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Proyek Marine Biodiversity of Raja Ampat Islands

MB-RAI adalah proyek pendidikan, penelitian dan publikasi konservasi dan
biodiversitas laut Kepulauan Raja Ampat yang didanai oleh program PEER-
USAID tahun 2012-2016. Proyek dikerjakan bersama perguruan tinggi dan
lembaga penelitian Indonesia seperti Universitas Papua (UNIPA,
Manokwari), Universitas Brawijaya (UB, Malang), Indonesian Biodiversity
Research Center (IBRC-Bali), Conservation International-Indonesia (CI-I),
dan didukung oleh Paul H. Barber, University of California Los Angeles
(UCLA) dan Kent Carpenter, Old Dominion University sebagai partner proyek
dari US. Proyek MB-RAI dipimpin oleh Abdul Hamid A. Toha dari UNIPA.

Proyek MB-RAI dapat diakses secara on-line via www.ibcraja4.org.
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PENGANTAR

Panduan ini berisi prosedur, tahapan dan uraian analisis data genetik
hasil penelitian (data primer), hasil download dari genbank (data sekunder)
atau gabungan keduanya untuk keperluan publikasi. Empat program
pengolahan data genetik dalam Panduan ini adalah:
1. MEGA7 (http://www.megasoftware.net/active_download),
2. DnaSP 5.1 (http://www2.ub.es/dnasp/download.html),
3. Arlequin3.5(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/Arl35Downloads.ht

ml), dan
4. Network 5 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm).

Penggunaan berbagai program dalam Panduan berguna untuk
menghasilkan output sesuai dengan tujuan penelitian atau rencana publikasi.
Publikasi artikel nasional dan internasional sengaja dijadikan dasar dalam
Panduan sebagai target output latihan analisis. Setelah menggunakan
Panduan, Pembaca akan mendapatkan hasil olahan seperti artikel publikasi
dan termotivasi untuk mempublikasikannya.

Panduan ini mulai dari tahapan sangat dasar dan dapat dikembangkan
sesuai dengan perkembangan kemampuan setiap pengguna. Program
analisis data genetik lain juga tersedia namun tidak disampaikan dalam
Panduan ini. Pembaca bebas mengembangkan dan mengakses berbagai
program lain untuk menambah keahlian mengolah data genetik.

Semoga bermanfaat.

Penyusun,

Tim
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1. PRINSIP DASAR

Materi genetik adalah cetak biru mahluk hidup dan menentukan sifat fisik,
(bio)kimia dan fisiologi mahluk hidup. Sekarang informasi genetik digunakan untuk:
Identifikasi spesies, analisis distribusi genetik, menduga kelimpahan populasi atau
rasio jenis kelamin, evaluasi hubungan habitat, menduga derajat subpopulasi
terisolasi, konfirmasi kehadiran spesies yang sulit terdeteksi, pemantauan
kelimpahan, pemantauan perubahan variabilitas genetik dan investigasi
kemungkinan respons adaptasi terhadap perubahan iklim.

Bahan baku utama penyusun materi genetik adalah nukleotida. Nukleotida
sendiri tersusun atas basa nitrogen, gula pentosa (keduanya disebut nukleosida)
dan ester fosfat. Pengetahuan nukleotida akan membantu memahami sifat, struktur,
fungsi materi genetik suatu mahluk hidup. Ada empat jenis nukleotida utama yang
menyusun DNA mahluk hidup yaitu:

Contoh. Sekuen fragmen gen COI hewan laut yang tersusun atas 4 jenis nukleotida

Tabel 1. Jenis nukleotida utama pada DNA
Basa Nitrogen Nama Deoksiribonukleotida Singkatan
Adenin Deoksi Adenosin 5’-monofosfat (dAMP)/Asam

Deoksiadenilat
A

Guanin Deoksi guanosin 5’-monofosfat (dGMP)/Asam
Deoksiguanilat

G

Timin Deoksi Timidin 5’-monofosfat (dTMP)/Asam Timidilat T
Sitosin Deoksi Sitidin 5’-monofosfat (dCMP)/Asam

Deoksisitidilat
C

Nukleotida jenis lain juga ada dan disampaikan dalam berbagai literatur. Secara
lengkap jenis nukleotida disajikan pada tabel berikut:
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Tabel 2. Kode Nukleotida Satu huruf secara lengkap
Kode¹ Arti (Basa Nitrogen) Kode Arti (Basa Nitrogren)
A adenosin (A) M amino (A atau C)
C sitidin (cytidine, C) S strong (kuat, G atau C)
G guanin (G) W weak (lemah, A atau T)
T timidin (T) B bukan A (G atau T atau C)
U uridin (U) D bukan C (G atau A atau T)
R purin (G atau A) H bukan G (A atau C atau T)
Y pirimidin (T atau C) V bukan T (G atau C atau A)
K keto (G atau T) N beberapa basa (A atau G atau C atau T)
- gap

Ket.: ¹ Secara lengkap kode nukleotida yang diterima adalah kode huruf yang ditebalkan
(bold). U= nukleotida khusus pada RNA. Pada DNA, U diganti dengan T.

Nukleotida dapat diperoleh melalui sekuensing DNA genom hasil isolasi,
hasil PCR, atau lainnya. Metode sekuensing yang paling umum digunakan adalah
metode dideoksi Sanger. Metode Sanger adalah dasar dari sebagian besar
sekuensing otomatis, yang saat ini menjadi metode yang disukai untuk sekuensing.

Urutan nukleotida tergolong salah satu penanda kodominan. Penanda ini
dapat mengidentifikasi kepastian perbedaan pasang basa antara individu. Urutan
nukleotida dapat melihat secara pasti dimana dan bagaimana urutan nukleotida
individu berbeda. Urutan nukleotida juga dapat mengidentifikasi hubungan evolusi
mahluk hidup dan analisis lainnya.
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2. PETUNJUK UMUM
Tujuan: mengakses, mengedit, menjajarkan dan menyiapkan data genetik urutan
nukleotida hasil sekuensing untuk analisis genetik. Data genetik berasal dari penelitian
sendiri (data primer) dan penelitian pihak lain terutama dari genbank (data sekunder).
Berikut adalah petunjuk umum menggunakan kedua jenis data.

A . Data primer
1 . B u k a / a k t i f k a n p r o g r a m M e g a 5 . 0 5 ( M o l e c u l a r

E v o l u t i o n a r y  G e n e t i c s  A n a l y s i s )

2. Tekan Align lalu ke Edit/Build Alignment untuk mengedit atau membuat
penjajaran

3. Pilih Create a new alignment (bila membuat penjajaran baru), pilih open a
saved alignment session (bila ingin mengedit/penjajaran data yang sudah ada
sebelumnya), pilih open retrieve sequences from a file (bila ingin mengakses
data dari file tertentu). Misalnya create a new alignment
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4. Penjajaran DNA atau protein? Pilih DNA

5. Lihat atau edit data dari pengurut DNA. Pilih view/edit trace from DNA
sequencers
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6. Pilih file berkode ….ab. Bila disekuensing dua arah (reverse, R.ab, dan
forward, F.ab), pilih kedua file bersamaan dan buka.

7. Atur layar untuk memudahkan pengeditan dan penjajaran (atas forward,
tengah reverse, dan bawah view/edit)

Layar file data
secara Forward

Layar file data
secara Reverse

Layar view/edit

Layar latar
Mega5.05
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8. Pada layar file reverse, pilih reverse complement sequence ( ) untuk
menyamakan arah dengan file forward.

9. Pindahkan data layar forward dan reverse secara berurutan ke layar view/edit
dengan menekan add unmasked sequence to alignment explorer ( )

Layar file data
secara Reverse
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10. Block kedua sekuen (control A) untuk penjajaran dengan menekan align
selected block by clustalW( ) atau align selected with MUSCLE ( ).
Misalnya

11. Pilih Align DNA lalu tekan OK untuk melanjutkan penjajaran
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12. Pengecekan urutan nukleotida yang benar. Tanda bintang menunjukkan
bahwa kedua urutan adalah identik sedangkan tanpa bintang berarti
kebalikannya. PERHATIAN: KEDUA URUTAN (Forward dan Reverse)
SEBENARNYA SATU URUTAN YANG DIPEROLEH MELALUI POSISI
BERLAWANAN (seharusnya sama). Tanpa bintang menjadi perhatian utama
untuk memastikan nukleotida yang sebenarnya.
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13. Lakukan pengecekan dengan menyalin (copy) urutan tanpa bintang dan
berbintang pada layar view/edit lalu cek pada urutan forward dan reverse.
Perhatikan puncak-puncak kromatogram. Puncak yang baik adalah puncak
tinggi dan lebar serta tanpa tumpang tindih dan tanpa puncak pengotor pada
bagian bawah. Cari urutan yang disalin dengan menekan find the first
position of the specified sequence atau tekan control +F ( ). Lalu tulis
ulang (paste) ke dalam kotak urutan salin (enter the sequence to search)
dan tekan OK. (Hal seperti ini juga dilakukan untuk pengecekan primer yang
kita gunakan)

Hasil penelusuran atau pencarian ditandai highlight seperti di bawah.
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14. Bila pengeditan urutan nukleotida sudah selesai, salin (copy) salah satu urutan
yang memiliki hasil sekuensing paling baik. Transkripsi (tulis ulang, paste)
urutan tersebut ke bagian paling bawah (nomor 3).

15. Setelah pengeditan selesai, dua sekuen pertama dibuang dengan menekan
cut to clipboard ( ) atau delete selected block ( ) sehingga menyisakan
satu sekuen hasil pengeditan yang benar.
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16. Sekuens yang tersisa dapat digunakan untuk analisis lanjut. Simpan sekuen ini
dengan menekan Save atau Control S ( ), beri nama file yang sesuai dan
Save as type mas (Aln Session).
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B. Data sekunder dari genBank

1. Tentukan marka/penanda genetik dan organisme target penelitian
(sesuai dengan rencana disertasi atau publikasi masing-masing)

2. Link genbank ke http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3. Tekan All Databases dan pilih nucleotide
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4. Tulis nama penanda genetik yang digunakan dan organisme target
penelitian. Misalnya penanda genetik COI dan organisme spesies
Tripneustes gratilla.

5. Tekan search dan menghasilkan
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6. Tandai atau pilih sekuen yang akan diambil/download

7. Tekan Send to dan pilih File (untuk buat file), lalu atur Format ke Fasta
dan tekan Create File.

1

2

3

4
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8. Lihat data yang diambil dengan membuka program MEGA 5.05. Tekan File
lalu pilih Open A File/Session… (ke download pilih nama file, Sequence)

9. Pilih Align (untuk penjajaran) atau Analysis (untuk analisis). Tekan Align
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10. Data sekuens seperti di bawah:

11. Blok data sekuens lalu sejajarkan dengan clustalW atau MUSCLE.
Misalnya gunakan ClustalW.
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12. Edit semua sekuen. Ubah nama sekuens dengan menekan kode akses
Edit name sequence. Misal T. gratilla 1 dll.

Potong nukleotida yang tidak rata dengan menekan Delete selected block
( ), mulai dari ujung kiri atau ujung kanan, dengan menyamakan jumlah
nukleotida setiap sekuen.
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13. Hasil pengeditan adalah sekuens yang sama panjang. Dalam hal ini
panjang setiap sekuen adalah 481pb.

Hasil di atas dapat digunakan untuk analisis lanjut. Bisa digabung dengan
data primer atau lainnya.
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PETUNJUK KHUSUS
Tujuan: menganalisis data genetik untuk penjajaran dengan data genbank
(BLAST, identifikasi), mendapatkan data karakteristik molekuler (komposisi
nuleotida, prosentase GC dan AT), keragaman genetik, (polimorfik site, jumlah
dan keragaman haplotipe, keragaman nukleotida), filogenetik data genetik, dan
jaringan haplotipe. Petunjuk ini juga bertujuan untuk mendapatkan hasil
perhitungan seperti yang ditampilkan beberapa artikel dalam jurnal nasional atau
internasional.

PERHATIAN. Petunjuk khusus ini mulai dengan membuka file yang berisi data
sekuen masing-masing menggunakan program MEGA5 seperti diajarkan
sebelumnya (Ingat banyak program lain yang dapat digunakan untuk mengfasilitasi
permulaan prosedur ini termasuk tanpa menggunakan program analisis genetik atau
hanya menggunakan program Windows). Cara awal lain adalah langsung ke website
blastn ncbi atau ncbi dengan terlebih dahulu menyalin (copy) urutan nukleotida
yang akan digunakan oleh peneliti.

C. Identifikasi Individu secara Online
Menentukan identitas individu secara molekuler diantaranya dapat dilakukan
secara mandiri dengan analisis tunggal atau berjenjang dengan 1) BLAST, 2)
filogenetik, 3) jarak genetik, dan lain-lain. Misalkan menggunakan Bold
System (DNA Barcode) dan atau BLAST Basic local alignment search tool
(BLAST), alat mencari penjajaran lokal dasar yang dapat melaporkan nama
ilmiah spesies organisme (organism report), hubungan organisme melalui
laporan keturunan (lineage report), dan ringkasan klasifikasi organisme
(taxonomy report).

Prosedur mengidentifikasi menggunakan Bold System sebagai berikut:
1. Copy sekuens yang akan diidentifikasi dengan cara menekan mouse
bagian kanan tepat pada sekuen atau arahkan kursor ke sekuens untuk copy
manual.

2. Ke: http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenIdEngine
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3. Pilih jenis organisme target yang diidentifikasi (ada tiga pilihan masing-
masing untuk hewan gunakan COI, jamur gunakan ITS, dan tanaman
menggunakan rbcl dan matK). Misalkan identifikasi tanaman menggunakan
marka rbcL, pilih Plant identification (rbcL & matK). Masukkan atau paste
sekuens organisme yang akan diidentifikasi lalu tekan submit.

Proses permintaan identifikasi sekuens:

Hasil permintaan identifikasi sebagai berikut:
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Contoh publikasi yang menggunakan Barkode DNA

Sedangkan prosedur melakukan BLAST (nBLAST=nucleotide BLAST):
1. Tentukan sekuen yang akan di-BLAST dengan menekan sekuen target

menggunakan bagian kanan mouse. Arahkan kursor ke BLAST Sequence
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2. (Hasilnya seperti di bawah). Lanjutkan dengan menyesuaikan datasheet
dengan sampel yang dimiliki, seperti Choose search set (sesuaikan
denan jenis organisme) dan Optimize for (pilih highly similar atau
lainnya).

1. Cara lain, salin (copy) urutan nukleotida target lalu transkripsi ke kotak
nukleotida ncbi.
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2. Link ke internet dan akses ke www.ncbi.nlm.nih.gov. Pilih BLAST untuk
melakukan blast sekuen.

3. Pilih nucloeitde blast untuk mulai blast
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4. Salin sekuens ke kotak Blast (seperti no. 2). Lalu lakukan seperti pada
petunjuk awal.

5. Lanjutkan dengan menyesuaikan datasheet dengan sampel yang dimiliki,
seperti Choose search set (sesuaikan denan jenis organisme) dan
Optimize for (pilih highly similar atau lainnya). Terakhir tekan BLAST
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6. Hasilnya adalah kromatogram dengan data. Lakukan pengunduhan
(download) data yang diperlukan dengan menekan All lalu pilih GenBank
dan Download.
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8. Pilih sekuen yang akan didownload ke komputer kita dengan mencentang
kotak sekuen (misalnya 20 sekuen pada satu halaman yang tampil)

9. Download sekuen pilihan dengan menekan Send to dan pilih File (untuk
buat file), lalu atur Format ke Fasta dan tekan Create File.

1

2

3

4
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10. Lihat data yang diambil dengan membuka program MEGA 5.05/MEGA6.
Tekan File lalu pilih Open A File/Session… (ke download pilih nama file,
Sequence)

9. Pilih Align (untuk penjajaran) atau Analysis (untuk analisis). Tekan Align
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10. Data sekuens seperti di bawah:

11. Blok data sekuens lalu penjajaran dengan clustalW atau MUSCLE.
Gunakan ClustalW.
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12. Edit semua sekuen. Ubah nama sekuens dengan menekan kode akses
Edit name sequence. Misal T. gratilla 1 dll.

Potong nukleotida yang tidak rata dengan menekan Delete selected block
( ), mulai dari ujung kiri atau ujung kanan, dengan menyamakan jumlah
nukleotida setiap sekuen.

Contoh publikasi yang memanfaatkan hasil pengolahan di atas:
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D. Analisis dengan MEGA5.05
Pada program MEGA5.05, tekan File dan pilih sumber data simpanan untuk
membuka sekuen data genetik yang akan dianalisis (seperti instruksi
sebelumnya). MEGA dapat digunakan untuk analisis komposisi nukleotida,
jarak genetik, filogenetik, diferensiasi genetik dan lain-lain (secara lengkap
disampaikan sesudah ini).

- Tekan Yes untuk menyetujui data urutan nukleotida mengkode
protein. Setelah itu kembali ke layar semula (MEGA5.05):
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- Pada layar M5: Aligment Explorer (sequene fasta), pilih dengan
menekan Data lalu pilih Phylogenetic Analysis
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- Pilih jenis analisis dengan memindahkan kursor ke kolom masing-
masing (Models, Diversity, User Tree, Distance, Phylogeny,
Ancestor,dll) atau lompat ke kolom berisi analisis yang diinginkan.
Sesuaikan dengan tujuan penelitian atau publikasi.
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1. Perkiraan bias Transisi/Transversi
Pada MODELS, misalnya dengan menekan Estimate Transition/Transversion
Bias (M\L),

akan menampilkan hasil Perkiraan bias Transisi/Transversi sebagai
berikut:

Contoh publikasi yang menampilkan hasil pengolahan di atas.
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2. Perkiraan matrik substitusi
Perkiraan matrik substitusi, tekan Estimate Substitution Matrix

Akan menghasilkan
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3. Analisis Filogenetik
Pada PHYLOGENY, misalnya dengan menekan Construct/test Neighbour-
Joining Tree,

akan diproses dan menampilkan hasil pohon filogenetik sebagai berikut:
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E. Analisis dengan DnaSP
Sebelum menggunakan program ini, data yang ada (misalnya pada MEGA5-
6) diekspor atau disimpan dalam format Fasta dengan menekan
DataExport AlignmentFasta format.

Pada program DnaSP (DNA sequence polymorphism), tekan File dan pilih
open data file untuk membuka sekuen data genetik yang akan dianalisis.

DnaSP berguna untuk analisis polymorphic sites, DNA Polymorphism, Gene
Flow and Genetic Differentiation, Fu and Li’s Test, dan lain-lain (secara
lengkap lihat di bawah).
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1. Polimorphic site
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2. Haplotipe
Arahkan kursor ke Generate dan tekan Haplotype Data File

Hasil analisis adalah sebagai berikut:

Frekuensi haplotype biasa ditampilkan dalam diagram Pie dengan kombinasi
lokasi penelitian
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3. Gene Flow and Genetic Differentiation among Populations
Pada Analysis pilih dan tekan genetic differentiation among populations

Dalam analisis ini, terlebih dahulu semua individu dikelompokkan dalam
populasi.
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Hasil analisis adalah:

Contoh publikasi yang menampilkan diferensiasi genetik
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4. Fu and Li’s (and other) Tests (Keragaman nukleotida,
Keragaman haplotype, dan lainnya)

Kursor ke Analysis lalu tekan Fu and Li’s (and other) Tests

Hasil analisis (jumlah total mutasi dan lain-lain) adalah

Hasil-hasil analisis di atas dapat ditemukan pada berbagai artikel penelitian.
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F. Analisis dengan Arlequin
Sebelum menggunakan Arlequin, data yang ada (misalnya pada DnaSP)
diekspor atau disimpan dalam format Arlequin format dengan menekan
FileSave/Export Data as Arlequin file format.

Setelah menekan Ok, namai file dalam format haplotype (*hap). Misalnya
lobster.hap lalu save.
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Mulai mengoperasikan program Arlequin dengan menekan File dan pilih
open project untuk membuka data haplotype yang akan dianalisis.

Arlequin dapat disetting untuk analisis Keragaman molekuler, uji netralitas,
analisis mismatch, AMOVA, perbandingan populasi, dan lain-lain (lihat di
bawah).
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1. Atur terlebih dahulu Data type ke DNA dan centang semua optional
section (include haplotype list, include distance matrix, include genetic
structure).

2.Mulai dengan Open Project. Setelah menekan Open, maka program
Arlequin membuka Project sebagai berikut (settingan project samples
seperti ini merupakan bawaan awal DnaSP, ingat pada saat analisis Gene
Flow and Genetic Differentiation among Populations):
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3. Arahkan kursor ke Structure Editor (samping kanan project) untuk
mengelompokkan populasi (misalnya kelompok berdasarkan batas
administrasi). Dalam contoh ada empat kelompok (grup) yaitu grup
Maluku (tiga populasi=Loloda, Bacan dan Ambon), Papua non teluk
(empat populasi=Biak, Manokwari, Raja Ampat, dan Kokas), Papua teluk
(tiga populasi=Wasior, Numamuran dan Nabire) dan grup Bali satu
populasi. Update project.

4. Tekan Setting (sebelah kanan structure editor) untuk memilih dan
mengaktifkan jenis analisis yang akan dioperasikan.
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5. Tekan Start untuk mulai perhitungan atau analisis.

Hasil perhitungan Arlequin berupa seluruh analisis yang diminta.

Contoh publikasi yang menampilkan hasil AMOVA
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Contoh publikasi yang menampilkan Tajima’s test.



49

G. Analisis dengan Network
Sebelum menggunakan Network, data yang ada (misalnya pada DnaSP)
diekspor atau disimpan dalam format Roehl File format dengan menekan
FileSave/Export Data as Arlequin file format. Permulaan
pengoperasian Network 5.6.1.3 dapat juga dilakukan secara langsung (lihat
langkah selanjutnya).

Save dengan memberikan nama misalnya lobster.rdf
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1. Buka program Network 4.6 secara langsung. Pilih dan tekan Data Entry
untuk memulai program Networ 4.6.1.3. Salah satu cara mengimpor rdf file
(dieksport atau disimpan melalui DnaSP). Cara lain dengan mengimpor Fasta
file pada tahapan sebelumnya (menggunakan MEGA5 atau MEGA6 atau
MEGA7)
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File selection yang ada pilih/centang pada DNA nucleotide data lalu tekan
continue.

Tekan open untuk memulai proses dalam program Networks 4.6.1.3.
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Data yang akan dianalisis seperti di bawah. Simpan data Save dan tutup data
dengan menekan exit.

Mulai menghitung Network dengan menekan Calculate Network lalu tekan
Optional pre-processingStart Contraction.

Pilih File lalu arahkan kursor ke file yang dituju (lobster.rdf) lalu tekan open.
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Calculate kedua dengan memilih dan menekan network
calculationmisalnya Median Joining.

Tekan File lalu pilih file yang dituju.
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Calculate ketiga dengan menekan Optional Post-ProcessingMP Calculation.
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Tahap selanjutnya adalah membuat gambar dengan menekan Draw
Network. Pilih File lalu Open file yang disiapkan tahap sebelumnya.

Tekan Continue dan Finalise.
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Hasil awal proses di atas adalah:

Edit dengan mehilangkan posisi mutasi, misalnya, dengan menekan Display
mutated position.

Jarin
gan haplotype dapat diubah warna sesuai dengan populasi atau jumlah
individu setiap haplotype. Perubahan warna dengan menekan diagram pie
setiap haplotype dengan mengclick mouse sebelah kanan.
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Contoh publikasi yang menampilkan jaringan Haplotype
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