v |

Salt correction formula:

| schildkraut and Lifson 1965 v |

Product Size

Liberal Base

Sequencing

Lead

Accuracy

CG Clamp: b
!Max 3 Self G
Max 3' Stability:
Pair Max Repeat Mispriming:
Pair Max Template Mispriming:
Intemal Oligo Acronym:
N Primer Name Spacer: [
Min: | | Opt: | | Max| J
[ Use Product Size Input and ignore Product Size Range Warning: slow and expensive!
Min:[100 | Opt:[200 | Max:[1000 |
Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus []Use Lowercase Masking
Bp: Spacing Bp 500
Bp: Interval Bp: 250

Pick Reverse Primers

Keterangan:

It Max poly-X—» :3 promote mispriming (menyebabkan mispriming)

X Number to return: Jumlah pilihan primer F/R hasil pencarian (set to 10/diatur pada 10)

X Max 3 self complementarity: Set to 0 (diatur pada 0).

5. Setelah di-klik pick primer di atas (warna hijau), maka akan muncul tampilan primernya :

. .
Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
Left Primer 1:  phalPTO_F
Sequence: CGTCACCTCGTGTCTCTTAT
Start: 86 Length: 20 bp Tm: 553°C GC: 50.0% ANY: 3.0 SELF: 2.0
Right Primer 1:  phalPTO_R
Sequence: TTAGGAAGAT CCGAACCATA
Start: 201 Length: 20 bp Tm: 548°C GC: 40.0% ANY: 50 SELF: 2.0 .
Left primer
Product Size: 116 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 3.0
Send to Primer3Manager Reset Form
1 GGCTGTCRAG CGTGGCAATC CGARATCCCA GCAAGGTCTC AATGAATTTC
51 ACRCGGARAT TGAATTGCTT] TCGAGCCTTC  GTCATCGTCA CCTCGTGTCT .. .
101 CTTATCGGAT ACTGCGACGA GCGRAACGAA ATGATTCTTG TATATGAGTA Produk amp11f1kas1
151 CATGEACARE | GCAACTCTGA | AGAGTICATCT | €TATGGTTCG GATCTTCCTA
201 ACCTCARCTE GGAGCAGCGA CTCGARATCT GCATTGGGTC CGCACGAGGG
251 CTTCACTATC TTCACACTGG TTCTGCAAAG GCCATCATTC ATCGCGATGT o o
301 CAAGTICTGCA ARATATCCTTC TGGATGAGAAR TCTCATGGCA AAGGTTGCTG nght prlmer
<l ATTTIGGTCT TTCGAAGACA GGTICCTGAGT TGGATCAGAC TCACGTGAGC
401 ACCGCAGTTIA AAGGEAGCTT CGGATATCTT GATCCCGAAT ACTTCCGCR

[ Select all Primers

Keterangan:

¢ Jika primer gagal didesain maka ubah daerah amplifikasi, dengan cara tidak memilih Aigh

complementary. Jika memilih high complementary, maka akan menyebabkan primer

berikatan dengan diri sendiri.

% Pilih TM yg paling kecil di antara forward dan reverse primer ex, yaitu pilih: 55.
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% Semakin pendek primer maka primer semakin tidak spesifik. Sebaliknya jika primer semakin
panjang, maka primer semakin spesifik.
+» Jika ada beberapa pilihan yang ditampilkan oleh software, maka primer urutan pairl
adalah yang terbaik. Jika ada lebih dari satu, maka cek keseluruhan pasangan primer
yang kita inginkan dengan menggunakan Net primer
(https://www.premierbiosoft.com/netprimer/)

6. Setelah diperoleh primer, maka klik Send to primer3 manager.

] Primer3Manager Helj
Primer3Plus N
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:

Left Pomer 1:  phalPTO_F
Sequence' CGTCACCTCGTGTCTCTTAT

Start: 86 Length: 20 bp Tm: 553°C GC: 500 % ANY: 30 SELF: 20

Right Primer 1 phalPTO_R

Sequence' TTAGGAAGATCCGAACCATA

Start: 201 Length: 20 bp Tm: 548°C GC: 400 % ANY: 50 SELF: 20

Product Size: 116 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 3.0

end to Primer3Manage Reset Form

1 GCTGTCARAG CGTGGCAATC CGAAATCCCA GCAAGGTCTC AATGAATTTC
51 ACACGGARAT TGAATTGCTT TCGAGGCTTC  GTCATCCTCA CCTCGTGTCT
101 CTTATCGGAT ACTGCGACGA GCGAAACGAA ATGATTCTTG TATATGAGTA
151 CATGGAGAAG GGAACTCTGA AGAGTCATCT CTATGGTTCG GATCTTCCTA
201 ACCTCAACTE CGAGCAGCGA CTCGARATCT GCATTGGGTC CGCACGAGGG
251 CITCACTATC TTCACACTGG TTCTGCAAAG GCCATCATIC ATCGCGATGT
301 CAAGTCTGCA AATATCCTTC TGGATGAGAAR TCTCATGGCA AAGGTTGCTG
351 ATTTTGGTCT TTCGARGACA GGTCCTGAGT TGGATCAGAC TCACGTGAGC
401 ACCGCAGTTA AAGGGAGCTT CGGATATCTT GATCCCGAAT ACTTCCGCA

[0 Select all Primers

7. Tampilan setelah Sent to Prime3Manager

= Primer3Plus Hel
Primer3Manager —— —
manage your primer library About Source Code
Order selected Primers Refresh Reset Form Delete selected Primers
To upload or save a primer file from your local computer, choose here:
Browse... Mo file selected. Upload File Save File
Select  Name Sequence Designed on Check! BLAST!
phalPTO_F CGTCACCTCGTGTCTCTTAT 09.11.2015 Check! BLAST!
phalPTO_R TTAGGAAGATCCGAACCATA 00.11.2015 Check! BLAST!

Order selected Primers Refresh Reset Form Delete selected Primers
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8. Klik Blast di bagian paling bawah untuk masing-masing sekuens.

<. BLAST® SR
» NCBI BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST
J‘ blastn | blasto | blastx | thlastn | thlastx |
BLASTHN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Resetpage  Bookmark
Enter Query Sequence — - —
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
CETCACCTCETETCTCTTAT
Copy-paste sekuens gen
Cueioatiiic Browse... | No file selected. @
Job Title Nucleolide sequence (26 lofiers])  ee— Pilih nukleotida
Enter a descriptive fitle for your BLAST search @
] Align two or mere sequences &
Choose Search Set
Database OHuman genomic + transcript CMouse genomic + transcript ®Others (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) v @
QOrganism oo 9 5 o . .
Optioral e | Pilih organisme sesuai asal contoh sekuens dari fungi atau bakteri dll.
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude [ Models (XM/XP) ] Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to [ Sequences from type material
Optional §
Entrez Query Youllli[j Create custom database
e Enter an Entrez query to limit search &
e e

Program Seeciiog
Optimize lor
gty srmider segaences [megabiesi

Yo Sl Mouenond |Shoon bpecus megablas]

Somewhat semiar sequences (Diastn

h databiave Nucieolide wclior ¥ g Megatilat |C mize b h LY lar neque
BLAST o | ] . by 1
R T

9. Tampilan hasil BLAST.

Nucleotide sequence (26 letters)

RID 40XM7CA4013 (Expires on 11-10 17:33 pm)

Query ID Id|Query_110319 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.32+ b Citation

Query Length 20

Other reports: ® Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

[[Z7 Designing or Testing PCR Primers? Try your search in Primer-BLAST. | Ga)

©)Graphic Summary

Distribution of 104 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments ‘

Color key for alignment scores

<490 40-50 80-200 >=200
Qe ry | —
I 1 | 1 | |
1 4 8 12 16 20

Blast di NCBI digunakan untuk mengetahui apakah sekuens primer yang kita desain memiliki
kemiripan dengan organisme tertentu, misalnya OPT (Organisme Pengganggu Tanaman). Jika ada
kemiripan, maka ganti primer, karena jika primer tersebut diamplikasikan pada tanaman yang

terserang OPT tersebut, maka hasil positif dapat saja berasal dari OPT.
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Catatan:
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Catatan:
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BAB VI
NEXT GENERATION SEQUENCING

Next-generation sequencing (NGS) adalah platform sekuensing yang masif dan paralel.

Teknologi NGS memungkinkan proses sekuensing menjadi lebih cepat. Selain itu, jika dikalkulasi

biaya per-basanya lebih murah dibandingkan dengan metode sekuensing Sanger (Wheeler et al.

2008). Saat ini, platform untuk NGS antara lain: Illumina, IonTorrent, Roche, dan BGI-Seq.

Penggunaan metode NGS dalam sekuensing telah mempercepat proses sekuensing genom

manusia yang awalnya membutuhkan waktu 15 tahun, tapi sekarang dapat dilakukan dalam waktu

dua bulan (Kulski 2016). Penggunaan NGS dapat diaplikasikan pada banyak hal, antara lain:

1.

Whole-Genome Sequencing (WGS)
Teknik komprehensif yang digunakan dalam proses pengurutan sekuens DNA menjadi suatu
gambaran genom utuh (whole genome sequence) dengan menggunakan teknologi Next
Generation Sequencing (NGS).
Whole-Exome Sequencing (WES).
Teknik genomik untuk mengurutkan semua daerah pengkode protein gen dalam genom (dikenal
sebagai exome). Tujuannya adalah untuk mengidentifikasi varian genetik yang mengubah
sekuens protein.
RNA-Sequencing
Pengurutan (sequencing) asam nukleat yang memungkinkan untuk mengetahui kode genetik
dari molekul RNA.
Metabarcoding
DNA barcoding yang dapat mengidentifikasi banyak spesies dari satu sampel yang sama.
Sampel yang digunakan biasanya berupa eDNA/eRNA.
Epigenetik
Studi yang mempelajari bagaimana perilaku dan lingkungan individu bisa mengubah cara
kerja gennya.
Deteksi variasi pada mutasi (genomic surveillance untuk mendeteksi keberadaan mutasi pada

SARS-CoV-2).
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Prinsip kerja NGS mirip dengan sekuensing Sanger, yaitu dengan memanfaatkan
elektroforesis pada kapiler. Perbedaannya pada NGS, kapilernya disusun dalam bentuk array atau
plate dengan jumlah kapiler yang banyak, sehingga proses sekuensing dilakukan secara paralel.
Proses sekuensing secara paralel ini mengakibatkan waktu yang dibutuhkan untuk melakukan
sekuensing pada material genetik yang berukuran besar menjadi lebih singkat.

Sebelum proses sekuensing, material genetik yang akan di-sekuens dipersiapkan melalui
beberapa tahap pra-proses. Setiap platform memerlukan tahap pra-proses yang berbeda-beda. Pada
umumnya, ada beberapa tahap yaitu:

1. Fragmentasi, yaitu material genetik dipotong-potong menjadi ukuran yang lebih kecil.

2. Ligasi adaptor dan end-repair yaitu persiapan agar fragmen-fragmen tersebut dapat

dikenali oleh sensor kapiler pada mesin sekuenser.

3. Amplifikasi, yaitu untuk menambahkan komponen tertentu dan memperbanyak material

sekuensing agar cukup untuk dibaca oleh mesin sekuenser.
Adanya fragmentasi menyebabkan hasil sekuensing dengan NGS yang dihasilkan masih berupa raw
sekuens dengan kondisi terpotong-potong. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengolahan data lebih
lanjut untuk mendapatkan sekuens yang diinginkan. Pengolahan data yang dilakukan tergantung pada
aplikasi data yang digunakan atau material genetik asal.

Data yang dihasilkan dari proses NGS umumnya cukup besar sehingga diperlukan komputer
dengan kapasitas yang mumpuni untuk mengolah data tersebut. Di beberapa laboratorium, spesifikasi
komputer yang digunakan yaitu minimal 8-core CPU 3GHz, 16 GB RAM, dengan kemampuan
penyimpanan (storage) minimum 200 GB (harddisk). Pengolahan data hasil NGS umumnya
menggunakan software berbasis Linux untuk melakukan assembly. Saat ini, selain dengan komputer
hardware yang kita miliki, pengolahan data hasil NGS juga dapat dilakukan melalui layanan cloud
computing yang diprakarsai oleh beberapa lembaga dunia seperti Galaxy (http://usegalaxy.org ) dan
MASER  (Management and Analysis System for Enormous  Reads) (https://cell-

innovation.nig.ac.jp/maser/index_en.html).
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Sebelum melakukan pengolahan data, terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan antara lain:

1. Mesin sekuenser yang digunakan dan data yang dihasilkan dari mesin sekuenser tertentu

terkadang memiliki kompatibilitas dengan software tertentu saja, seperti contoh di bawah ini:

Sequencing platform Software untuk assembly pada whole genome

sequencing

[llumina

Velvet (https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/)

SPAdes (http://bioinf.Spbau.Ru/spades)

Ton Torrent

Roche 454

request.asp)

PacBio SMRT

MIRA (http://www.Chevreux.Org/projects_mira.html)

Newbler (http://454.com/contact-us/software-

SPAdes, HGAP, and the Celera-MHAP assembler

Sumber: https://www.cd-genomics.com/bioinformatics-workflow-for-whole-genome-sequencing.html

2. Tipe data yang dihasilkan apakah berupa single-end atau paired-end. Pada data single-end,

mesin sekuenser membaca sekuens hanya dari satu sisi saja. Sedangkan pada paired end,

mesin sekuenser juga membaca sekuens dari arah yang berlawanan. Gambaran perbedaan

single-end dan paired end disajikan pada gambar di bawah ini

Single-end reads

sequenced
fragment
I
L

Paired-end reads

| _—
-— —
— —
— —_—
] _—
reference reference
sequence sequence
unknown  sequenced
sequence fragment
—

200 - 1000bp

Sumber: Devon Ryan (2017); https://www.yourgenome.org/sites/default/files/images/illustrations/

bioinformatics_single-end pair-end reads yourgenome.png)

6.1 Pengolahan data RNA-Seq dengan komputer

RNA-Sequencing atau RNA-Seq adalah salah satu aplikasi NGS utnuk menganalisis sekuens

RNA yang dihasilkan oleh makhluk hidup. RNA-seq dapat menghasilkan gambaran secara utuh dari

transkriptom pada suatu waktu dan kondisi tertentu pada jaringan yang digunakan dan dapat

digunakan untuk mengkarakterisasi dan mengkuantifikasi ekspresi gen (Wong et al. 2011; Song et

al. 2016; Shih et al. 2018). RNA-seq dapat digunakan pada jenis-jenis non-model yang belum
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memiliki reference genome dengan metode De Novo (Unamba et al. 2016). Adapun tahapan
pengolahan data sekuensing RNA-Seq (Korpelainen et al. 2014) yaitu:
1. Quality Control dan pra-pengolahan data, yaitu proses untuk melihat kualitas raw data dan
menghilangkan data yang berkualitas rendah.
2. Assembly, yaitu proses untuk menyatukan sekuens pendek yang dihasilkan menjadi sekuens
transkriptom-transkriptom yang utuh.
3. Mapping, yaitu proses mensejajarkan hasil reads ke transkriptom reference.
4. Annotation, yaitu proses untuk emndapatkan informasi terkait identitas biologis suatu gen.
5. Differential expression analysis, yaitu analisis perbedaan ekspresi yang dihasilkan dari individu

yang transkriptomnya dibandingkan.

A.1. Melihat kualitas data dengan FastQC

FastQC adalah program berbasis Java yang dapat digunakan untuk melihat kualitas raw data
yang dihasilkan (Andrew 2010). FastQC dapat diunduh pada laman
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ . Ketika akan menggunakan FastQC,
pastikan komputer sudah ter-install Java (https://www.java.com/en/download/manual.jsp). FastQC
dapat digunakan pada perangkat dengan sistem operasi Windows, Linux, dan Mac. Langkah-langkah
penggunaan FastQC adalah sebagai berikut:

1. Pada folder FastQC, dan pilih file run_fastqc.

le folder

Configuration
Help ile folder
-ile folder
org

le folder

4
1
net 04/1
1
Templates 4

2

F
F
F

File folder
f

uk File folder
| cisd-jhdf5 21/1 :
fastqc 04/1 :

lcon ) KB

"4 fastgc_icon 21/12/2017 1:
INSTALL 21/12/2017

lext Document 7 KB

] jbzip2-0.9 21/12/2017 1:50 pm Executable Jar File 49 KB
LICENSE 21/12/2017 1:50 pn File 18 KB
| LICENSE 21/12/2017 1:50 pm lext Document 35KB
LICENSE_JHDF5
| README.md
README
| RELEASE_NOTES

Text Document 12 KB
MD File 2 KB

Text Document

Text Document

run_fastqc 26/04/2018 11:48 am Windows Batch File 1KB

1= sam-1.103 21/12/2017 1:51 pm Executable Jar File 630 KB
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2. Unggah file raw sequence (dalam bentuk fastq.zip) dengan memilih File 2 Open

E - a X
File Help
Open... Col+0
Save report... CtilsS
Close Ctrd W
Close All
[

FastQC High Throughput Sequence QC Report
Version: 0.118
www bioinformatics babraham ac uk/projects/
© Simon Andrews, Pierre Lindenbaum, Brian Howard, Phil Ewels 2011-17,
Picard BAM/SAM reader OThe Broad Institute, 2013
BZip decomprassion OMlatthen J. Francs, 2011
Banedd ancoding ORobert Hasder, 2012
Java HOFS adet ®ETH, CISD and SIS, 2007-14

Use File > Open to select the sequence file you want to dheck

3. Untuk satu sampel terdapat 2 file dan keduanya perlu dianalisis satu persatu.

ﬂ Bok-01_fal_1.fg 19/10/2018 1:51 pm Arsip WinRAR 3,070,355 KB
Bok-01_fal_2.fq 19/10/2018 1:48 pm Arsip WinRAR 3,089,474 KB

4. Pilih salah satu file dan akan muncul halaman utama hasil.

{ rostac - X
File Help
B0-01 fo 1 Faz]

Basic sequence stats
Basic Statistics
Measure Value
@ Per base sequence qualty  [Filename Bok-01_fal_1.fq.gz
File type Conventional base cals
@ Per sequence quality scores [Encoding [humina 1.5
Total Sequences 39657990
a Per base sequence content [Sequences flagged as poor quality o
‘Sequence length |100
@ Per saquence GC content | %GC 4

@ Per base N content:

@ Sequence Length Distribution)
U Sequence Duplication Levels

lé Overrepresented sequences

@ Adapter Content
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1000

200

148

Contoh kualitas basa rendah (kiri) dan contoh kualitas basa baik (kanan) pada menu per base
sequence quality. Raw sekuens yg cukup baik yaitu ketika sebagian besar berada pada skor

28-40.

Quaity scores across all bases (Sanger / umina 18 encoding) Quaty sores crocs o baces (Hhans 15 o)

o .
TTTTITTT
2 H IIIIIIII M
s HHL L IIHH N
34 MHHH
HUULL [ | N
32 ti | H
| “
30 [ o
® b .
%
I N
u
N
=
.
®
. 1 .
u n .
12 I .
"
s
.
2
° 1234567861519 30-34 4549 60-64  80-84 100-104 120-124 140-144  165-166 185-189 205-20% 235-27% 245.348 D 2 3 4 5 6 7 8 5 1203 1617 2031 2435 2529 3233 T 041 45 4943 5253 SEST D61 G445 663 727D T6TT EGI SHES G583 5143 6T 0
roctian oo o P

Contoh kualitas sekuens rendah (kiri) dan contoh kualitas sekuens baik (kanan) pada menu
per sequence quality scores. Sekuens yang baik rata-rata skornya cenderung berada di ujung

kanan pada grafik.

Quality score distribution aver all sequences

Cusky score dstrbution over o sequerces

seenen)
soooom
=000
345678910 121314 16 1@ 20 224 26 W 30 32333 % 1w O B m m n = B a = % =@ om » ® u o= m ow ® »
Mean Sequence Qualty (Phred Scare) Maan Saquanc Qulty (Fhesd scse)

Contoh kualitas sekuens rendah (kiri) dan contoh kualitas sekuens baik (kanan) pada menu
per base sequence content. Terkadang meskipun hasil analisis dengan FastQC menunjukkan
grafik seperti gambar yang di kiri, tetapi sekuens dianggap normal karena pada metode
preparasi pra-sekuensing dilakukan penambahan primer untuk barcode pada mesin, yang

menyebabkan 10-15 basa pertama memiliki distribusi yang tidak normal.

Sequence content across all bases

Sequence contert across sl bases o
100
100
.

- N
& &
kL] o
50 &0
50 o
0 @
0 30|77 -
) 0 Do
10 1o

D 1234567591519 3034 4549 60-64  60-81 100-104 120-124 140-146 165160 185-180 205.200 225-220 245249 1234 56786 1213 18-19 24-25 30-51 3637 4243 4849 54.55 60-61 6667 72.73 7879 66-67 9259 98-99 106-107 114115 122123
Fosition in red {bp) Postion in read (ap)
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8. GC content yang baik tidak akan menyimpang terlalu jauh dari distribusi normal.

GC distribution over all sequences

GC count per read
2500000 Theoretical Distribution

2000000

1500000

1000000

500000

02468 11 15 18 23 27 31 35 3% 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 B3 BF 91 85 09
Mean GC content (%)

9. Jumlah basa yang tidak bisa diidentifikasi dapat dilihat pada menu per base N content. Adanya
spike menunjukkan adanya error saat proses sekuensing. Gambar di sebelah kiri menunjukkan

terjadinya kegagalan instrumen dalam membaca 20% basa pada posisi 29.

H content across all bases
100

123456789 11 13 15 17 16 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 4l 43 45 47 48 T2 34356785 120D DA ws B 2D B0 00§

10. Pada RNA-seq, adanya duplikasi pada hasil pembacaan merupakan hal yang normal, karena
adanya ekspresi dari transkrip-transkrip tertentu yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan
whole genome sequencing (diharapkan sekuens yang terbaca adalah sekuens yang unik dan
tidak terduplikasi). Oleh karena itu, jika pada sequence duplication levels atau

overrepresented sequence terdapat warning, pengolahan data dapat dilanjutkan.
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>500
Sequence Duplication Level

11. Pada adapter content, idealnya tidak ada sekuens adapter yang ikut terbaca. Akan tetapi,
karena [library yang terbentuk sebelum di-sekuens panjangnya bermacam-macam, maka

terkadang adapter ikut terbaca.

A.2. Trimming atau pemotongan dengan trimmomatic
Trimmomatic adalah salah satu tools yang digunakan untuk memfilter sekuens berdasarkan

kualitas yang diinginkan. Trimmomatic digunakan pada proses sekuensing menggunakan platform
[Mlumina (Bolger et al 2014). Trimmomatic dapat dijalankan pada OS Linux melalui Terminal maupun
Windows melalui Command Prompt. Command yang digunakan untuk melakukan filter pada basa-
basa dengan kualitas rendah menggunakan Trimmomatic yaitu:

java -jar trimmomatic-0.32.jar PE -phred64 readsl.fastq.gz reads2.fastq.gz pairedl.fq.gz

unpaired1.fq.gz paired2.fq.gz unpaired2.fq.gz avgqual:20
dengan input berupa:

file reads1/2.fastq.gz, output yaitu paired1/2.fq.gz, dan data yang terbuang unpaired1/2.fq.gz

A.3. Assembly dengan metode de novo

Assembly adalah proses penggabungan reads menjadi full-length transkriptom atau RNA yang
utuh. Karena jumlah spesies yang sudah memiliki reference genom masih terbatas, terkadang proses
assembly dilakukan secara de novo. Untuk mendapatkan full length transkriptom yang ideal, proses
assembly dilakukan dengan beberapa tahap:

1. Assembly menggunakan trinity. Trinity adalah software yang mengkonstruksi contig,
mengelompokkan contig yang terbentuk, serta mengekstrak isoform yang terbentuk dari
contig-contig tersebut (Grabherr et al. 2013). Trinity dapat dijalankan pada terminal Linux
dengan command:

Trinity.pl --seqType fq --left chr18 1.fq --right chr18 2.fq --CPU 4
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Input berupa file dengan ekstensi .fq. Left sequence adalah sekuens dengan nomor 1, right
sequence adalah sekuens dengan kode 2. Command tersebut dapat dimodifikasi dengan
menambahkan memori komputer maksimal yang digunakan (--max memory XXG --),
minimal panjang contig (--min_contig length XXX), mencegah terdapat file besar yang
tertinggal (--full _cleanup), dan nama file yang menjadi output (--output namafile).

2. Untuk mengurangi kelompok transkrip yang hampir sama dan memperoleh contig yang lebih
lengkap, contig-contig yang terbentuk kemudian di-reassembly menggunakan software CAP3
(Huang & Madan 1999) dan CD-HIT-EST (Li & Godzik 2006) dengan identity threshold 90%
untuk menghilangkan contig-contig yang ambigu. Command untuk CAP3 dan CDHIT:

cap3 namafileouputTrinity.fasta —p 90 > namafileoutput.cap3
cd-hit-est —I namafileoutput.cap3 —o namafileoutput.cdhit —c 0.90 —M 0 —T 0 > cdhit report
3. Memetakan reads ke reference menggunakan bowtie2 (Langmead & Salzberg 2012),
membuat referensi:
bowtie2-build namafileoutput.cdhit namafileoutput.cdhit.index
proses mapping:
bowtie2 —p 22 —x namafileoutput.cdhit.index -1 leftsequence.fq -2 rightsequence.fq —S
namafileoutput.cdhit.sam
dilanjutkan menggunakan samfools untuk mengubah ke format gene expression:
samtools view —S —b namafileoutput.cdhit.sam> namafileoutput.cdhit.bam
dilanjutkan dengan Corset dengan nilai ekspresi dalam Counts per Million (CPM) >1
(Davidson & Oshlack 2014)
corset —r true-stop namafileoutput.cdhit.bam
corset —m (0 —I corset namafileoutput.cdhit.bam.corset-reads

4. Contig yang diperoleh tersebut kemudian dibandingkan atau dianotasikan dengan sekuens
dari beberapa basis data, antara lain dengan non-redundant protein (nr) NCBI dan SwissProt
menggunakan algoritma Basic Local alignment Search Tools (BLAST) dengan cut-off E-
value 1E-5 (Altschul ef al. 1990). Identifikasi kemiripan sekuens dari beberapa contig dalam
grup yang homolog dan deteksi contig dengan Open Reading Frames (ORFs) dilakukan
dengan perangkat BLASTX pada NCBI ORF Finder. Database yang digunakan untuk
BLAST dapat diunduh dari NCBI menggunakan FTP.

Command pada program BLAST yang telah dijalankan di Terminal Linux:
Blastx —query namafiletranskriptomhasil.fasta —db /pathway menuju file database
(contoh SwissProtDB)
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Blastx —query namafiletranskriptom.fasta —db /D/database/protein/swissprotDB —
num_threads 23 —max_target seqs 1 —outfmt5 e —evalue le-5 —max_hsps 1 —out

namafiletranskriptom.swissprot.outfmt5 (untuk file blast2go)

blastx -query namafiletranskriptom.fasta -db /D/database/protein/swissprotDB -
num_threads 23 -max_target seqs I -outfmt 6 "6 gseqid sseqid gstart gend pident length
evalue bitscore score stitle" -evalue le-5 -max_hsps 1 -out ref fal shtkrt.SP.outfint6
(untuk digabungkan dengan file DEG)

5. Analisis Gene Ontology dan KEGG pathway dilakukan menggunakan perangkat lunak
Blast2GO (Conesa et al. 2005, Go6tz et al. 2008).
a. Load file hasil blast (file dengan ekstensi xml) di Blast2go:

@ 8lss1260 603 - =] X
File Analysis View Help
Recen s @O B @ - R

Open File (b2g)  Ctrl+O

Load » " |
Load Blast Results B - ;
Manage License - Load Blast XML (Legacy)
Prefesences ® Load Annotations (annot) Ctrl+ShiftsL
Restart
Exit Ctl+Q
@ Progress @ File Manager ¥ | @ Application Messages © | @ Welcome Message
A G~ | Causers\Arin\bagWorkspace
Name Last Modified
b2gWorkspace Jan 12, 2022 Blast2GO is now part of OmicsBox, upgrade now! 3, Download @ OmicsBox
Blast2GO Example OmicsBox Latest Updates
Version 1.0
Gena Ontology Annatation
@
@
@ Load Blast Results o S
= (D)
®-0-©-0-0-0-0-@- ES
= - = —v— = = Load Blast Results
Load Blast results that have been created with Blast/Diamond -outfmt 5.
With Blast, we recommend to use -outfmt 14 instead
Blast XML Results 1 File | Clear | Add Files | Add Folder @
b\ dataNGS\RefTranscriptomelse fal shtkrt NR outimtS xml
Filter by Description No filter -]
@ Progress|® File Manager & | @ Application Messages Nurmber of Blast Hits 20 e |
A CA | CAUsers\Arin\b2gWerkspace | HSP Length Cutoff 3
Name Last Modified E
b2gWorkspace Jon 12, 2022 HSP-Hit Coverage o 1 3, Download @ OmicsBox
Separator |
Pasition 5
Join Hit 1D and Hit Description [+ L] ‘OmicsBox Latest Updales
Handling of duplicated ids  Replace Dupbicated Ids v @ [maco Version 1.0
— — B
T
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b. Lakukan mapping. Sekuens yang ter-mapping akan berwarna hijau.

@ Blst260 603

-

@ Progress|@ File Manager 1| @ Application Messages|
Ao~ | Clusersarinib2gWorkspace
Name Last Modified
- b2gWorkspace Jan 12, 2022
|_Eiltes
@ Blast2G0 6.03

File Analysis View Help

000008 8-

part of OmiesBox, L

Blast2GO Example Workflows

The following schemes shows some of the many analysis scenancs available in

Mary different combinations are possbie 1o adust best (0 your neads. Hover over the Gfierent
elements to find out more about each step.

Gene Ontology Annotation

(™ (O

‘.

Tahle entries: 45611 FIEIEY = B
ears G0 s

Start typing to search actions.

~ rorogoDs

OmicsBox Latest Updates
Version 1.0

* Blast2GO0 is now part of OmicsBox

+ Functional Anntation
o CloudBlast can now fiter the database by te
o Impcoved CudIPS spood and resouco us
o Mew EC class (7)

Analysis .

o DA-San Na Nevn Assambhy (ARVSS 7 00

»

Start typing to search actions... ]

© “Table: ref_fal_shtkrtNR.outimt5 & |

mAE -5

Tahla antriee: AR 92°

AT MArrsO

@ Progress @ File Manager| @ Application Messages

a

| @ Welcome Message =

100% Mapping (ref_fal_shtkrt NR.outfmtS): done [1mé1s]

100% Load Blast Results: done [34]
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Blast2GO Example Workflows

The following sche of the: lysis scenarios
Many different combinations are possible lo adjust best to your needs. Hover over the different
elemants 1o find out more about each stey

Gene Ontology Annotation

(NG

= InerPra GO s = intiPro GO Hames

OmicsBox Latest Updates

Version 1.0

+ BIast2GO is now parl of OmicsBox
+ Functional Annotation

© CloudBlast can now filler the databasa by t

o Improved CloudIPS speed and resaurce us:

o New EC class (7)
* Genome Analysis .

= DNA-Sa0 DA Nown Assemblv (ARVSS 7 01

»
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c. Lakukan Annotation. Sekuens yang teranotasi di Blast2go akan berwarna biru.

@ BLe260 603
File Analysis View Help

9-0-0-0lCl0-2-9-

(@ Progress| @ File Manager| @ Application Messages| | = 0| ®Welcome Message 1|

100% Mapping (ref_fal_shtket NR outfmiS): done [1md1s]

o sBox,
100% Load Blast Results: done [34s] art of Omics

Blast2GO Example Woarkflows
The following schemes shows some of the many analysis scenanos available in Blas2GO.

Many different comBinations are possible 1o adust best 1o your needs. Hover aver the different
elements to find out more aboul each step

Gene Ontology Annatation

() (©)

@ Biast?GO 6.0.3
File Analysis View Help

9-0-0-0-0-0-©-9-

@ *Table: ref fal_shtkrt NR.outfmt5

| Start typing to search actions...

Tahle entriec f 027 EIEIEY =

= oo Goo8 ¥ rserer G0 Nams

OmicsBox Latest Updates
Version 1.0

+ Blast2GO is now part af OmicsBox
* Functional Annotation
o CloudBiast can now filter the database by te
° Improved CoudIPS speed and 1650Uroe Us
o New EC class (7}
+ Genoma Analysis
o DNA.San Na Novn Axsambly (ARVSS 2 0)
v

-]

Start typing to search actions

Tahla entriec 6977 E1OE =

File Manager| ® Application Messages| @ Welcome Message

3% Annotation (ref_fal shtkrt NR.outfmt5)
-

X, upgrade now
100% Mapping (ref_fal shtkrt NR.outfmtS): done [1md1s] RO

100% Load Blast Results: done [34s]

Blast2GO Example Workflows

The following schiemes shows some of the many analysis scenarios available in Blast?GO.
Many different combinations are possible lo adjust best la your needs. Hover over the diferent
elements to find out more about each step.

Gana Ontology Annotation

(" (©
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OmicsBox Latest Updates
Version 1.0

« Blest2G0 is now part of OmicsBox
» Funclional Annotation
© CloudBlast can now filter the databass by té
© Improved CloudiPS speed and resource us:
= New EC class (7)
* Genome Analysis
2 DNA-San De Novo Assembiy (ARVSS 7 0}
v
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d. Analisis gen Ontology dilakukan untuk mengetahui letak, proses biologis, dan fungsi

molekuler dari gen yang teranotasi pada transkriptom yang sudah ter-assembly.

Sekuens yang berhasil dianalisis gen ontology-nya akan berwarna krem.

— Enzyme Code and KEGG »
:ar Enrichment Analysis (Fisher’s Exact Test)

masnn

|® Progress| @ File Manager|® Appiication Messages|
100% Annotation (ref_fal_shtkrt NR.outfmtS): done [205]

100% Mapping (ref_fal_shtirt MR outfmts): done [1m41s]

100% Load Blast Results: done [345]

@ 8251260 6.0.3
File Analysis View Help

9-0-0-0-0-0-2-9-

@ *Table: ref fal_shtkrt.NR.outfmt5 =
i ue = Seahiame
a

FaISKSTETESL.. Ausin-induced prote.. 1158 1

mAsTED.

@ Progress| @ File Manager| ® Application Messages
100% GO-Slim (ref_fal_shtkrtNR.outfmts: done [115]

100% Annotation (ref fal shtkrtNR outfmt5): done [20s]

100% Mapping (ref_fal_shtkrt. NR.outfmtS): done [1m41s]

100% Load Blast Results: done [34s]
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- = o T e ¥ g
fmasmn] ssruc} L
[uacnio]

1266137

Start typing to search actions... |

Tahla entriec fa27 BEB = 0

T e 0 5

= = T iiacPrs GO Mames

¥ gois

Blast2GO w part of OmiesBox, u|

Blast?GO Example Workflows OmicsBox Latest Updates

The following schiemes shows some of the many analysis scenanios available in Blast2GO. Version 1.0

Many differont comBinations are possibio 10 adust boest 10 your noeds, Hover aver the dront

lemants 10 ind out more aboUL each step. * Blast2GO s now pant of OmicsBox

+ Functional Annelation
© CloudBlast can now filer the databarse by &
© Improved CIOUGIPS speed and 1esource st
o New EC &8s (7}
= Ganomea Analysis -
Sl Polis dtisio ez,
0

Gene Ontology Annatation

(O

[ Start typing to search actions, |

Tahle antries- 6027 BIOE = O

= ImacPeo GO 25 = taFro GO Names

Pc0mss00s;
i o FGO0005215

@ Welcome Message &

is now part of OmicsBox, U

Blast2GO Example Workflows

‘The fallowing schemes shows some of the many analysis scenarios available in Blasi2GO.
Wany different combinations.are possible to adjust best to your needs. Hover over the different
slements to find out more about each step.

OmicsBox Latest Updates
‘Version 1.0

» BlastZGO is now part of OmicsBox
- Functional Annotation
= CloudBlast can now fiter the dalabase by le
s Improved CloudIPS speed and resource us
o Mew EC class (T)
* Genome Analysis
5 DINA-Sen Ne Novo Assembly (ARVSS 7 01
»

Gene Ontology Amnotation

(T —(©
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Database KEGG pathway adalah salah satu bagian dari KEGG database yang berisi

kumpulan peta pathway yang merepresentasikan interaksi molekuler dalam proses

metabolisme, proses informasi genetik, proses informasi lingkungan, proses seluler,

sistem organisme, penyakit, dan pembuatan obat-obatan. KEGG (Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes) adalah database yang berisi data-data terkait high-level

function dan kegunaan suatu sistem biologi seperti sel, organisme, dan ekosistem

berdasarkan informasi molekuler, khususnya dataset besar hasil sekuensing

@ Blast2G0 603
File Analysis View Help
) _50sim B . @ .
Enzyme Code and KEGG | 3 Run GO-EnzymeCode Mapping Crrl+Shifts E

* Remove GO-EnzymeCode Mapping

Load KEGG

| Start typing to search actions... |
Tahle entine fR 027 BEIR = B

= ioowPra G0 B8 T etachro GOMames

® Progress| @ File Manager @ Application Messages|
100% GO-EnzymeCode Mapping (ref_fal_shtkrt NR outfmtS}: done [35)

100% GO-Slim (ref_fal_shtkrt NR.outfmtS): done [115]

1003 Annotation (ref fal shtkrt NR cutfmiSk done (205]

Blast2GO is now part of OmicsBox, upgrade now!

s

Download

® &% | Blast2GO Exampls Workflows OmicsBox Latest Updates
100% Mapping (ref_fal shtkrt NR.outfmt5): done [1ma1s] The following schemes shows some of the many analysis scenanos available in Bast?GO Version 1.0
® @ X | Many different combinations. are passible 10 adust best 1o your needs. Hover over the diorent
elemants {o find cut more about each step. + BlastdGO 1 of OrnicsBos
100% Load Blast Results: done [34s] - Funclonal Annstaten.
-®Xx * CloudBlast can now filter ihe database by te
Gene Ontology Annatation o Impeoved CloudiPS spoed and rosourcn s
* MNew EC dass (7)
m @ + Genome Analysis. -
b e — o [A-Saa M Novn Assembly (ARVSS 7 M
. »
@ Blast2G0 6.0.3 - X
File Analysis View Help
®-®.®.-®0.®-0.-.®-@- Start typing to seerch ocions. \
S R wwpe o S e gwe  mae
@ “Table: ref fal_shtkrt. NR.outfmt5 &
s a| Tswum | omcein | Tumw | Tem | Teww | Tunan | T = cous = Gormes = Euamecoses | = Eyma Hones = b 0
e, P2 868 ' osge2 lsanos h e Fanath ion Bingiog
Fal e 1 46048 s h 0018021 [ e
[arom—
Fasi. EXE |1 i 0010 [7.00% J uumm Cintegral companent of
membrane
rptase 336 1 B6BE-2T Te19% 1 PGO006IH PONA metabeiic peocess
50 ' lasee.10 raosw h »GO0008S PANA pocesing
1251 1 BATE-100 &A% il CEOM016021 [yt oot ot
Pposive egulaton of
s ' toaE1t s02ex 1 #0005 "
e ' 17%s8 i " saoo0s Peesporee o umin

® Progress| @ File Manager @ Application Messages|

100% Make Combined Graph (ref_fal_shtkrt NR.outfmt5): done [6s] @

100% Make GO Graph: done

=@ x

100% KEGG Pathway-Maps {ref fal_shtkrt NR outfmtS): done [33m7s]

-®x

100% GO-EnzymeCode Mapping (ref_fal_shtkrtNR.outfmt5): done [3s]

®x

100% GO-Slim (ref_fal shtkrt NR outfmtS): done (11s]
x

a

100% Annotation (ref fal shtkrt NR.outfmtS): done [20¢]

=®x

1008 Wharminn (raf §al chilet MD i@ dama [1mA el
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i = 0@ Welcome Message @ *KEGG Viewer: KEGG Results of ref_fal_shtkrit MR.outfmts =2

BE=C

Pathways #5eqs  #Enzs
Glycerolipid metabolism - 19
Purine metabolism 35 37
Cysteine and methionine metabolism 33 33
Amino sugar and nucleotide sugar 2 6

metabolism

Color Enzyme #5eqs Sequences
€c:2.3.1.20 O-acyltran 26 Falsk.94924.3.1.85679f1
sferase FalSK.14511.0.T.72506

FalSK.95586.72995.T.
FalSK.95586.62366.T.8
FalSK.95586.72987.C1(

[ Save Map [@ Save allMaps B Export data
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1o search actions.

@ *Table: ref_fal_shtkrt. NR.outfmt5 Tahle entries- A2 927 EIBE = 0
@ ™ = sename p— « Lo cems | veme | vameen | e = coms = conames T pp—— < o5 = imser 60 125 e p—
B ] U FSK 33506 15578... T inger, RanBP2- 569 0 |oage-24 o 0 FGOD0MET? |Eometaicn binding
(5] FalSK338026307. PREDICTED: unchara. 546 n
T | @ Export KEGG Data (KEGG Results of ref fal s...
o FoSOSS0AISNL.. protein ALUORISCE.. 841 h
| | Export KEGG Data Configuration
P TR pakesssasein.. e e 380 1| @ invalid path, You must select a valid file.
2 S— T "
1 ! (|
3 COREED | osson: n n
i i TIEH- [t i e 551 " | Kegg DataFile Browse.. @
O gy PSRRI e ol 733 " T select destination file
(mE] e FolSK.95506.10866.. aurin-responsive pro.. 1180 n
= | | | Format e | | |
@ Progress @ File Manager @ Application Messages () One Sequence per Row shtkrt NR.outfmts & ae=no
100% Make Combined Graph (ref_fal_shtkrt NRoutfmtS) done [6s] | (®) One Enzyme per Row #ENzS @ Save Map [ Saveall Maps Be Exportdata
. 19 .
100% Make GO Graph: dane © One Pathway per Row 17
EE]
100% KEGG Pathway-Maps (ref_fal_shtkrtNR.outfmtS): done [33m7s] %
Default Run Cancel
1003 GO-EnzymeCode Mapping (ref fol shtkrt NR outfmt5): done [3sr — o
= ®x Color Enzyme #Seqs Sequences
. & 4,
100% GO-Shim {ef Falshikrt NR outfmiS: done (115 £C:2.3.1.20 O-acyltran 26 FalSK.94924.3.1.85679))
o sferase FalSK.14511.0.T.72506
FalSK.95586.72995.7.8
100% Annotation (ref fal shtkrt NR.outfmts): done [20s) FalSK.95586.62366.7.8
=@ x FalSK 95586.72987.C1(

100%_Mannina Iref fal shtkrt NR outfmis): done 11md1s]
GO Version: Dec 15 2021

Jangan lupa di akhir nama file ketika akan export ditambahkan extension: .txt

7 blast2go_kegg nyoba - Notepad - X
File Edit Format View Help

lseq Pathway Pathway ID #Enzs in Pathway Enzyme ~
FalSK.95586.41767.C13521 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism map@@63@ 21 ec:3.5.1.9 - kynurenine formamidase, ec:4.1.3.1 - lyase, ec:1
FalSK.95586.96758.7.83907.¢c1.g2.116 Aminoacyl-tRNA biosynthesis map@eg7e 23 ec:6.1.1.22 - ligase, ec:6.1.1.19 - ligase, ec:2.1.2.9 - form
FalSK.95586.72995.T7.84230.c3.gl.i8 Cutin, suberine and wax biosynthesis, Glycerolipid metabolism map@ee73, map@@s56l 3, 19 ec:2.3.1.28 - O-acylt
FalSK.95586.76835.T.89568.c4.g1.11 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism, Tryptophan metabolism map@@63@, map@e3se 21, 12 ec:3.5.1.9 - kynureni

2.3.1.9 - C-acetyltransferase, ec:4.2.1.17 - hydratase, ec:1.11.1.6 - equilase

FalSK.95586.15721.C3451 Fructose and mannose metabolism, O-Antigen nucleotide sugar biosynthesis, Amino sugar and nucleotide sugar metabolism map@eesl, map
:4.2.1.46 - 4,6-dehydratase, ec:1.1.1.22 - 6-dehydrogenase, ec:2.7.7.23 - diphosphorylase, ec:5.3.1.8 - isomerase, ec:2.6.1.16 - transaminase (isomerizing),
1@ - uridylyltransferase, ec:2.7.7.27 - adenylyltransferase, ec:2.7.1.1 - hexokinase type IV glucokinase, ec:2.3.1.4 - N-acetyltransferase, ec:2.7.1.59 - kin
FalSK.95586.13668.C2356 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism, Tryptophan metabolism map@e63e, mapee3se 21, 12 ec:3.5.1.9 - kynurenine formamidase,
-acetyltransferase, ec:4.2.1.17 - hydratase, ec:1.11.1.6 - equilase

FalSK.95586.114034.7.81511.c2.g2.11 Drug metabolism - other enzymes, Pyrimidine metabolism map@@983, map@e24e 16, 25 ec:2.7.1.48 - kinase, ec:3.1.
- diphosphatase, ec:3.5.4.5 - deaminase, ec:3.6.1.5 - ATP-diphosphatase (ambiguous), ec:3.1.3.5 - uridine 5'-nucleotidase, ec:4.1.1.23 - decarboxylase, ec:6.
FalSK.95586.27865.7.88557.¢3.g2.13 Sphingolipid metabolism map@escee 14 ec:2.7.1.138 - kinase, ec:3.2.1.45 - psychosine hydrolase, ec:2.7.8.2
FalSK.95586.88385.7.81888.c@.g1.i4 Novobiocin biosynthesis, Tropane, piperidine and pyridine alkaleid biosynthesis, Tyrosine metabolism, Cysteine and me
teine synthase, ec:4.4.1.11 - gamma-lyase, ec:2.1.1.14 - S-methyltransferase, ec:1.2.1.11 - dehydrogenase, ec:1.13.11.20 - dioxygenase, ec:2.6.1.57 - transam
nase [NAD(P)+], ec:1.3.1.79 - dehydrogenase [MAD(P)+], ec:4.1.3.27 - synthase, ec:2.5.1.19 - 1l-carboxyvinyltransferase, ec:4.2.1.91 - dehydratase, ec:5.4.99.
, ec:4.2.1.17 - hydratase, ec:3.7.1.14 - hydrolase, ec:4.3.1.24 - ammonia-lyase

FalSK.95586.10604.7.86446.c4.g2.12 Indole alkaleid biosynthesis map@agel 2 ec:1.14.11.2@ - 4-hydroxylase, ec:4.3.3.2 - synthase

FalSK.95586.7044.7.88187.¢5.g2.11 Glycerolipid metabolism map@esél 19 ec:2.3.1.20 - O-acyltransferase, ec:1.2.1.3 - dehydrogenase (NAD+), e
FalSK.95586.19148.C13737 Ubiguinone and other terpenoid-quinone biosynthesis, Fatty acid biosynthesis, Fatty acid degradation map@e13e, mapPeesl, m
FalSK.95586.69861.7.88289.¢3.g2.117 Aminoacyl-tRNA biosynthesis map@eg7e 23 ec:6.1.1.22 - ligase, ec:6.1.1.19 - ligase, ec:2.1.2.9 - form
FalSK.95586.113932.7.88238.c0.g1.19 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism mapees2e 36 ec:2.6.1.16 - transaminase (isomerizing), ec:
e, ec:2.7.7.27 - adenylyltransferase, ec:2.7.1.1 - hexokinase type IV glucokinase, ec:2.3.1.4 - N-acetyltransferase, ec:2.7.1.59 - kinase, ec:4.1.1.35 - deca
FalSK.95586.26475.7.87724.¢c@.gl.i1 Cysteine and methionine metabolism, Glutathione metabolism mapee27e, mapee4se 33, 17 ec:3.3.1.1 - S-adenos
ogenase, ec:2.6.1.44 - transaminase, ec:2.5.1.43 - synthase, ec:1.11.1.11 - peroxidase, ec:3.4.19.13 - gamma-glutamate hydrolase, ec:1.17.4.1 - reductase, ec
FalSK.95586.99985.7.82492.¢c1.g2.1i1@8 Steroid biosynthesis mapeel1ee 1@ ec:1.3.1.21 - reductase, ec:5.4.99.7 - synthase, ec:1.1.1.17@ - 3-deh
FalSK.95586.107488.C20178 Aminoacyl-tRNA biosynthesis mapees7e 23 ec:6.1.1.22 - ligase, ec:6.1.1.19 - ligase, ec:2.1.2.9 - formyltransf
FalSK.95586.91997.T.87650.¢c6.g1.15 Ascorbate and aldarate metabolism, Glycolysis / Gluconeogenesis, Caprolactam degradation, Pyruvate metabolism, Glycer

2.7.2.3 - kinase, ec:1.8.1.4 - dehydrogenase, ec:1.2.1.5 - dehydrogenase [NAD(P)+], ec:4.2.1.11 - hydratase, ec:2.7.1.2 - glucokinase (phosphorylating), ec:1
9 - carboxykinase (ATP), ec:2.3.1.12 - acetyltransferase, ec:6.2.1.1 - ligase, ec:2.3.3.13 - synthase, ec:1.8.1.4 - dehydrogenase, ec:1.2.1.22 - dehydrogenas
se, ec:3.2.1.22 - melibiase, ec:2.7.1.187 - kinase (ATP), ec:2.7.1.30 - kinase, ec:3.1.1.23 - lipase, ec:2.3.1.22 - O-acyltransferase, ec:3.1.1.34 - lipase,

FalSK.95586.30280.T.87600.c3.g1.13 Arginine biosynthesis map@e22e 15 ec:2.3.1.1 - N-acetyltransferase, ec:3.5.1.14 - acid amidohydrolase,
FalSK.95586.72993.7.84230.¢3.g1.114 Cutin, suberine and wax biosynthesis, Glycerolipid metabolism map@@e73, map@@561 3, 19  ec:2.3.1.20 - O-acylt
R s <~ - 2= St T emmman  eimamea  oiassas P
-]
File Analysls View Help
®-®-@-0-®-0-@-@- Sart yping tosearch actons
S B e mie e oBa  gw e
@ *Table: ref_fal_shtkrtNR outfmt5 Tahle entries- 42927 EIEHIE = O
s w T rm a  sepume = beserpron - Lerger coms | vewme | vimpan  vew = coms = conmes + trimecoses | = tramenames * rmemios = mmmocos [e——
i BRI pe 0555 15570 | Tine finger, RanBP2-_ 168 1 |agse-2a Ty N FEOmMEETZ [Fometation winseg |
e o E— T e O T
FalSx05586.35042... FLUORESCE.. 841 1 - - - - -~
[P @ Save KEGG Maps (KEGG Results of ref fal s... u} X
|t | | Choose the folder where to save the KEGG maps.

FAISEI31S861E21... pre-mRNA spibcing L. 350 1
FAISKSSE8T1616... prosen roat UVE sen.. 1251 1

FAISKISSE10042 . |uncharactarzed prot. 755 g

Destination Folder

“ falscosss 10066 ausin-nespoedive pra_ 1180 1 L Select folder
@ Progress| @ File Manager| ® Application Messages, Ehtkrt NR outfts = BE=o
100% Export KEGG Data [KEGG Results of ref_fal_shtkrt NRoutfmtS): d | #Enzs @ Save Map ~ @ Save all Maps ~ B Export data
19]
100% Make Combined Graph (ref fal shtkrt NR.outfmt5): done [6s] 37
Default Run Cancel P =
100% Make GO Graph: done ”
TEX TrETanoNsm
100% KEGG Pathway-Maps (ref_fal_shtkrt.NR.outfmt5): done [33ms] o e
E X Color Enzyme #5eqs Sequences
. . Al 84024 3T 8567
100% GO-EnzymeCode Mapping (ref fal_shtkrt NRoutfmt5): done [3s] ec2.3.1.20 O-acyiwan 26 FalSK 045241 T.856
ax sferase 1
100% GO-Slim (ref fal_shtkrt MR outfmtS): done [115]
=ex

FalSK.95586.72987.C11

100% Annatation (raf fal shtkrt NR outfmiS): done 12051
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Contoh hasil pathway yang dihasilkan:

= | maps - a X
P

« v 4 » This PC » New Volume (E) » research > dataNGS > Reffranscriptome > maps ~ O

o Quick access

m Desktop C o

& Downloads

Documents — -
blast2go kegg_  blast2go kegg_ blast2go kegg_  blast2go kegg_  blast?go kegg_  blast2go kegg_  blast2go kegg  blast2go kegg_  blast2go kegg  blast2go_kegg_
= Pictures map00010_glyco  map00020_citrat  map00030_pent  map00040_pent  mapD00S1 fruct  map00052 galac  mapD00S3 ascor  map00061 fatty map00062_fatty  map00071 fatty
¥ Music lysis_gluconeoge e cycle_tca cycle_  ose_phosphate p  ose_and glucuro  ose_and_mannos  tose_metabolism  bate_and aldarat  acid_biosynthesis  acid_elongation_  acid_degradation
. nesis_2022011..  20220112_182..  athway 202201.. nateinterconve.. e metabolism_.. _20220112_18..  e_metabolism_. _20220112182. 20220112_182.. _20220112_182..
- New Volume (D)
«- New Volume (E)
f El - g -
RefTranscriptome T worT
@ OneDrive
= This PC blastzgo_kegg_  blast2go_kegg_  blast2go kegg.  blast2go_kegg_  blast2go_kegg_  blast2go kegg_  blast2go_kegg_  blast2go kegg_  blast2go kegg_  blast2go_kegg_
3D Obiect map00073_cutin.  map00100_steroi  map00120_prim  map00130_ubiq  map00140_steroi map00190_oxida  map00195_phot  mapl0220_argini  map00230_purin  map00232_caffei
’ yocts suberine_and wa  d_biosynthesis 2 ary_bile_acid_bic  uinone_and_othe  d_hormone bios  tive_phosphoryla  osynthesis 2022 ne_biosynthesis_  e_metabolism_ 20 ne_metabolism_2
= Desktop x biosynthesis_..  0220112_182553  synthesis_2022..  r_terpenoid_qui.  ynthesis 20220..  tion_20220112.. 0112182554  20220112_182..  220112_182551  0220112_182548
Documents

& Downloads

& Music ¥ +

& Pictures ke L ! s *

B Videos blast2go_kegg blast2ge_kegg. blast2go_kegg. blast2ge_kegg. blast2go_keou Blastzgs) 2egy bididgo_kegg blast2go_kegg.
& Local Disk (C) map00240_pyri  map00250_alani  map00254 aflato  map00260_glyci  map0D261_min™ “rmiaf 1 0290_valine  map00300_lysine
= y midine_metaboli  ne_aspartate_and  xin_biosynthesis_  ne serine_and_thr  obactam_biosyit: 1e_and_isol _biosynthesis 20
~ New Volume (D) sm_20220112_.. _glutamate me..  20220112_182..  eonine metabol.. hesis 2022011 _biosynth.. 220112 182551

~ New Volume (E)

# Network

6. Ekstraksi jumlah ekspresi gen

Untuk menganalisis perbedaan ekspresi gen antar sampel, perlu dilakukan kuantifikasi
sekuens-sekuens yang dihasilkan. Salah satunya menggunakan software eXpress (Roberts &
Pachter 2012). Software ini dapat dijalankan pada Linux, Mac, OS X, maupun Windows.
Command untuk melakukan kuantifikasi pada program eXpress yang sudah berjalan:
Express  —no-bias-correct —o  namasampel.eXpress — namafileoutput.fasta
namaalignedreads.(sam/bam)
Melakukan analisis Differentially Expressed Gene (DEG)
Analisis differential expression gene (DEG) yaitu analisis untuk mengidentifikasi kandidat
gen-gen yang diekspresikan secara signifikan pada jaringan sengon yang terserang dan tidak
terserang karat tumor. Nilai ekspresi gen dinyatakan dalam Counts per million reads (CPM).
Semakin tinggi nilai CPM, maka semakin tinggi nilai ekspresi gen tersebut. Kriteria penetapan
DEG adalah dengan nilai log Fold Change (FC) sebesar >2 dan nilai peluang relatif (p) <0.05.
Nilai logFC >2 artinya adalah nilai logCPM gen yang akan dibandingkan adalah >2 x lebih
tinggi atau lebih rendah dibandingkan dengan gen pembanding. Analisis DEG dilakukan
dengan package edgeR pada R statistical software (Robinson et al. 2010).

Hal pertama yang perlu dilakukan adalah menggabungkan data eXpress.
read.table("filel.eXpress.txt",sep="\t",header=FALSE, check.names=FALSE,
stringsAsFactors=FALSE)->namafilel
read.table("file2.eXpress.txt",sep="\t" header=FALSE, check.names=FALSE,
stringsAsFactors=FALSE)->namatfile2
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merge(namafilel,namafile2, by="V1")->m

write.table(m, "namafilegabungan.txt",sep="\t",row.names=FALSE, col.names=FALSE,quote =

FALSE)
Selanjutnya dilakukan analisis Differentially Expressed Gene (DEG) menggunakan package
edgeR.

library(edgeR)

read.table("namafilegabungan.txt”, header=F, row.names=1)->namasingkatfile

c("sampell", "sampel2")->names(namasingkatfile)

factor(c("sampell", "sampel2"))->group

DGEList(counts=namasingkatfile, genes=rownames(namasingkatfile), group=group)->y

calcNormFactors(y)->yl

vi8samples

0.2->bcv

exactTest(vl, dispersion=bcv™2)->exacttest

exacttestStable->namafileoutput

summary(namasingkatfile<-decideTestsDGE(exacttest))

topTags(exacttest, 94255)$table->namaoutput?2

write.table(namaoutput?, file="namafileoutput2.txt", sep="\t", na="NA", quote=FALSE)
keterangan:

bev= koefisien variasi biologis, umumnya berkisar dari 0.1-0.4.

Kemudian untuk mengetahui gen-gen apa saja yang memiliki perbedaan ekspresi, satukan data hasil
analisis Differentially Expressed Gene (DEG) dengan hasil annotation (.outfmt6).

read.delim("namafileoutput?.txt", header=F)->namasingkatdeg

names(namasingkat)<-c("seq", "logFC", "logCPM", "pValue", "significant”)

read.delim("namafileannotation.outfmt6", header=F)->namasingkatannotation

"non o

names(namasingkatannotation)<-c("seq", "ann", "a", "b", "c", "d", "e", "f", "g", "swissprot")
merge(namasingkatdeg, namasingkatannotation, by="seq")->namafilegabungan
head(namafilegabungan)

write.table(namafilegabungan, file="namafilegabungan.txt”, sep="1\t", na="NA",

quote=FALSE)
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Contoh hasil data Differentially Expressed Gene (DEG) yang digabungkan dengan hasil annotation
ID sekuen logFC  FDR Nama Gen

160

Down-regulated

Mitogen-activated protein

Fm170150.37989.T.115515.c0gl16 -14.08 4.2E-40 kinase kinase kinase 5

Anthocyanin regulatory CI

Fm170150.62813.T.115909.c1g2i2 -13.37 7.4E-35 protein

Anthocyanin regulatory CI

Fm170150.88424.T.115909.c1g2il -13.36 7.9E-35 protein

Up-regulated

Fm170150.71692.Fm195586.92343.

T.58420.c0g2il 12.29 9.8E-26 Transcription factor UPBEATI
Fm44288.2.Fm1113171.0.T.80273.c2

g2i3 12.13 1.4E-24 Ribonuclease 3
Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon

Fm170150.74932.T.128668.c0g3i1 11.97 1.6E-23 RE2

Untuk memvisualisasikan jumlah gen yang terekspresi, baik secara up-regulated (logFC=2)

maupun down-regulated (1ogFC<-2) dapat menggunakan volcano plot.

namasingkatfile <- read.table("namafiledeg.txt", header=TRUE)

with(namasingkatfile, plot(logF'C, -loglO(pvalue), pch=20, main="Volcano plot", xlim=c(-
20,20)))

with(subset(namasingkatfile,  abs(logF'C)>2),  points(logFC,  -loglO(pvalue),  pch=20,
col="orange"))

with(subset(namasingkatfile, padj<.05 & abs(logFC)>2), points(logFC, -logl0(pvalue), pch=20),
col="green"))

with(subset(namasingkatfile, padj<.05 & abs(logFC)>10), textxy(logF'C, -loglO(pvalue),
labs=Gene, cex=.3))
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Adjusted p-value atau FDR adalah rasio jumlah hasil yang false positive dibandingkan dengan
total hasil yang positif. Beberapa metode yang dapat digunakan untuk mencari nilai adjusted
p-value yaitu Hochberg, Holm, Hommel, Bonferroni, Benjamini-Holm (BH), Benjamini-
Yekutieli (BY). Kalkulasi nilai adjusted p-value dilakukan dengan memilih salah satu metode
tersebut. Jika nilai adjusted p-value atau false discovery rate (FDR) belum diketahui, nilai
tersebut dapat dicari terlebih dahulu sebelumnya dari file deg dengan kode. Nilai p tersebut
kemudian ditambahkan pada tabel hasil gabungan, dapat dilakukan secara manual (copy
paste) maupun menggunakan fungsi merge.

p.adjust(pValue, method = c("holm", "hochberg", "hommel", "bonferroni", "BH",

"BY","fdr", "none"), n = length(pValue))

Contoh hasil volcano plot:

Volcano plot

80
!

o
e
[u]
e
S g
o
o
[s=)
™
= u
T T T T T
20 10 0 10 20
logFC

Volcano plot hasil analisis Differentially Expressed Gene (DEG).
Keterangan : Bagian berwarna kuning dengan nilai logFC negatif merupakan gen terekspresi

secara down-regulated, sedangkan yang bernilai positif terkekspresi secara up

regulated.
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6.2 Pengolahan data RNA-Seq menggunakan Cloud Computing pada MASER (Kinjo et al.
2017)

1. Buat akun pada laman MASER (https://cell-innovation.nig.ac.jp/ums_wus/
UserRegistrationInputForm) email. Akun hanya bisa diaktifkan satu kali dan tidak ada
opsi reset password.

2. Jika sudah berhasil login, akan muncul laman project. Pada laman tersebut tambahkan

project baru dengan menekan create new project (proyek baru).

shabrina47/guest1110 & Change User ™ Home B Manual

g e N P Create Mew Project

Praject is your group workspacs for the analysis, Your analysis result will be saved in the project. You can share/unshars the praject to Filinr by Kavward =
U cther groups by L) button, s shared within your group, 41 |5 shared to other groups and ¢4 is shared by the other group. tar by Keywond Filor
1-1 1r A 1 1 | page
F t 1D Naj D pt r:-,.[l*:l: Organism User/Group H""'[;_"I'l:"“"' Action
[rr— shabrinad? "9 L
BIO000 19656 | deg daun batang deg daun batang RNA-seq other G--t111119 2020/11/11 ‘T @
1-1of1 1 1 | page
[ Bt
Contoh new project:
- X

(@ Project - Create - Google Chrome

@ cell-innovation.nig.acjp/members/maser3/projec Form
I

» Project - Create
v Please Input following items.

Project Information:
leucaena

root transcriptome of 1. leucocephala

RNA-seq ~

[[Other (other) ~]

shabrina47/guest1110

OK || Cancel
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3. New Project muncul pada laman. Klik project ID untuk mulai menambahkan data.
* @O0 »0»0@ :

« > c

User/Group: shabrina47/guest1110 & Change User # Home B Manual

LAl oy Create New Project

@) Project is your group workspace for the analysis. Your analysis result will be saved In the project. You can share/unshare the project to Eilter by Kevword: o
other groups by [[] button. [ is shared within your group, 4t Is shared to other groups and 4 s shared by the other group ! Y Key

1 - 2 of 2 record(s) 1 /1| page
. — Application . Registration
Project ID Name Description Type Organism User/Group = Action
PJ00010095 leucaena root transcriptome of |. leucocephala RNA-seq other shabrina47 2022/03/25 L‘ Q
/guest1110 m
shabrinad7 B m
PJOQQOBE56 | deg daun batang deg daun batang RNA-seq other Jquest1110 2020/11/11 m —-
1 /1 | page

1- 2 of 2 record(s)

Copyright © 2009-2014 National Institute of Genetics [Site Policy] [Privacy Policy]

4. Unggah data dengan memilih upload data. Jika ingin menggunakan data yang tersedia di

domnain public seperti database, klik public data.

® Galaxy X | @ Maser % | @ Maser ® @ t x  +

« C @ cell-innovationnig.ac jp/mer

511110 & Change User ® Home B Manual

Refresh
PIO0010095 RNA-seq other .
L}
p shabrina47? W 1
J03/ r ithin guest1110 grou|
2022/03/25 /guest1110 L ] group LIJ

eucaena

oot transcriptome of |. leucocephala

m Module Flow View Upload My Data Public Data v Select All Data =+ Copy/Hide Data

ey Policy]
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5. Jika ukuran file besar (>100 MB) unggah file menggunakan WinSCP (Windows) atau
Cyberduck pada Mac.

@ Data Upload via SFTP - Data transfer - - Googla Chrome

# cell-innovation.nig.acjp/| B Winsc
: ) Local Mark Files Commands Session Options Remote Help

+&E ronize Ml 7 ¥ 48 @ Queue ~ Transfor Settings Default A A1

B New Session

[ My documents ~

7 Edit ~ 3

Upload location:

& Login _ x |fes |Ta

& Upload -

[ G New site: session
File protocol:
|sFTR v

Rights Owner

Upload location fol IV Host name: Port number:
Custom Office Templa... sttp.cell-innovation.nig.ac.jrl | 2

Low
Data forr User name:

VEGAX [guestt110_group

swe v Advanced... |+

indows PC

For Macintosh PC

For Linux/Unix PC ol v | Mage v [Eemn [+
ShW Login dialog on startup and when the last session is dosed

2) Your folder on|

Click "Open your falder
0Bof0Bin0of4 4 hidden

Open your folder onthe {4 onnected.

R upload - guest1110_ groupisitp.cell-innovation nig.acjp - WinSCP _ “ o
local Mark Files Commands Session Options Remate Help
B 5 (@ synchvonize MBGP BF & @ Queue = Tansfer Settings Defoult - |-
B guest1110_group@sftp col-innovationnig acip B New Session
< 0: Hew Voluene = [0 - - WA T #-- uplosd - (3 -~ DO QT R FindFles T (4=
[ edit = 3 L7 L3 properties | £ New- |3 5 # & Dow « | @ e F @ Properties | & New~ | E E

A || Name Size Changed Fights [

. bt disectony e[ OSI0E020 92627 am  oweaex 0

@ che ed local el 10 Ly mhat Do

 or. e HTML Dox..

ll compound roottsy TIKB TSV File

| GORZD1.1 f5a it 123421 K8 FSANT File

] GORZN. 1 fs4 ritbei 24681 KB FX) e

| GORZON.1 f5a_nt.misa 1960 K8 MISA File

] GORZ0N.1 45 ntstatis.. 20KB STATISTICS Fie

| GOSAOY 1 fsant 115,696 K8 FSA NT Fle

] GDSADY.1.fsa nt b 2368BKR FX) e

| GOSAOT.1.fsa ntmisa 1511 KB MISA File

] GDSADY.1 fsa_ntstatis.. 20KB STATISTICS Fie
1K8 Configuration setti..
12KB PL e

3749K8 Chrome HTML Doc.
2KB PLFe
IKE PLFe

1845 KB TSV Fie
14K8 Microsoft Excel Wa..

1533 KB TSV Fie

3749K8 Chrome HTML Doc_.
OKB KDB File
1K8 KDB-JOURNAL File

BTOKD TSV File

3747 KB Chrome HTML Do 15/07/2021

-

120 MB of 311 M8 in 1 0 25 4 hidden 080f0BIn0ol0
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Untuk melihat apakah data sudah terunggah, maka masuk ke dalam folder di dalam server.

O Data Upload via SFTP - Data transfer - - Google Chrome = a X

@ cell-innovation.nig.acjp/members/maser3/projectFileUploadSftpHelp.do?projectid=PJ00010095&fileUploadMethod =sftp

Upload location:

Server Name:

Sl RN guest1110_group

[ acae28a6
Caution) The password is appear only on first time. Please keep it at hand.

Upload location folder: /upload

The supported data formats are listed here .
BEER LR IEN IF you transfer compressed files with extension of "gz" or "bz2",
your files will be decompressed automatically in the next step.

|\ [ "="1 This folder is shared within the guest1110_group user, but it isn't referred to from other users.

The file upload method via SFTP:

A O LER STEET A Please use WInSCP! application.
For Macintosh PC us Please use Cyberduck application.

Please use sftp command.

ex.)

ORI T TP § sftp guest1110_group@sftp. cell-innovation.nig.ac. jp:/upload
sftp> put mydata.fastq

sftp> exit

2) Your folder on the server
Click "0

Open your folder on the server

erver” to confirm the files has been transferred properly.

6. Contoh jika menggunakan public data, pilih data yang diinginkan.

@ Project - Public Data - Goagle Chrome = o
@ cell-innovation.nig.ac jp/members/maser3/projectPublicData.do?projectid=PJ00010095

L [SRASUSSAL | pya cag . . SEA |zu1!1 /uy
GSM3897044: ADSCD21P3; Home sapien 3 Mar

[0 SRX6088944 s: RNA-Seq SRA 2019/10/09 Home & Manual
GSM3897043: ADSCD14P3L; Homo sapie

[0 | SRX6088943 ns; RNA-Seq SRA 2019/10/09

[ SRX6088040 :5;1[5:_957;40 ADSCD10P3; Homo sapien SRA 2019/10/07

GSM2971255: Bacillus_subtilis_pnpA Ren
[J | SRX3630292 | d_seq LB 25s frag; Bacillus subtilis subs | SRA 2019/06/29
p. subtilis str. 168; RNA-Seq

o ’D':“*"h'm Project PI00007015 related data User Data 2019/05/24
O |srxasoszzz ff_:';?‘::fu’:;ﬁ:’_’:ﬂf;::“""“"" SRA ‘2019}‘05.’06
O | SRX997767 Sssm‘:gﬁﬁg:’c':lﬁﬁgz:m*—'iv”—ZTIU: M sra 2018/04/05
O | SRX997766 f\i’:\:ﬁif’éﬁ;;g&f'“"a—‘"’E'—ZTm; Mus | cpa 2019/01/09

High-throughput RNA sequencing of a FFP
SRX203189 | E autopsy lung tissue samples from the 2 | SRA 2018/07/09
009 influenza pandemic

High-throughput RNA sequencing of a FFP
O | SRX203200 E autopsy lung tissue sample from the 19 | SRA
18 influenza pandemic

2018/07/09

O | Emx2160003 | llumina HiSeq 2500 paired end sequencin | oo\ 2018/06/17
9
Tllumina HiSeq 2500 paired end sequencin
g; RNA-Seq analysis of mouse dopamine n
[l ERX2157054 eurons identifies transcriptional repression SRA 2018/06/17
of PlexinC1 by Lmx1a and Lmx1b -
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Tampilan jika data sudah terunggah adalah sebagai berikut:

Project

= e 0"

PJ00010095 RNA-seq other &
shabrinad47 A o
3 With t1110
2022/03/25 Jouesti110 (3 Within guest group a
leucaena =
root transcriptome of |. leucocephala
Module Flow View Upload My Data Public Data  Select All Data [3] Copy/Hide Data
SRR611716
(DS00734567)
Select
Copyright @ 2009-2014 National Institute of Genetics [Site Policy] [Privacy Policy]
7. Klik select, kemudian klik analysis.
¥ Galoy X | (@ Maser X | @ Maser x @ a * + = o
: C @ cell-innovation.nig.ac jp/me e ail.de P = @80 a»0@

B Manual

 Home

Project - Detail
PJO0D010095 RMA-seq other -
L 2
Clipboard
2022/03/25 phos 1110 group (4]
f 3
Fucaena ) Flease select a bulk operation for these data. )
root transcriptor
ode £ ("5 Genome Viewer -
- [ Filter by Data Type: ~
Dataset ID Data Label | Data Type Action
DS00734567 |SRR611716 fastq (single-end) Unselect
Copyright © 2009-2014 National Institute of Genetics [Site Policy] [Privacy Policy]
javascript:
8. Pada laman analysis, pilih RNA-Seq
B Galaxy X | (@ Maser X | (@ Maser % | @ Project - Detail X @ Analysis x =+ L = (s
C & cell-innovation.nig.acjp/members/maserd/selectPipeline. do?datasetld = DSD0724567 8iprojectid=PJ00010095 @ fr
Project selected: leucaena (PJ00010095)
Dataset selected: SRR611716 (DS00734567)
The number of running processes: 9 total, 0 yours
0 Select a category on the left and click LU button of the pipeline you want to run. Filter by Keyword: Filter
Category Pipeline
[ NGS applications (40) Action Name Summary
Data processing (3) A WA | TopHat2, Cufflinks2 and CummeRbund + | TopHat2, Cufflinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
] RNA-seq (10) kbl e (se)@ nome Explorer(GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]
[ Standard (2) [ Analysis » | ““YJ Bowtie, eXpress and DEGSeq (SE) | yriniry, Bowtie, eXpress and DEGseq [IN: fastq (single-end)]
[ Other (8) T
SAGE-seq (4) [ Analysi: -.'“' Assemble: Trinity (SE)E Assemble: Trinity (SE)
CAGE-seq (5) T anued read count with BWA-mem (SE) mapped read count with BWA-mem (SE)

[+] ChIP-seq (5)

[ Bisulphate-seq (3) bl | rseq calcGeneExp from fastqll Calculate gene expression with rSeq from fastq file.

B Resequencing (Exome-
seq) (2) Gl | TMAP-eXpress (se)@ TMAP-eXpress (SE)

De nove GE”:’"E ; WA | TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund + | TopHat2, CuffLinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
sequencing (4) | Analysis » I (sE) vi.1@ nome Explorer(GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]
Metagenome (4) = : o

; | | TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund + | TopHat2, CuffLinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
Visualization (0) kst bnli® | GE (SE)v1.2H nome Explorer{GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]
Genetic statistics (0) T ::::yESBEo]wtieZ, clustering and blast annot Trinity, Bowtie2, clustering and blast annotation (SE)
[ Tools (43) iy
& Kbl | Trinity, TMAP, eXpress and DEGseq (SE)IE | Trinity, TMAP, eXpress and DEGseq [IN: fastq (single-end)]
Misc. (29)

166

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology




Analisis Molekuler dan Bioinformatika

9. Pilih pipeline analysis yang diinginkan. Sebagai contoh kali ini adalah analisis yang

dilingkari biru.

B e T e e

i ey ey e Lrw

TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund +
GE (SE

[E] RNA-seq (10)
[*] standard (2)

Enity, Bowtie, eXpress and DEGseq (SE)
?
& Other (8)

SAGE-seq (4) Assemble: Trinity (SE)E

CAGE-seq (5) mapped read count with BWA-mem (SE)
ChIP-seq (5)

Bisulphate-seq (3) rSeq calcGeneExp from fastqlid
Resequencing (Exome-

seq) (2) TMAP-eXpress (SE)E

De novo Genome

. TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund +
sequencing (4)

GE (SE) v1.1@

TopHat2, CuffLinks2 and CummeRbund +
GE (SE) vi.2H

Metagenome (4)

Visualization (0)
Genetic statistics (0)
Tools (43)

Trinity, Bowtie2, clustering and blast annot
ation (SE)E

Trinity, TMAP, eXpress and DEGseq (SE)E

[ Misc. (29)

Category Pipeline
[E] NGS applications (40) Action | Name Summary
Data processing (3)

TopHat2, CuffLinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
nome Explorer(GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]

Trinity, Bowtie, eXpress and DEGseq [IN: fastq (single-end)]

Assemble: Trinity (SE)

mapped read count with BWA-mem (SE)

Calculate gene expression with rSeq from fastq file,

TMAP-eXpress (SE)

TopHat2, CuffLinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
nome Explorer(GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]

TopHat2, CufflLinks2, CummeRbund, and the mapping result is visualized by Ge
nome Explorer(GE) on the web. [IN: up to 10 fastq (single-end) files]

Trinity, Bowtie2, clustering and blast annotation (SE)

Trinity, TMAP, eXpress and DEGseq [IN: fastq (single-end)]

10. Pada laman yang muncul setelah di-klik analysis, maka akan muncul data dan project

yang akan dianalisis untuk konfirmasi. Kemudian pilih set option and run.

= Galaxy X | @ Maser X | @ Maser x

& c
4. 200 BLASIN [NK) annNoTation to expression tanie
add BLASTN (MR) annotation to expression table (reguire sequence column)

1. add BLASTN (NT) annotation to exprassion table
5. GO analysis for Trinity-eXpress

GO analysis for Trinity-aXpress (require GO id and cluster number)
1. GO analysis for Trinity-eXpress

* Required

fastq (single-end) *

Select
fastq (single-end) * il Select

fastq (single-end) I] Select

fastq (slngle-end]. Salect
fastq (single-end) I Select
fastq (single-end) [l] Select
fastg (single-end) [l Select
fastg (slngle-end]. Select
fastq (single-end) I Select

. fastq (single-end) l Select

I I I I S

o

0 Please select a destination project for the analysis result.

* Required

1. Project * _ Selact

@ Project - Detail

& cell-innovation.nig.acjp/members/maser3/selectDataset do?datasetld=DS00734567 &pipelineld = PO00001199&projectid=PI000.

Set option and run || JRun

W

x x a X

+
2 % @O0 a0 x0@ :

® Analysis
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11. Selanjutnya set parameter untuk gen ontology, dan lainnya. Kemudian klik run.

T Galaxy X | (@ Maser X | (@ Project - Detail x H
& x & cell-innovation.nig.ac jp/
us options
s
the query and subject defline(s) be parsed?
-n reads <Integer, »=1%
of threads (CPUS) o use in the BLAST search
pefault 1
* Incompatible with: remote
re
search remotely?
compatible with: gilist, seqidlist, negative gilist, subject_loc,
num_threads
+ Next parameters will be added.
-db @CIP_DATA®/blast_db/nt -query query.fasta -num_threads 14 -out output.blast
» Additional below parameters will be also added.
| l-evawere-10 : -—
5. GO analysis for Trinity-eXpress(GO analysis for Trinity-eXpress (require GO id and cluster number)) »| Parameter yang disesuaikan
1. p valua thresheld for GO analysis _7_____,_———*
t s equal to sr-leweT ERan you selected on a htmi report.
ax:0.1
Copyright © 2000-2014 National Institute of Genetics [Site Policy] [Privacy Policy]
“
= Galay X | (@ Maser X | (@ Maser X | @ Project - Detail X (@ Analysis Status x4+ v - x
&« C & cell-innovation.nig.acjp/members/maser3/AnalysisStatus.do?pipelineStatus=Prog.%2CWaiting 2 % @ 60 & a » 0O .

Pl for D i Nhonc
O o Discgueny: Cellinr

1ovafion ' User/Group: shabrinad7/guest1110
im top UIm  pPoject  fm  Anayss [ m  anayss staws

The number of running processes: 10 total, 1 yours

Filter by Status: | Prog. And Waiting v
@) This is the progress list of the pipelines you have run. If you click the "Request 1D", you can see the progress in more dstail.

Filter by Keyword: Filter
1 1 | page
1- 1 of 1 record(s) © cancel M Delete /1 | pag
(] Request ID P;Mr‘:r::e Status Request Date Start Date End Date User/Group Project 1D Input Output Action
Trinity, Bowtie,
0 : V|5 . 2022/03/250 shabrinad7/gu SRR611716(D
P 8159 |eXpressand D | Z Waiting 5:12 e PJ00010095 200734567) Q.
EGseq (SE)
1 - 1 of 1 record(s) 1 /1 | page

Copyright © 2009-2014 National Institute of Genetics [Site Policy] [Privacy Policy]
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Keunggulan MASER adalah kita tidak perlu memikirkan program apa saja yang akan kita
gunakan karena program-program tersebut sudah tersusun di dalam pipeline-pipeline yang dapat kita
pilih. Selain untuk RNA-Seq, MASER juga menyediakan layanan untuk ChiP-Seq (Chromatin
Immunoprecipitation sequencing), BS-Seq (Bisulfate sequencing untuk mendeteksi sitosin termetilasi
pada DNA genom), CAGE-Seq (Cap Analysis Gene Expression sequencing untuk menganalisis
ujung 5’ pada RNA), De Novo Genome Sequencing, Metagenome analisis, dan genom resequencing.
Pipeline atau alur kerja pengerjaan beberapa pengolahan data NGS dapat dilihat pada gambar di

bawah ini:

RNA-Seq ChIP-Se

Quality Control Sampling
FastQC Sequence Qac Sequence data

FastQC [ Sequence QC ] [ Sampling ]

s A 2 v -
Maps read Transcript Map genome Map genome M d -
mapping spllce junction +sp|\cejuncn0n De novo apsrea BWA, Bowtie, M.a.pping
\ transcript SOAP, MLA -splice site
seqmap BWA TOPHAT assemble | 0B e e e e e e e e e e e ] e 2D _————
Aggregate \; . £ Trinity Aggregate SISSRs, MAGS J_[ Enriched regions ] [ Ch'g’cseq ]
and identify [ Reads density on exons and identify | men 'Sharp
imilari - - Phantompeak
rSeq_ * Similarity search Broad & Sharp ot
Cufflinks BlastX SICER qualtools
getGeneExp Identify splice isoforms asf
HTSeq (known/movely )} F  mmmm s e e e = = D -_———
Analyze * Analyze DEGseq Tss

DEG . .
= Differential expression
(including normalization)

i i izati Differential Motif finding ChiPpeak
J'_ analysis (known/novel) P
Annotate -+ ——mM ————————— | s e e e e e e NG T T e g e e

GO, U t tati
Integrate ey [ » “niprot annotation ] Annotate [ RNA-seq, ChIP-seq and ]

Blastx RNA-seq, ChlP-seq and external data Integrate oxternal data
CAGE-Seq
BS-Seq
p i FastQC
FastQC Sequence QC reparation basedistribution
__________________________ _ _ splitByBarcode
removeN | (adaptor,rRNA,etc) |~ T T T T T 7
Maps read Map genome rRNAdust
-splice junction Maps read
Bismark / Bowtie @ — — — = — o} = — = = = = — = — — — — = BWA
X loadBismarkOut =~ B L e - e
merged two Methylation call ToGe_dbmethyB Aggregate ————— -
Aggregate basalVarinf asesInfToGe and identify e b paraclu,
andidentfy —— oy T TTmmme e T T T T T T T
sumUpVarinfByRe Quantification of DNA edgeR Differential
v . e prepareGO
gioninf methylation levels Visualization Genon_ﬂe analysis executeGO
_________________ analy5|s e — — — = - Analysis
AMD,MEME Motif finding Annotating EXECUT_epﬂthWBV
ificati . WeederTFBS (known/novel) genes Analysis
Analyze | varRateTestWithFET dentification of Functional L
dlfferennall\! analysis Gene omology Pathway
methylated regions analysis analysis
Integrate Integrate RNA-seq, ChiP-seq and
g GO, Pathway, etc... external data
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De Novo Genome seguencing

Quality Control
Sequence OC

FastQC

Preparation

SOAP denovo, Ray
Mira, Newbler

Scaffolding
gene
prediction

Assembly

gene
annotation

Trimming low
Quality bases

FASTX-Toolkit

Genome
Assembly
remove repeat

sequences

RepeatMasker

Cut adapter
sequences

cutadapt

SOAPdenovo,Ray
Mira, Newbler
Sprai

RNAspace

ncRNA
prediction

Annotation
Augustus
Blast
. phylogenetic
Evolutionary analysis
Analysis

PHYLIP

Estimation of
Divergence Times

DNADIST

Metagenome

| Sample DNA
collection

Preparation

Shotgun reads

Targeted
16S ] [ Other ]

]

Align to reference Assemble
genomes into contigs
Blast MetaVelvet |—>
Ray
3 y
Data analysis gene ouT Database ]
prediction clustering lookup
MEGAN Blast
Blast [ Compare to ] [ Table of OTUs and [ Table of taxa and
PEMS databases abundances abundances
MEGAN

Purpose of analysis

+Depth and breadth, variation
*Genes and pathways

Genome resequencing

FastQC

BWA
MLA
Bowtie
SOAP2

GATK

Sequence QC

Duplicate
marking

Base
recalibration

external data
Pedigrees ] [ Kn.ovfin ]
variation

[

genotypes

Population
structure

[E

Structural variation
Break -
Inversion/
Dancer .
Translocation
| l CNV I
CNVnator

snpEff
ANNOVAR

Annotation

y GATK

Variant quality
recalibration

Genotype
refinement

Sumber: https://cell-innovation.nig.ac.jp/maser/index_en.html
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=Competition, symbiosis analysis
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6.3 Cloud Computing pada Platform Galaxy
Galaxy adalah platform berbasis web yang dikembangkan sejak tahun 2005 dengan
tujuan memungkinkan peneliti yang tidak memiliki akses sistem untuk melakukan berbagai
analisis komputasi pada data biologis (Afgan et al. 2016). Terdapat tiga server Galaxy yang
dapat digunakan yaitu:

1. Usegalaxy.org yang merupakan server utama yang disponsori oleh Galaxy project.

2. Usegalaxy.eu, server Galaxy yang bekerja sama dengan ELIXIR (https://elixir-
europe.org/), Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG, https://www.dfg.de/), serta
Kementerian Pendidikan dan Riset Jerman.

3. Usegalaxy.org.au, server Galaxy yang bekerja sama dengan Research Computing Center,

Bioplatforms Australia, dan Australian Research Data Commons.

Berikut adalah langkah untuk melakukan analisis data pada platform Galaxy:

1. Buat akun pada laman Galaxy yang akan digunakan.

W Galaxy x oy . * + v = (=] 4
“ O @ usegalavyeu e = * 46 a » 0 . H
4 workflow Visuslize Shared Data~ Help~  Login or Register

Tool = i o

oo Peace to Ukraine! History s -]
[x] (2] ]
X Upload Data Unnamed history
Get Data
Send Data

This history is empty. You can load
Collection Operations your own data or get data from
an external source

GENERAL TEXT TOOLS

Text Manipulation

Filter and Sort

Join, Subtract and Group
GENOMIC FILE MANIPULATION

FTP service restored - 12.03.2022
Convert Formats e T Lo R L oo
FASTA/FASTQ

Quality Control
Enough talking - time to act!

The Freiburg Galaxy team will be striking on 25032021, For mare information, please see our blog

SAM/BAM
BED
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€« c

Galaxy Europe

G X ® Galax |3 Gting | T Cting | T Golan | T uses | 1 Eoor | 2 066 | @1 Bund: | T vseG | T usec | B Reser | @ Prive | [l Gols | +

& usegalaxyeu
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2. Setelah berhasil /ogin, unggah data kita ke dalam server Galaxy.

W = o x

® 2 * @O0 ~a»0@

Tools

search tooks

4. Upload Data

Send Data

Collection Operations
‘GENERAL TEXT TOOLS

Text Manipulation

Filter and Sort

Join, Subtract and Group
I GENOMIC FILE MANIPULATION

Convert Formats

FASTA/FASTQ

Quality Control

SAM/BAM

BED

<

® Gx ® Gala |2 Citine

3 e
Peace to Ukraine! ) e+mou
ua The global has created a updated kst of laboratories that can host search datasets 9 0
Ukrainian scientists at all career levels. If your lab can host a scientist - add your name to the list
here. In addition, Galaxy Project has a number of positions at its EU and US sites. Contact us at Unnamed history
Contact us at org. German are ofganising
5 shown, 6§ deleted
here.
-
Hayxone NOCTifAMG oK A, Akl MoKy T eyl W
BHEHAX i i Galaxy Project mac sigepuTi nomuil Ha
CBOTX EBPONEACHEMX T BMEPUKANCELIN0! CARTAX, KOHTAKTYATS HOC BHKOPHCTONYR 11l rof fal krtfas @ # X
ukraine@galaxyproject. org 1a vs ‘nr_2018.01-22
Hay coananc CMCoK . KOTOPRIE MOTYT .
NPHHATE YXPAHHCKAX y4aHBD (BXTICHaR BcnparTos). K Tomy we, Galaxy Projoct iMeeT oTkpuiTee 3 10: blastx ref fal krtfas @ 4 %
MO I CHOMX " caitax. ac 1a vs ‘refseq_protein_2018-
ukraineggalaxyproject.org ua 01-22
3 9: blastx ref fal krtfast @ & X
avs "trembl_2018-01-22°
FTP service restored - 12.03.2022 s —y - EYE]
the fip service has been restored, and it's available to all users. ‘swissprot_2018-01-22"
2: ref_fal krt.fasta @ Fx
Enough talking - time to act!
The Freiburg Galaxy team will be striking on 25.03.2021. For more information, please see our blog
post.
PEN CHAT
= >
Pilih file yang akan diunggah ke dalam server Galaxy, kemudian klik Start
2 citing | B calae | B uses | o7 Ewar | ™€ orc - | 9 Bund | Usec | T UseC | B Reser | @ Prive | [l Gol | + v = o X
® 2 * @O0 ~a»0@

€« c

& usegalaxyeu

Download from web or upload from disk

Composite

Name Size Type

Q 1205 M6

Collection Rule-based

You added 1 file(s) to the quewe. Add more files or click 'Start’ to proceed.
Genome

Settings

Auto-de. 2| Q unspecified (7) | x o

« Q, Genome (set all):

Type (set all):

Auto-detect unspecified (7)

Hchoose local files  E3Choose remote files  [Paste/Fetch dat
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Data yang sudah terunggah akan muncul pada history Galaxy di bagian kanan.

€ C @ usegalaxyeu

= Galaxy Europ

A Workfiow

* Qo

o= ug

Tools w . M Histor: c+De
Peace to Ukraine? y ~
search tools ua The global community has created a continuously updated list of laboratories that can host search datasets (2] x]
Ukrainian scientists at all career levels. If your lab can host a scientist — add your name to the list
2 e here. In addition, Galaxy Project has a number of positions at its EU and US sites. Contact us at Unnamed history
o Contact us at Wil ject.org. German org ions are crganising accommeodation ~ ~
— 5 shown, 6 deleted
Get Data ; . ~ (empty) ee
HayKoBe CyeninbCTBO CTBOPUNO NOCTIMHO BiAHOBNIOEMUI CHMCOK NABOPATOPIN, Ak MOXYTS MPWAHATY
Send Data YKpaHCBIaX B4eHX (Binioyaloum acnipanTie). foaaTkoso, Galaxy Project Mae siakpwTi noanyl Ha
Collection Operations czum GB,EUHIEMGWX ra| amepyKaHcLkNX caiTax. KoHTaKkTyATe Hac BUKOPHCTOBYA 11: blastx ref. fal kitfas @ & X
ukraine@galaxyproject.org tavs ‘nr_2018-01-22
GENERAL TEXT TOOLS HayuHoe €03aano n BH i cnucok naGopaTopuid, KOTOpbI& MOryT
Text Manipulation MPHHATE YKPAUHCKWX YHEHBIX (BKNKOHAR acnupakTos). K Tomy e, Galaxy Project uMeeT oTKpbiTEIE 10: blastx ref fal krtfas @ & X
NO3NLIMK Ha CBOWX @BPONENCKUX U AMEPHKAHCKMX CAHTax. KOHTAKTHPYIATE HAC HCNoNkayR tavs ‘refseq protein_2018-
Filter and Sort ukraine@galaxyproject.org ua 01-22"
't 9: blastx ref fal krt.fast @ 4 X

Join, Subtract and Group

avs ‘trembl_2018-01-22"
GENOMIC FILE MANIPULATION
FTP service restored - 12.03.2022

the ftp service has been restored, and it's available to all users

8: blastx ref fal krt.fastavs @ & X
‘swissprot_2018-01-22'

Convert Formats

FASTA/FASTQ
krt.fasta &S x
Quality Control
SAM/BAM Enough talking - time to act!
The Freiburg Galaxy team will be striking on 25.03,2021. For more information, please see our blog
BED post.

T OPEN CHAT
{ - >

4. Selanjutnya cari dan pilih analisis yang akan dilakukan pada search tools. Sebagai contoh

adalah analisis ekspresi gen.

Visualize Shared Data~ Help~ User> 1@ [

= Galaxy Europe

Tools T =

express [ x]

Peace to Ukraine!

ua The global community has created a continuously updated list of laboratories that can host
Ukrainian scientists at all career levels. If your lab can host a scientist — add your name to the list
here. In addition, Galaxy Project has a number of positions at its EU and US sites. Contact us at
Contact us at ukraine@galaxyproject.org. German organisations are organising accommodation
here.

L Upload Data

@ Show Section: - = & i - -
CE Hayxose cycninbCTBO CTEOPMNO NOCTIAHO BIOHOBNIEMWA CNMCoK NabopaTopii, Ak MOXYTL NPHAHATH

P yrpaTHCHIMX EqeHuX (Brnioyaqy acnipanTie). JogaTkoeo, Galaxy Project mae sigkpuTi noawuii Ha

Differential expression analysis using
cBOTx EBpONEeACHKMX Ta aMepHkaHcbkux cafTax. KoHTakTyATe HaC BUKOPWCTOBYR

a Trinity assembly
ukraine@galaxyproject.org
maSigPro Significant Gene Expression
Hay4Hoe coobulecTeo coanano NocTosHHo oBHOBNAEMBEIA cnvcok nabopaTopuit, KOTOPLIe MOryT

MPHUHATE YKPaUHCKHX yYeHbix (BKniodan acnupanTos). K Tomy we, Galaxy Project vmeeT oTephiTEI®

Profile Differences in Time Course Gene

Expression Data
MO3WLAKA Ha CBOMX EBPONSRCKMX M aMEpPHKaHCKHX canTax. KUHTEKTHD)’F"e HaC UCNOoNb3IYA

SnpSift Filter Filter variants using ukraine@galaxyproject.org ua

arbitrary expressions
SnpSift Filter Filter variants using
arbitrary expressions

FTP service restored - 12.03.2022

the ftp service has been restored, and it's available to all users.

XPath compute xpath expressions on
XML data

Build expression matrix for a de novo
assembly of RNA-Seq data by Trinity

seq2HLA HLA genotype and Enough talking - time to act!

expression from RNA-seq The Freiburg Galaxy team will be striking on 25.03.2021. For more information, please see our blog
Regex Replace Regular Expression post m
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5. Pilih file yang akan dianalisis.

L 3 X ® Galax | Citin

= | 2 Gan | F Usec ELIX:

€« C & usegalavyeu ©

Ol Bund | veee | T Usec | S Reseo | @ Prive: | [l Gala + o = =} x
* @0 ~a»0@

/ Differential expression analysis using a Trinity assembly (Galaxy Version 2.9.1) T & -

matri

L Upload Data D O O Unnamed history

empty’ H®e

D Show Secticns .
Sample deseriptior 11 b

0D P o

expression analysis using
bly

% 11: blastx ref fal krtfas @ # X
ta vs ‘nr_2018-01-22°

v Expression

Time Course Gene

s 10: blastx ref fal krt.fas @ & X
ta vs ‘refseq protein_2018-
o2z

" 9: blastx ref fal krtfast @ & x
a vs ‘trembl_2018-01-22"

8: blastx ref_fal krtfastavs @ & X
dispersion ‘swissprot_2018-01.22'

Build expression matrix

z Additional Options ®m 2: ref fal krt.fasta L
a5 A-Seq da

Email notification

# Differential expression analysis using a Trinity assembly (Galaoy Version 29.1) T & v -

Tools o= History c+mS
Expression matrix oo

0 ® o AR T
Gl f Build expression matrix - matrix ¢ ead counts (not normalized!) (--matrix Y
Sample description
G Show Sections (empty) Ewe
D ® o =2 S -
wpression analysis using  *
13 11: blastx ref fal krtfas @& & X
. " " tavs ‘'nr_2018-01-22"
Differential analysis method
N 13 10 blastx ref fal krtfas @& # X
Expression edgeR .
ta vs ‘refseq protein 2018-
SnpSift Filter F fants using 01-22°
ar expressic . .
dgeR d 1
P edaet dapersion value 13 % blastxref_fal krtfast @ #
SnpSift Filter Filter variants using
+ 01 a vs “trembl_2018-01-22"
arbitrary expressio
XPath compute xpath expressions on Read e nual to guid " iee 8: blastx ref fal krt.fastavs @& # %
XML data ‘swissprot_2018-01-22°
Additional Optigns W

Build expression matri

2: ref _fal_krt.fasta & SR
assembly of RNA-Seq data Email notification
$0qZHLA HLA genotype 2
Regex Replace Reqular Expression
4 - >
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7. Tampilan di bawah ini menunjukkan bahwa analisis berhasil dimasukkan dan sedang
menunggu antrian komputasi pada server. Analisis yang sudah selesai dilakukan akan
muncul pada bagian hisfory dengan warna hijau. Warna kuning menunjukkan analisis

sedang berlangsung.

Tools w o= History S+ma
o Executed Differential expression analysis and successfully added 1 job to the queue.
express [x] search datasets 00

The tool uses this input

Unnamed histor,
L Upload Data » 2:ref fal krt.fasta (as tabular) Y

8 shown, 6 deleted

It produces this output:
@ Show Sections 7 F (empty) ®e

. You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History
panel. When the job has been run the status will change from ‘running’ ta ‘finished" if
completed successfully or ‘error if problems were encountered.

Differential expression analysis using
a Trinity assembly © 14: Differential expression x
plots on data 2

maSigPro Significant Gene Expression
alist

Profile Differences in Time Course Gene

E Dat:
xpression Data @ 13: Count matrices generat x

Snpsift Filter Filter variants using We need your support ... T e
arbitrary expressions n data 2

e a list
Snpsift Filter Filter variants using If Galaxy helped with the analysis of your data, please do not forget to cite:
it [exprestions © 12: Differential expressionr X
XPath compute xpath expressions on Afgan E et al. 2016 The Galaxy platform for accessible, reproducible and esults on data 2

XML data collaborative biomedical analyses: 2016 update. alist

e oo Nucleic Acids Res 44 W3-W10

6.4 Teknologi Nanopore Sequencing

Teknologi sekuensing terkini adalah nanopore. Teknologi ini dikembangkan oleh Oxford
Nanopore sejak tahun 2005 untuk mendapatkan teknologi yang disruptif, elektronik, dengan sistem
deteksi single-molecule berbasis nanopore. Sekuensing yang dilakukan dengan teknologi nanopore
adalah DNA dan RNA (Jain et al. 2016). Nanopore merupakan pori yang berukuran nano yang
terbuat dari protein. Alat sekuensing nanopore tersusun dari alat sensor yang berupa nanopore-
nanopore pada chip yang disebut flowcell, yang digunakan bersamaan dengan Application-Specific
Integrated Circuit (ASIC) yang mengontrol dan mengukur proses sekuensing. Alat yang
menggabungkan sensor nanopore pada flowcell dengan komputer yang digunakan untuk merekam
data dinamakan Minlon. Minlon merupakan perangkat sekuensing terkecil yang tersedia saat ini.

Tampilan di bawah ini adalah Minlon.

Sumber: https://nanoporetech.com/products/minion
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Prinsip kerja nanopore sequenser yaitu nanopore yang terbuat dari protein mendeteksi
perubahan arus listrik yang diakibatkan oleh material DNA atau RNA yang melewati nanopore.
Perubahan arus listrik tersebut kemudian direkam dengan MinKnow software yang memproses
rangkaian gelombang arus listrik dalam bentuk FASTS file. Data sinyal arus listrik yang tersimpan di
dalam format FASTS kemudian diproses dengan basecalling algorithm untuk mengubah sinyal
tersebut menjadi sekuens dengan format FASTQ. Setelah itu, data tersebut dianalisis kualitasnya,
kemudian di-filter dengan kriteria Q-score >7 dengan panjang sekuens >500 bp. Tahapan selanjutnya
yaitu trimming dan assembly. Analisis data hasil sekuens dengan nanopore juga dapat dilakukan pada
platform Galaxy dan MASER.

Keunggulan dari teknologi Oxford Nanopore yaitu:

1. Portable karena ukurannya yang kecil sehingga proses sekuensing dapat dilakukan di mana saja.
Teknologi portable ini menyebabkan proses sekuensing virus zika dan ebola di Afrika dapat
dilaksanakan dengan lebih cepat.

2. Harga instrumen yang jauh lebih murah jika dibandingkan dengan platform sekuensing NGS
lainnya.

3. Sekuens yang dihasilkan berupa long-reads atau pembacaan sekuens berukuran panjang.
Kemampuan pembacaan sekuens oleh Oxford Nanopore berkisar antara 500 kbp hingga 2.3 Mbp,
yang jauh lebih panjang dibandingkan dengan platform NGS lainnya.

Keberadaan teknologi sekuensing nanopore menimbulkan percepatan yang amat pesat
dalam berbagai hal, seperti sekuensing genom virus SARS-Cov-2 yang menyebabkan pandemi sejak
2020 hingga saat ini. Selain itu, banyak organisme yang awalnya belum tercatat susunan genomnya
pada database, saat ini mulai tersedia datanya. Teknologi nanopore yang portable juga menyebabkan
semakin banyaknya proses sekuensing in-situ sehingga kegiatan konservasi biodiversitas berbasis

genetika bisa lebih optimal dan efisien dari segi waktu.

6.5 Microsatellite finding dan desain primer microsatellite

Microsatellite atau Short Sequence Repeat (SSR) adalah motif nukleotida berulang yang
terdapat pada DNA maupun RNA. Motif SSR dapat berupa pengulangan dari di-, tri-, tetra-,
penta-, atau heksanukleotida dengan panjang tertentu, biasanya minimal 5-6 pengulangan motif.
Microsatellite terdapat pada ribuan titik pada genom. Situs microsatellite memiliki laju mutasi
yang tinggi sehingga memiliki keragaman yang cukup tinggi. Keragaman yang tinggi
menyebabkan situs microsatellite banyak dijadikan sebagai penanda molekuler. Microsatellite
dapat ditemukan pada sekuens hasil sekuensing pada DNA whole genome sequencing maupun

RNA.
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Salah satu program yang dapat digunakan untuk mencari situs microsatellite sekaligus
mendesain primer yaitu Krait (Du ef al. 2018). Kelebihan Krait yaitu pengoperasiannya
berdasarkan Graphic User Interface (GUI), bukan menggunakan command prompt atau terminal
seperti pada program MISA. Selain itu, Krait juga dapat melakukan analisis terhadap compound
microsatellite atau microsatellite tandem, ISSR, Variable Number Tandem Repeat (VNTR), dan
menggabungkan data mikrosatelit dengan hasil anotasi. Kelebihan lainnya yaitu program Krait
dapat secara cepat mendesain seluruh primer microsatellite yang terdeteksi dan memenuhi kriteria
primer tanpa memasukkan kembali sekuens satu per satu seperti pada tahap pembuatan primer
secara konvensional.

Tahapan analisis microsatellite menggunakan Krait adalah sebagai berikut:

1. Import fasta

- AAEE]
Open Project Carled i h
Close Project =] Wacpng Priet Seatiatecs
Bawe Project Carles
Sk Prijict Ad

brport Fasta el e bt
Vet Arnotanon File

Export Statisticel Report  CarleP

CGarome-wice mecronaelioes srayus sool Row. 0 Colurmnc 0 Select 0
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2. Atur jumlah minimum pengulangan motif. Umumnya pengulangan motif minimum yang
digunakan yaitu 10 ulangan untuk mononukleotida, 6 ulangan untuk dinukleotida, dan 5

ulangan untuk tri-, tetra-, penta-, dan hexanukleotida.

- (=} *
Sewrch View Tool Help
- = o= 7= =
.|V .. B. .. & . B T

SR WNTRs  Mapng P Suanes
Sawhfor S5 Cvied

Sarm Perfect 558 CuleShafte]
Remie Perfect 55A3.
Ipent Fusta Cado S

Specily Mnrum Repeats _I

gt fasts [ researchdata NG ied Transc: _fal_uhticrt fasta Figwr  Eohamn: 0 Select 0

@

®.9.8.8. &.8. + [Pt s e evtAT dpean o .

SSRs  cSSRs  ISSAs  WNTRs  Mapping  Primer  Statistics

@ Preferences ? b

SSRsearch  Primer design
Minirmurm repeats for each SSR type

Meno-nucleotide |12 12 Dhnucleotide 7 7] Trnuclectice |5 12

Tetrwmucleotide (4 [5] Pemta-nuc T = orte [T ]

Compound microsatellite, ¢SSR

Max distance allowed between two SSRs (dMAX) [10

Minisatellite and Macrosatellite, VNTRs.

Min motif length [7 2] Max motif length |30 2] Minrepeats 2 ?‘

Imperfect microsatellite, iSSR

Min seed repeats [3 *| Min seed length |8 * Maxcontinuous edits 3 =3

Mismatch penalty [1 Gap penalty 2 % Minrequired score 10

Motif standardization level

Standard level Level 3 complementary motifs + Level 2 -
for pr g
Flanking sequence length 100 -

Factors Dot o ]| cmen

Import fasta Di/research/dataNGS/RefTranscriptomedref._fal_shikr fasta Row: 0 Column: 0 Select: 0
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3. Klik SSR, lalu pilih search SSR untuk mencari perfect SSR dan hasilnya adalah sebagai
berikut:

@ st 1,33 3 ™

Search View Teal Help

oy = ==
« el » U= . T .

-
Pewer  Sustistes

Redo Seaich for $5Re Lol

Remove Perfect S5
Ipea Fadts e Shag

Specity M Repeats

Geme-wice micrn Fow 0 Colamec 0 Select. 0

@ krait v1.3.3 - u] X
File Edit Search View Tool Help
. 9.8. 8. &.8. @.
SSRs  cSSRs  ISSRs  VNTRs  Mapping  Primer  Statistics
mj d sequence standard motif type repeat start end length ~
o samess . ‘ 8 m - o
0 2 ;E‘;Q’;ZE;; ' AC AC 2 10 e 1197 20
ImgES et R GA 2 ] ) 14 1
I ;; \‘s‘;: lﬁng;‘ gT A A 1 2 501 924 24
] s ;Eb’: i;'“;'f 3 g A A 1 E=3 152 174 s
] s Pty f:gg“: T aac AcA 3 5 191 205 15
Ik e :g’ggﬁ T A a1C 3 6 415 82 18
e et ace 66T 3 5 7 24 15
19 ;:5’; :‘;2:;'; T T 1 n 1 2 2
1 10 ;?;’;Z‘f:;"‘ T A 1 1 747 1762 16
0 n ';:;32: 33‘9‘23“: T mac 1T 3 5 176 190 15
0 2 ;;g;g‘g‘;‘: T aaceas CAGAAG 6 4 688 ™ 24
] mamnl A A 1 1 595 1010 1
E 4 ;;LS;;Z:SB;;[;T AG AG 2 16 ns 146 32
‘ 15 g:“;;: Zﬁlﬂ:‘d‘(:‘f A A 19 nz 135 19
] s Py 3%7;1 3T A 1 1 & i 1%
O v K oCosisy | MC 6T 3 7 % % n
o pacomart . ‘ » - .
s s ciers A A 1 12 251 262 12
0 = ;;‘5313’(5.1586 crerze A T ' ' b s " M
Perfact SSRs search completed SSRs: 30493 Column: 9 Select: 0
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@ waavia3

File Edt Sesrch View Tool Help
% 68 Snck e

®.9.8.
E-agh g4
[m]
="

VNTRs
"

oOoo0ooooaog

oo

FOSKTIIAA T
a2t

FUSKTIIELAT
T

FUSKTIELAT
TESEELN
FUSKTIEIAT,
mmeIRn
FUSKT4E220T
T A g2

oooDoOoo

FUSKTBSSAT,
a5 s gl it
FUSICHTIAT,
gl

oo

0K 0626350

FSKRIMST,
g1

oo

FaisK
‘F55BA 186 CIETIE

O

FusK
5584, 1436 CIETIH

a aca a 5
A1c e El &
e oy a s
A T 1 a2
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e Y a 5
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% . 1 ®
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" " 1 %
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A T ' i

ns

w

e

w1

Klik statistic = export statistical report untuk melihat ringkasan data.

SSHs 3080 Colwrm 3 Select 0

microsatellite.

@ w33

Fie G e e Tod 1
lo S s T
®.90.8. 8.
il e e

= =3
= '} ’ —
Magng | Pricer Jeaisnes

Klik primer = specify primer settings untuk mengatur Kriteria primer yang sesuai untuk

O " sequence sany Reco Design Primers e repesn stan ns gy
ol msmont Shom Designed Frimer & - - m
Remove Desgped Primer
O: et o m " »
O PEKIOT ] 0 ® n "
N9 gl
O« rewEaT R . ;. - o u
Os bieriro s A “ ' @ 52 i @
O e, aca s s - = »
E; ecamaer e s . s “ »
Os o a ) s - ™ s
0 e . . n ) n .
0w paraon R ' " o wa "
O r-s&:‘;gr i e 3 5 " 1% "
0w . csass . . - m u
Ow rscmaan . ) " s o »
0w e s 2 " e s ®
O i . . w " s »
[mR '.'“:’:\’z' . A 1 " & ” 0
0w e Mo o s . x . .
0w e R . w s - »
0w S rnciors 4 A 1 2 ) P 2
O= B : ) . - o » ;
558450000 Colerd  Select 0
o = & = )
®. 8. @.B. @ . [ y
SSRs  NTRs  Mapng  pmer  Smnmes
sequence standant matif type. repoat start end lengih A
s, A @ Preferences [
Eags % w SSRsearh | Prer et
FasKIN8S00T. Genersl Sestings
81959 1 girl e oA
LT BRIMER PRODUCT.SIZE RANGE (100300 ]
781940612 - A iy . B > =
PRIMER. MISPRIMING. LIBRARY | PRIMER NUM RETURN -
eSS0t N - :
rmdm::;; Primer Size srel G content
2979 ca.g8 e oA BRIMER MIN SZE 18 3] PRIMERCPT SZE [0 5] PRIMERMAXSIZE 7 5
g e emr i oo ot [§] e i ce a0 8] eamEncocuup 8
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FascemsaT . ermErR e T (5900 15| FrMER eTTh (6000 5] PRMER MAx T (5508 [
sz
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81698 1,921 * A i
TGN CRMER MAX SELE ANY.TH (700 5] FRIMER PAR MK CoMPL ANt TH (1005
o nac T
bk el PRIMER_MAX SELE END_TH [47.00 |5 PRIMER_PAIR MAX COMPL_END_TH (700 |5
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[N Tl AAECAG CAEAE BRIMER MAX HARPINTH (47,00
Fasma0T
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6. Klik kotak di pojok kiri data untuk memilih semua data, kemudian pilih primer, redo design

primers.

@ kranv133 - [=] *

File Edt Search View Teol Help

£.9.8.8. 8.8.
eSSy iSSRs VNTRs Mazping Prievas Saatiames

L] sequence sanded matf type repest atart L] bergrns G
(=R ;:'25;:;_5:’"; a n 1 1 0 ] 1
= 2 :9:3);'; a AC 2 0 nm vy n
M o2 ;‘% l“’::ﬁr G A 2 ] " m 1
(=] :‘;ﬁ l:a:‘:gr A A 1 2 L a4 M
=8 ::?‘ﬂg T " 9 ) 153 e n
6 %mst AR ACA k] 5 W 206 %
= 7 ;;gmm AT AT 3 6 e ] 1
= bt &6t 3 5 £ 4 15
(=] ',:;';‘;’m" a T 1 n 1 n 7
M Pt :"%I‘," A i 1 1% ™7 6 16
HEn ey e GIT E] 5 m 150 1%
M 12 ;ﬁg‘:ﬁ.r ALLCAD CAGAAG L] 4 el m M
B e FalsK 3‘33' " N ) 1% e 10 16
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(=R :::mﬁ' s n ' " nr us 10
=T ol A 1 1 3 b 16
[~ @“m AAC TaT 3 7 - % 7
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7. Pilih file = export whole table untuk mengekspor tabel hasil, baik tabel SSR yang dihasilkan

maupun primer. Jika ingin mengekspor tabel hasil pencarian situs SSR, maka jangan lakukan

pencarian primer terlebih dahulu.

vi33
mn Search View Tesl Help

Gpen Pripect culs0

Close Froject Cuterd hspping

Save Fraject Cules

San Prsject As .

Fmpart Fata Cebefihed |,

Impce Annctation File
I Eart Whole Tazie N

Exort Statistical Report  CuleP ,

Ean
= [
[m s 2
[m] e ]
O e sar "
0 w - i
i - 1
[ s L]
0 o »
(L sar n
s s =3
0w e z-
0w s =
0 = e .l
] » " ®

<

Pricrs cpmign completed 16901 sucoesd 11542 faled

Primant

target

Satianes

oty

product

Tarmand

ACGATTTGGTGEE

CAGAAZADCTCAL

EGAGTTTGEATEL

CAAGASCCTOAGE

AACCATCOCTTGE

GATGCAATGETCE

ARGGOTCTARCAR

TITTTGEGEETTE.

CCOGACAANCAGE.

TCTALETTGETET.

GEAAGGANGARAT

TCCATGOGATECT.

AGAGACGLOGATG

GCAGAGGARAGTT

CECTAAAGAATEA

TGGTTACGTTTTTG.

ACTAGGTTTACCTT.

ARATTGAGGTGTT.

CACGCTRAGARAL

|a3F

E1]

san

mer

068

.

A9

L)

BT

ET

msr

o

W

%3

aan

Lk

E1

L

stabityd

ervne

CAGGTTCGTTCNT

ACATCARAAGOEA

GAGAAGGEEAGTT

TCTTCTCCTTETTE

CAGOCARTATGAT

TTTCTOGGACAAG

CCTGETGATGGTG.

TEETTEGEATCNE

CCCTTTGTTTICTG.

CCAMACTEEOEAL

ATAATCAGTGEET

CACATETCTOCTE

TETOCLGATOGTA

AATAGGCACCTGE.

GTCTCATCTETCE

TTCACTGLTGAAR

COTATTGETCCTTE

GETARARAGATGE.

GERETGETTTGRT

Primens 16807

5214

]

L2 ]

500

512

BT

(-]

=R

E

s

B

]

BT

5257

R

2]

E3H

E2]

=] x
T
i o2 e

5 4

% 58
“ am
238 48
s 47
e a8
&0 44
£ 4

5 145
523 43
“ EEY
&0 14
L s
e as
&0 435
09 ash
“ as
4248 15
“ 43

Column 1 Select 0 I

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Catatan:

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 183



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Catatan:

184 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Catatan:

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 185



Analisis Molekuler dan Bioinformatika

DAFTAR PUSTAKA

Afgan E, Baker D, van den Beek M, Blankenber D, Bouvier D. 2016. The galaxy platform for
accessible, reproducible and collaborative biomedical analyses: 2016 update. Nuc Acid Res.
44:W3-W10.

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ. 1990. Basic local alignment search tool. J
Mol Biol. 215(3): 403-10.

Andrews S. 2010. FastQC: A quality control tool for high throughput sequence data [internet].
Tersedia pada http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ . Diakses tanggal 18
Oktober 2018.

Bolger AM, Lohse M, Usadel B. 2014. Trimmomatic: A flexible trimmer for [llumina sequence data.
Bioinformatics 30(15): 2114-20.

Conesa A, Gotz S, Garcia-Gomez JM, Terol J, Talon M, Robles M. 2005. Blast2GO: A universal tool
for annotation, visualization and analysis in functional genomics research. Bioinformatics 21:
3674-6.

Dalirsefat SB, da Silva Meyer A, Mirhoseini SZ. Comparison of similarity coefficients used for
cluster analysis with amplified fragment length polymorphism markers in the silkworm, Bombyx
mori. J Insect Sci 2009(9):1-8. DOI: 10.1673/031.009.7101. PMID: 20050782; PMCID:
PMC3011968.

Davidson NM, Oshlack A. 2014. Corset: Enabling differential gene expression analysis for de novo
assembled transcriptomes. Genome Biol 15: 410.

Du L, Zhang C, Liu Q, Zhang X, Yue B. 2018. Krait: An ultrafast tool for genome-wide survey of
microsatellites and primer design. Bioinformatics 34(4): 681-3.

Earld DA, vonHoldt BM. 2012. Structure Harvester: A website and program for visualizing
STRUCTURE output and implementing the Evanno method. Conserv Genet Res 4(2): 359-61.
Hall TA. 1999. BioEdit: A user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program

for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41:95-8.

Huang X, Madan A. 1999. CAP3: A DNA sequence assembly program. Genome Res 9(9):868-77.

Jain M, Olsen HE, paten B, Akeson M. 2016. The Oxford Nanopore MinlON: Delivery of nanopore
sequencing to the genomics community. Genome Biology 17: 239.

Korpelainen E, Tuimala J, Somervuo P, Huss M, Wong G. 2014. RNA-Seq Data Analysis: A practical
approach. Florida (US): CRC Press.

Langmead B, Salzberg SL. 2012. Fast gapped-read alignment with Bowtie2. Nat Methods 9:357-9.

186 SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10508846

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

Li W, Godzik A. 2006. Cd-hit: a fast program for clustering and comparing large sets of protein or
nucleotide sequences. Bioinformatics 22(13): 1658-9.

Long, SP, Ort DR. 2010. More than taking the heat: Crops and global change. Curr Opin P1 Biol 13:
240-7.

Peakall R, Smouse PE. 2012. GenAlEx 6.5: Genetic analysis in Excel. Population genetic software
for teaching and research-an update. Bioinformatics 28:2537-9.

Perrier X, Jacquemoud-Collet JP. 2006. DARwin software http://darwin.cirad.fr/

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P. 2000. Inference of population structure using multilocus
genotype data. Genetics 155(2):945-59.

Prokic J. 2010. Families and Resemblance. [Dissertation]. University of Groningen.

Roberts A, Pachter L. 2013. Streaming fragment assignment for real-time analysis of sequencing
experiments. Nat Methods 10: 71-3.

Robinson MD, McCarthy DJ, Smyth GK. 2010. edgeR: A bioconductor package for differential
expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics 26(1): 139—40.

Shih TH, Lin SH, Huang MY, Sun CW, Yang CM. 2018. Transcriptome profile of cup-shaped galls
in Litsea acuminata leaves. PloS ONE. 13(10): €0205265.

Song H, Wang P, Lin JY, Zhao C, Bi Y, Wang X. 2016. Genome-Wide identification and
characterization of WRKY gene family in peanut. Front Plant Sci 7:534.

Kinjo S, Monma N, Misu S, Kitamura N, Imoto J, Yoshitake K, Ikeo K. 2017. Maser: A cloud-based
platform to manage, analyze, and visualize NGS data for basic researches in life science. (in prep)
http://cell-innovation.nig.ac.jp/maser/.

Tasma MI. 2015. Pemanfaatan teknologi sekuensing genom untuk mempercepat
program pemuliaan tanaman. J. Litbang Pert. 34(4):159-68.

Unamba CIN, Nag A, Sharma RK. 2015. Next generation sequencing technologies: The doorway to
the unexplored genomics of non-model plants. Front Plant Sci 6: 1074.

Wong MML, Cannon CH, Wickneswari R. 2011. Identification of lignin genes and regulatory
sequences involved in secondary cell wall formation in Acacia auriculiformis and Acacia

mangium via de novo transcriptome sequencing. BMC Genomics 12: 342.

SEAMEQO Regional Centre for Tropical Biology 187


https://darwin.cirad.fr/index.php
http://cell-innovation.nig.ac.jp/maser/

Analisis Molekuler dan Bioinformatika

TENTANG PENULIS

Dewi Rahmawati adalah staf SEAMEO BIOTROP (Southeast Asian
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Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Institut Pertanian Bogor (IPB University) dan strata dua dari
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Beliau banyak membimbing mahasiswa magang dan mahasiswa yang

A melakukan penelitian dari berbagai universitas di Indonesia. Pengajar
di program Merdeka Blaj ar Kampus Merdeka Kegiatan MSIB (Magang dan Studi Independen Bersertifikat)
mata kuliah Bioteknologi Modern (2021-sekarang). Beliau juga menjadi narasumber pelatihan molekuler dan
berpengalaman di penelitian molekuler dan kultur jaringan serta sudah melahirkan beberapa publikasi ilmiah
di bidang Bioteknologi. Buku yang pernah disusun antara lain: Teknik Pengoperasian Laboratorium
Bioteknologi (2020), Teknologi Kultur Jaringan di Laboratorium Bioteknologi (2021), Biodiversitas dan
Pemodelan DNA, Teknik Kultur Jaringan Pisang Cavendish dan Teknik Molekuler untuk Mengidentifikasi
Spesies Tanaman (unpublished). Artikel beliau berjudul “The Morphological, Wood Anatomical and
Phytochemical Characterization of Susceptible and Resistant Sengon (Falcataria moluccana) Tree To Gall
Rust Disease” terbit di Jurnal Biodiversitas Volume 20, Number 3, March 2019, halaman 907-913. Artikel
lainnya berjudul “Fingerprinting Sengon (Falcatria moluccana) Accessions Resistant to Boktor Pest and Gall
Rust Disease using Microsatellite Markers juga terbit di Jurnal Biodiversitas Volume 20, Nomor 9, September
2019, halaman 1698-1706. Pada tahun 2022, artikel beliau berjudul “Pengaruh Radiasi Sinar Gamma terhadap
Daya Kecambah Acasia mangium Generasi M2” terbit di Jurnal Perbenihan Tanaman Hutan Volume 10
Nomor 1, Agustus 2022, halaman 23-36. Beliau juga aktif menulis di majalah populer, di antaranya: Modern
Biology for the Future, terbit di BIOTROP Courier Newsletter Volume XXIII, Quarter 1 March 2021, ISSN
0303-8807 (media cetak); NanoPhotometer Technology terbit di BIOTROP Courier Newsletter, Vol XXIII,
Quarter 3 September 2021, ISSN 0303-8807 (media cetak); dan Biotechnology for Tropical Plant Breeding in
SEAMEO BIOTROP terbit di majalah BIODIVERs Volume 1, Nomor 2 tahun 2022. Biodiversity Genetic
Conservation as a Key to Support Agro-Eco-Edu-Tourism Program in Southeast Asia terbit di majalah
BIODIVERSs Vol.2 No.1 tahun 2023. Micropropagation of Banana Plant Cavendish (Musa acuminata L.)
Using Shoot-tip Culture to Support Food Security terbit di majalah BIODIVERS Vol. 2 No. 2 tahun 2023.
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uku ini terbit seiring dengan kebutuhan bioteknologi modern yang sejalan dengan semakin

berkembangnya program-program bioinformatika. Kombinasi kemajuan bioteknologi dan

teknologi informasi yaitu Bioinformatika merupakan penggunaan IT untuk menyelesaikan
permasalahan yang berhubungan dengan Biologi Molekuler, yang dilatarbelakangi oleh
ledakan data observasi biologi sebagai hasil pencapaian kemajuan bioteknologi.

Eksperimen Biologi Molekuler telah mengumpulkan banyak sekali data ekspresi genetika.
Data dalam jumlah banyak tersebut perlu diolah menjadi informasi yang berguna. Kemajuan ilmu
bioinformatika ini lebih didesak lagi oleh genome project yang dilaksanakan di seluruh dunia dan
menghasilkan tumpukan informasi gen dari berbagai makhluk hidup, mulai makhluk hidup tingkat
rendah sampai makhluk hidup tingkat tinggi, sehingga diperlukan sistem otomatis dan efisien untuk
meyimpan dan menganalisis data. Kemajuan di dunia biologi molekuler, khususnya bioinformatika,
sangatlah cepat. Pengorganisasian data untuk mengelola informasi biologis pensejajaran sekuens
(sequence alignment) yang ada sangatlah berguna untuk hasil analisis yang lebih akurat. Pembahasan
di bidang bioinformatika ini tidak terlepas dari perkembangan Biologi Molekuler modern, salah
satunya peningkatan pemahaman manusia dalam bidang genomik yang terdapat di dalam molekul
DNA.

Di bidang biologi molekuler, salah satu output-nya adalah data-data molekuler, yang
memerlukan analisis molekuler lebih lanjut. Bioinformatika dapat digunakan sebagai manajemen
informasi di bidang penyimpanan data in silico dari eksperimen biologi molekuler. Dalam
eksperimen biologi molekuler, data yang dihasilkan perlu diolah dengan pendekatan khusus untuk
menjadi informasi yang bermanfaat. Pemahaman bioinformatika sangat penting untuk meningkatkan
kemampuan komputasi dan analisis data melalui pengadaan sumber daya komputasi dan penggunaan
klaster informatika publik.

Buku Analisis Molukuler dan Bioinformatika ini merupakan penerapan teknologi informasi
pada bidang biologi dengan mengorganisasikan dan menganalisis data-data genetika dari database
DNA, RNA dan protein menjadi sebuah informasi biologi yang bermakna. Buku ini diharapkan dapat
memberikan tambahan pengetahuan tentang cara mengakses dan memanfaatkan sistem
bioinformatika melalui metode analisis data molekuler dengan sofiware terkini. Materi buku ini
disusun secara berurutan yang terdiri dari beberapa topik utama materi dan tahapan, yaitu: 1) Analisis
molekuler berbasis fragmen DNA (A. skoring pita hasil elektroforesis menggunakan software
PyElph; B. Klasterisasi menggunakan perangkat lunak NTSYSPC; C. Pengolahan data pita genetik
berbasis biner (I dan 0) menggunakan program sofware DARWIN; D. Pengolahan data fragmen
DNA menggunakan GenAlEx 6.5; E. Analisis struktur genetika menggunakan software Structure v.
2.3.4), 2) Pengantar Bioinformatika, 3) Pengenalan database Bioinformatika; 4) Analisis Data
Sekuens Pendek (A. Editing sekuens menggunakan aplikasi Bioedit; B. Pembuatan alignment multi
sekuens, analisis kekerabatan, dan pembuatan pohon filogenetik dari sekuens menggunakan software
MEGAI1); 5) Desain Primer (A. Contoh desain primer menggunakan fitur pada NCBI, B. Analisis
struktur sekunder menggunakan NetPrimer, C. Mendesain primer menggunakan primer3plus); 6)
Next Generation Sequencing (A. P, pengolahan data RNA-Seq dengan komputer, B. Pengolahan data
RNA-Seq menggunakan cloud computing pada MASER, C. Cloud Computing pada platform Galaxy,
D. Teknologi Nanopore Sequencing, E. Mikrosatelit finding dan desain primer mikrosatelit). Buku
ini diharapkan dapat memberi manfaat, membuka wawasan dan meningkatkan kompetensi bagi para
pembacanya, sesuai dengan perkembangan zaman sehingga dapat mengembangkan metode
pembelajaran dan mengimplementasikan ilmu dengan optimal.
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