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biodiversitas laut Kepulauan Raja Ampat yang didanai oleh program PEER-
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lembaga penelitian Indonesia seperti  Universitas Papua (UNIPA,
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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.
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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://www?2.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 variabiltas 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:
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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 A
Deoksiadenilat

Guanin Deoksi guanosin 5-monofosfat (dAGMP)/Asam G
Deoksiguanilat

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

Sitosin Deoksi Sitidin 5’-monofosfat (dCMP)/Asam C
Deoksisitidilat

Nukleotida jenis lain juga ada dan disampaikan dalam berbagai literatur. Secara
lengkap jenis nukleotida disajikan pada tabel berikut:



Tabel 2. Kode Nukleotida Satu huruf secara lengkap
Kodet Arti (Basa Nitrogen) | Kode | Arti (Basa Nitrogren)

purin (G atau A)
pirimidin (T atau C)
keto (G 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.

bukan G (A atau C atau T)
bukan T (G atau C atau A)
beberapa basa (A atau G atau C atau T)

adenosin (A) M amino (A atau C)
sitidin (cytidine, C) | S strong (kuat, G atau C)
guanin (G) W weak (lemah, A atau T)
timidin (T) B bukan A (G atau T atau C)
uridin (U) D bukan C (G atau A atau T)
H
\
N

IXRIK"IC|IHIO|0O|>

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.



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. Buka/aktifkan program Mega5.05(Molecular
Evolutionary Genetics Analysis)

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

[ESet ]

T
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e

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
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4. Penjajaran DNA atau protein? Pilih DNA
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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 (re
forward, F.ab), pilih kedua file bersamaan dan buka

erse, R.ab, dan
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7. Atur layar untuk memudahkan pengeditan dan penjajaran (atas forward,

tengah reverse, dan bawah view/edit)
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8. Pada layar file reverse, pilih reverse complement sequence (1_'i) untuk
menyamakan arah dengan file forward.
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9. Pindahkan data layar forward dan reverse secara berurutan ke layar view/edit
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10. Block kedua sekuen (control A) untuk penjajaran dengan menekan align

selected block by clustalW( ™) atau align s

M isalnya\

A wesnosus
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12. Pengecekan urutan nukleotida yang benar.

Tanda

intang menunjukkan

bahwa kedua urutan adalah identik sedangkan tanpa bintang berarti

kebalikannya.
SEBENARNYA SATU URUTAN YANG DIPEROLEH
BERLAWANAN (seharusnya sama). Tanpa bintang
untuk memastikan nukleotida yang sebenarnya.

A nizen sos
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dan Reverse)
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P M5: Ao ent Explorer

I clJlg

Dela Ecil Swarch Blionmenl Web  Sequence Diplay  Help
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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 prutan salin (enter the sequence to search)
dan tekan QK. (Hal seperti inj juga dilakukan untuk pengecgkan primer yang
kita gunakan

) & =
W?’——T' P Ticcelditor (C\Usersil lamid\Deskcpshal MisaadhSekumnsiseq pak ishak\st DASE 2254754 FON o fbelar.. | — =1 | 52 =i ]
ile dnalysis el
T =i : Th | Data [dit Searck Disoizy  |lelp F
|t 7 tm T B HS DR | ddh B |8 = TR BT
P = 40 50 70 20 0 "
it 3 WG TAT I ATACTNCL 16 AAIT AT CUAMAGGAAAC ATAGT L AT A CI I AL UACTAT TRLL AG 1.2
] :
¥
A, nag N /\(.r’ £ n,“l\ll.n fi A \/V\
OV \u’\’"s{ I w‘!‘; AR
4 Ll L3
| P “recelditor (CALsersil lamic\Desktoplshak Musasd\S=kuensiseq pak ishak1sf/DAST 2254762 FON_bcl_Rbclal... = =l =
et El e P e —
e F o L] i e
VAN L A LC G AV R oF o N er T RO e
I\ e seiuer L I sean
:A':MGRTEGT'{ ‘ 2
T
} /
i ! \ e e T A T R A A A Wy v
AP
| e L L L ) ) = i )i~ o e - e i1 el
C@YW SR WYl (v s @X % 0B ar M4 pdgs
DNF SELIUE'H = ] Imrf‘ljteul-'romln bqucrcc,]
Spectes/arpry [ [ EAIF H H | | [T I**I**I“'I“'I H IIEEREE | | | | I“'I“'I“'I H H H H
1. 7754354 PRVT Fbol Rbwl_aF - ---R2ARARGTTRGATT--RLG TRAR-RASFTAMC o
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A !
- cﬂ"‘ | - :14.5 E;“: oy  wiot 5'-
P i e i | Pt Jt L wie e

[ MEG& elease 45113425

Hasil penelusuran atau pencarian ditandai hlghllght seperti di bawah.

MG LA - J] W
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o
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S S3E <0 135 |8 8w R
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4T
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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).

%IMT le —I- [B] ~raceFditar (AL sersiHamir\Neskiopshak Misaad\iskiensiceq pak ishab\ist_RASF_7794754_FRN_3hel_Rhel_aF. . =@ = ] all i
Itg S ;; Data Edit Search Disoizy  Help I |
‘ Agn T baa M S| o D05 |dhdh Hoen |y = I A ‘
e _ 50 ] 70 - 30 €0 5
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fi
A aqAn e A A A i \ J\/\
AP A AW R e\ ﬁs
4 ]
| TreceEditun (CWLrers\Hamid \Desklop\Bhak Musaad\S=kueisisey pak ishaL\IkLBﬁmEGZ_FBN_QKJLJ_RML;R..,I = B u |
Mata Fdit Search  Pispizy  Help
FEHSFE | = LI s BNy = | e
a0 40 k] 50 72 0l Z
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T
WA AN AW A IS AW S
M M5: Alignmrent Explorer =N g
Dats [Lcit Search  Aligrmert Web  Sequznzer Display ll=ip
ICE % | SHGWN DL [omsBXX[(WE| 4D |_|H.@ﬁlﬁ_a|
DA Sequences ITr“;lr.CHIeﬂ Proteln Sefq 1erces I
P T+ FRFREP .*|~ *|. *|.,|*|,|*|‘|k|,|k|., |k|., T |k|*|. [ .*|‘|k|.,|k|., |~|.,|k|.,
1. 27543%4_PRT_Fhml _Rhe1_aF TRTTR TA ETTR TR * o ™
2. d2543k: PBN Bbel Bbcl ad 1E1TAARGAG CACLIGAT
3. 2254363 PEY Ebel Reel snqzTjeTjrpaleplefaiih) :EJE'H
[ g -
Fird line Lsw?  ulis | Edf(Site# [612 5| & with © wio Gaps
| MEL® igleaze 12111145 L

15. Setelah pengeditan selesai, dua sekuen pertama dibuang dengan menekan
cut to clipboard ( ) atau delete selected block (*) sehingga menyisakan

satu sekuk‘\n hasil pengeditan yang ben‘@r

. |
MIGA 5,05 ' ' S
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‘ don ) s lmravhl&?hﬂl ']Xlﬂﬁ»&lwﬂl%ﬁ T
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‘3"

[[MEGA elscse Hb'l Ukt

mﬂims 4 & owin

1)
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L LY VY e \fmv VWA \\f.m YL AN WV Yy
4 3
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Uaza kdt scorch Angnment Woo boquorcer Lhizplay Hdp‘
D = o W% |8 h

MHA Seqedces |Trans|;tac Proleln Secusrces |

!
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16. Sekuens yang tersisa dapat digunakan untuk analisis lanjut. Simpan sekuen ini

dengan menekan S

Save as type m

B meenss ;
File

e atau Control S
(Aln Session).

(2, beri nama file yang?esuai dan

E TraceFdirnr [%sﬂ}-hm'ﬂ\l’)ﬂh{:p\hhal’ Miraad\i=kuensiseq pak ishak\1sr_RASF_2754354 FRN_3hcl_RhelaF._ Lé'__@ = |

e

Anglysis el ) |
= T'@ \L'rata Edn:éearch Disoizy  Help /
= = P = e | =
Mg T o | RS ES®E o LI 0 B[ T V.o
R 40 _ o0 _I0 70 30 €0 i
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r ~ =
e M s e == i
S in I | Szaaens _Ll « [ ¥ B~ ET'
T
Marmn= Type
———— : il
L. zeq pek shzk Iz folder
= sakMatk MAS He z
I
i GakFbel MASFile (.| = M1 %=
B matkd WMAS Tile ;
B matkz MASTie |[BE=
E wrie [ 7
= ez masrie (B B 1
S
o \ 'L/ ] ' I W /\Ilf.\f\’f\‘f
Slo mare: ld:d. j Lave =l |
Savzas tyos: lNr Sezasio 1 F1res) :J Cancel
[ - #h & 84

-
Fiist tive User?

T
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OiblA Sequences | Trorclated Protoin Sequerces |

Speces/IEbrv

[11]
c

1. 225836z DBN Fbel Dbcl aR{IRCCTCCTCCC

4
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|Es-
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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/

-
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4. Tulis nama penanda genetik yang digunakan dan organisme target
penelitian. Misalnya penanda genetik COI dan organisme spesies

Tripneustes gratilla.

.
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6. Tandai atau pilih sekuen
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gene. partial zcs; mitochondrial

3135 bo linear DNA

apessing KCTORR3 11 Gl 537469840

Zenbank  TASTA  Graplics  MooSet

Search
=elp
Filters/hdana e Fillers
on =]
[Tree]
gtla (/)
=nci [4) L
ata =
] r
Search details =

COI[A1Ll Ficlds] AMND genclAll
Fizlrs] ann ("Tripn=ustes
gratilla"[Crganism] OR
T~ipreusres gratilla[all Flelds])

| searh | 3z mcre...

Recent activity =
Turn OfFf Clar
Q, COCI gzne of Trioneustes cratl = (31)

Mudaotida
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8. Lihat data yang diambil dengan membuka program MEGA 5.05. Tekan File
lalu pilih Open A F|Ie/SeSS|on... (ke download pilih nama file, Sec?ﬁence?

.-"’ = COIgene of Trioneustes ¢ x
€ C | b wwwnctinl
Apps [ Getting Started (O
= NCBI Resources [+] llow fo [+ ; -

: GenDan« | loms=

nih.gov/nucoore o

est Headlines  ~ Tparted From Firef .

Nucleotide v ||CCI gene of Tripneustes gratilla
Save seach Sabvaeed el
Show additional filters ispla ings: [+ Summary, 23 pe- page Sorted by Default orcer Send to; (1 Filters: Manage Ciltsrs

= g

species
1 - e — - £,

Aninma = 151
Moe ..

= &
- e =T & = & o ow B O
Molecule 1 Opzna Recertly Used File » Cistarce [ihverzity Fhylageny Uszi Tree Ancesirs Selectcr Fales Clocks
genomiz DN
Mosa .. @ EciLa Teal File

ul:o Cnnvatt File Format mo MFG4..

Source
databascs % Pnnter Setup... E

cendank 3 gt Meca Al B
MNoe ..

Genztic
compartma
Mitosonc -

Sequane - (=1

fength Fistrive lz= | Tuierid Fuzmplz
Custern ran [HES clease BET10623 =l YRR
Release dam : 107 KFO12802.1 [5F R83442 747 #
Cusicmrarge.. ZenBank EASTA Grapiics PoaSet

Revision dale
Cuslcmrarge...

JJ|9 =l & " a1

lcrniz: e b Ty IR
Ciatinn | ¥Flidhwek FeporaRog | Ipeates® CeelenizedeellaiiS ol e

| Searh | Soe mere...

¥ Tripneustes gratilla vouchar AIAO0-N207S cytachrom= ¢ oxidase subunit | (GOl
24 pgene. pzilial cos. initochondrisl

Clearall 313 bp lincar DNA Recent activity

Aeccesion: KCTDESSH .1 Gl 337460050 Turn O Clear

Show additional filters SenBank FASTA Grapilcs  FooSet Q (1 gane o Trisneustes grat| 2 (31)

e

. .
y = COlgene of Trioneustes o % \ = GenDanc|lam= -4 L

£ € | [ wwwncbinlmnihgov/nucoore
Apps | Geting Started [T Lazest Headlines  ~ Imported From Firef .

== NCBI  Resouces (¥ How T (¥

Nucleotide ‘Nuclcotide bl i|CCI gene of Tripneustes gratilla
Save search  Advaiced

Show addi 5 Display Semings: (¥l Summrary, 20 per page, Sored by Defzult orcer
Species | [ MFoa s
Animas (31 = =
Moe .. Fite _Aﬂal:,rsh Help
) = | B 22 B = & k] # = 1
Mulecike |y Hign | Dxa T wodes T Cistaroc T Dhorsily T Phylogeny T UsmiT-oe © Anospfrs T | Sdecter T Ralcs T Clacks
Enmic N .
hloe .. : i
M Analyze cr Align Hie | —
Source =
databases v
Zen3ank ¥
hire
Genetic
g —
il i -
Sequence ] T = B D = L . a1t
! B . Ry E o
tengtn Fisltine s “uaid | Eranplzs | Clatiun | vEGAWEL Fepo aBuu | Jiceles™ Copienize:TeclBa) & refarencg
EHeiDman | [ME37 ilease HET1 125 2| Eic1ds )
Heetaian arcessinT KFI17A07 1 (3 ARII4FTAT £
Cuskimrarye CenBank TASTA  Coapiics  PooSet
) | Sesrch | S30 mera...
Revision date - h
Cuslcmrargs... ¥ Tripneustes gratilla vouchar BIAOO-N207E cytachroms « oxddase subunit | {CO1
24 pene. pzibal cos, inilochondrisl !
Clezrall 313 bo lincar DNA Recent activity
Accession: KC7DEDDT. Tl 537469950 el i

Show addiional Alters endank  FASIA

Astanhies,  Eodoer Q COI gane of Trisneustes gratl s (31)
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10. Data sekuens seﬁerti di bawah:

[ 25 Aligrmen: xplorer (szcuence (4jfasta) ' s e
Dala  Edik  Search  Algmmenl  Web  Seguenwer Displey  Help )
N EFEY =W W | sBX¥Y mE

DhlA Segaznces I rznslztad Prolein Saquences |

an [[enaa e

species (RbbEw
1. gi|E2381E751 gb|REQ

Txi geatilla hoplesype B+

Z. gl1Z33336725 ghIRFD Tri gracil-a heplosype
2. gilE2291E727 gb|HE0.2323.1 Txd ge=tills hoplosype
4. 4i|SA394E7ES yL|EF0:2321.1 Tei Les yealille beplu.ype
. gi|TE334675% gb|EE0.Z320.1 Txd gratilla haplosyps

6. 4i|SES94ETE] yL|EF0:2319.1 Tei Les yealille beplu.ype
7. gilSe2345779 gb|EE0.2318.1 Txd gratilla haplosype
E. 4i|S85326777 yL|KFOL2317.1 Ted Les yealillae bepluLype
<

i [ER394A775 ghIRFA° 2316 1 Tripnenstes gratil a haplazype
10. Fi|502946773|go|ET0L201C 2| Iripneastes gratilla haplotype

11 0 IRHZ48RUYT IgnikbO1/HTE © | Tripmeastea gratl |a Fsp oobype

12. gil50304€769|go|EI0L2010.2] Tripneastes gratilla Laplotype
13 1 |SHINARUARTIgRIKFITAR1S | Trapmeastes gratl |3 Fsp otype

1¢. Fi|5039467651go|ET012011.%| Iripneastes gratilla heplotype
15. 7115833967631 goIKFOLZEIC. 2| Tripneustes gratills kap’ ocype
1. 7ilB2231€762|golEFOL2805. 2] Txd gr=tills koplotype
17. 7115833967531 goIKFOLZA0E. 2| Tripnenstes gratilla kap:ocype
18. 7i|622916767| golEFOL2207.4] Txd gratiila kaplobyp
13. 7115833967551 gnIEFOLFA0E. 2| Tripneustes gratiils kap’ ocype
20. 7i|52294675%| g EFOL280S.2] Txd gratilla kaplotyps
21. 4i|585346752 |9y EF012504.5] Tripoeasles gealills beplul
2. 7158294674319 EFOL2803.2] Txd gratilla kaplotyp
25. 4i|585946747|gu|EF012502.5] Tripoeasies qealills beplulype
4. 7i|527469540)|golECT0E22].5] Txd JEatill hor B
25. 4i|29223624%]| gL EU4E0SSE L] Tripoeasies gealilla i=ulale B
|4 h YN FIRGAS | galisll4RInRNY T | Tripneaates gratl 13 1sn abe o
27. Fila77544C37| g5l IQILLISE .| Trd gratiils izolabe §

a v

=St:#|1 ﬁ = win 77 wio Cans

11. Blok data sekuens lalu sejajarkan dengan clustalW atau MUSCLE.
Misalnya gunakan ClustalW.

R biS: Aligrment Ceplorer (sequence (2) fastal CE |
bbbl seareh Bigresaesl Web o St Bepboy Bk
|7 R R T MWW 0 L [ 3 f o2 = % B e [[ e MM

FINA He enee: ITrans ated Proteln Sequences |

Iripneudtes g
5 e S
Iripneuates g

TIripneigtesz g
| g
Igb|EFO12815.11 Tripazussza gravilla haplowypel -:
maGr g | KAULEULA . 2] til s hapistyrall

i HIEIo e o6 e ole e GlE o n 016 ole o6 06 o

N I N I (N

12 515TEE | g IKFOLI815. 11 Tripasustca gravilia haplosypcs = s b e =0 = ?

1 80 s | g | RAULEULE 3] tal - - —

] 31STEEI QB IKFOLEE1L. 11 Tripncuasss grawild Chelalw Prw‘ﬁ#’ [
1u grata - g
1% -1} —ripn-uacza gravil: e M F:
v P Seasead | P gimen F

315767 | gb | KFOLZ8 Tripn-ustoa gravil)

Full ple al yniensal o

prIusTza g

T
B

pniusEza g

20 2 0 N 0 N O O O O ol I I I
e HE 28 DNCH RN RN (R CHICN RN AR C:ROCN CHROCN RN RO (R (8
]9 0 ] e e e
LR R R A Lt e e e e B e [
O 0 0 A
ol ol G Gl (N (Rl Gl ol ol O ol G (e ol
ﬁﬁﬁﬂm}:ﬂ}:ﬂ}:ﬂ}:ﬂmﬂﬂ}mm N R
0 R Gl Rl Gl ol Gl (A R Gl e R N
‘B HE 238 (XN (YRS (RN CYRRTACH CYRBACH CPRSTMCH YR CYSRTACH (RO SN (RN (i
58 G CR S CFN CHBCATH (AN CHRC (YRR CRRC N G CHBCACH (RN CHIATY (RN
100 s v
20 Gl G 30 O O O 2 02 I I I I I
2 G ol e e R e ol N (o B e e B B ) G e U
SRR R R
20 o i o ol ol R N O ol O ol i B Gl Gl
‘R 3R N R G G N i B G N R O i B N N e
(8 U R e o o e B o B e e e
51312 e ol e i o
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12. Edit semua sekuen. Ubah nama sekuens dengan menekan kode akses
Edit name sejuence. Misal T. gratilla 1 dll.

B 1 fgnment Exp orer cequence 2ffacta) e - emw e o el
Data Edit Ssath Alignment Web Sequencer Display Help
s HY% S@m V(e L [rRt@mxx(mm av [MHHddas]

CHA Swiue s | ranal=led | rate 5'.P.q||9nms|

R i T

G, gL bEEugsvHY Ezit Sezuencz Mame

St Full Infonmation

Cpen Sequencer File

Refer to GenBank
HEAST Segquense

Copy CuleC
Cut il
Deir=

3es 01 Z] W with ¢ wio Saos

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

e === .

B L ENE e 0 ARa R
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13. Hasil pengeditan adalah sekuens yang sama panjang. Dalam hal ini
panjang setiap sekuen adalah 481pb.

m B3z Alignmen: bxplerer (sequence (2).fasta)
Dala  EdiL  Search  Algmmenl Web  Szguenwer  Displey  Hel
NE WY S W[ L

DhlA Segaznces I rznslztad Prolein Saquences | /

Zpecies /Abbry

’ o0
| o4 8 X ¥ | 4 » |_!M#.&ﬂ§|
R EnE R E B N D R A S e B A R E N . =B
1. gilEE2391E751 gb|RF0Z233

|
|S53345763 gbIKEO 2 |
1E228157E7 g [+
s533167E3

29467E2 g
S346TEL
2916773 gb|KFOZ23:
i|S635346777 yUL|EF0.23:
P i |ER394R7T5 ghlKFN" 73
- gili0324G77
T | BHREART

4. g115039467651 g
F115833867631 goIKE

i |522331876% | go|ETOLE

7. F115833967591 goIKEOLE

i |522916767 | gn|EFOLE

F115833467551 gnIEFOLE

. il58354675% | go | EFOLY

. 3i|383946752 | uu|EFOL2

22 7i|58294674%| g |EF012d

. i |58393677| gy |EFO12H

Sto# 191 = win 77 wio Cans

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\iilan tepat pada sekuen atau arahkan kursor ke sekuens untuk copy
manual.

| B s

Caed e et
SR m M OE MM oo [ BHRB
F'n:u'-:L;:-? 'J.?:'H E;'|H""‘|Jc2 Rl

F2ln aaas 11 HEE

2. Ke: http://www.boldsystems.org/index.php/IDS OpenldEngine




20

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 . Masukkan atau paste
sekuens organisme yang akan diigentifikasi lalu tekan submit.

| L wovwsbold systemsorm in o php

. W tiewmg tarerd  Ca timegle [0 Latect llendines

LI>SYSTEMS

Twwnorey | Ideotiloation Workbenchy

Tdepnrifiration NQo g ieaTr P

[ ———
| penet & oo

tsbnr

Proses permintaan identifikasi sekuens:
€ x| www boldsystems.org/indox.ohp/lDS Upenldengine {‘“ =
S apps @ Getting Started B Gongle (0 | arest Hearilines (O Tmperted From Firetr (@

77 Orh=r heakmarks
S IS ot | Tdentific

Tdentification Ramquest

& Primt

Animal identification Tngal Identificarion

Plant Identification
[coi] | ol [ Irbel & mank]

The BOLD [d=qziticakicn System (D5 bor ol anc matk ic the detault ident tication tool tor Plant barcodes and accepte tequances from the Ribulcze-sicphosphate carboxylase
and Maturasz K genes. It retums a spec 3 owel identificat on when poasible. Further vaidazion with independzat genet ¢ 7 arkers will be desirable ir
some forensic ap

5.

The BLAST ayurither i eripluved in place of e standard S0LD identificatior. =i

i for roct and malk seuusnces

There are very Few rbcl and natk records on BOLD so mo. w den

Warking
Starchi Da.abase.
» Pant Sequencee -
Evcry rbol and T atk oascede rocord o BCLD witha A databas: taat includes recorcs without specics lowe
dentification). This inclades many species represent interim texxonomy. This search only returns a lisz of the
nearesl neloies and dues nol provde o probabilive

Entor scoucnees in fazta forrat:

CCATTTGCACGAN TCGANTATATACT TATTCGATACANNC TCCETTTT TTTGAGGATCC oI TGAT AN T GACAANC ATT TTTC TATATTCGCCC AAATTC AT TOATAATATCAGACTCTGA |
COAATCO0CCCCEOICGACTTACTAATCGGTTGACCACATACH TACARATTTCGCTTTAGCO M GATCCANTCAGAGGANTAA TGCGACTAGCGTATCCAATTGLTTAATACCAGEAT
CTATTAGAATCCTCTCTAGCATTTGACTCCTTACCCCOCANGAGT T TACCCCTACACTTCAAMCATAGCCCATA/ANTOCANGCAAT M TTCTATAA TCCT TATATGGATCCTGTCCG

GTTCACACCACANGEANANAT SACTTTCCCAMAAATT CACANCCTOATAT T TCCAT T CTTCATCANANATCAGTCCCCCTTCANSCCACAATGOATT T COCTTOATATCTGACATANTGTA
TCAAAGCCTCCTTCANCAACCATAGCSTCTTCTCAAMTCATTACCANCCGCTACTACAAGATCTTCTATT T TTCCATAGANMTCTCT TIGCTSAAGANMGCITACATANGATCTTCATCGTA

| AMTCAGAAGATT TT T TACCCAGAASANCAS AT ATAGATTCGCATTCAT ATACAT GACAGT TATATAANGANTACCANTAATCTTTGATTCTCT T TT T T LAAANSAGAANTCCATITCTTTSGACT

| ARTCAGATTAT TCATAT TCTCATTACCGTCOGCOACAGAN AT CCAACTTATCCATATCACCCASCATTT T T T TATTCT TTATCOTACTCOTCTGATACTTARTCTTATATATATATAGSGTAT
TCCGCAMCAMAMATTTTSG

s hnidsysreme. arg

Hasil permintaan identifikasi sebagai berikut:
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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 Optigxize for (pilih highly similar atau
lainnya).
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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
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4. Salin sekuens ke kotak Blast (seperti no. 2). Lalu lakukan seperti pada
petunjuk awal.
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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 mienekan 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)
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10. Lihat data yang diambil dengan membuka program MEGA 5.05/MEGAG.
Tekan File lalu pilih Open A File/Session... (ke download pilih nama file,
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10. Data sekuens seﬁerti di bawah:

[ 25 Aligrmen: xplorer (szcuence (4jfasta) ' s e
Dala  Edik  Search  Algmmenl  Web  Seguenwer Displey  Help )
N EFEY =W W | sBX¥Y mE

DhlA Segaznces I rznslztad Prolein Saquences |

an [[enaa e

Zpecies /Abbry

1. gi|E2381E751 gb|REQ Txi gratille heoplosype fo
Z. gl1Z33336725 ghIRFD Tri gracil-a heplosype
2. gilE2291E727 gb|HE0.2323.1 Txd ge=tills hoplosype
4. 4i|SA394E7ES yL|EF0:2321.1 Tei Les yealille beplu.ype
. gi|TE334675% gb|EE0.Z320.1 Txd gratilla haplosyps
6. 4i|SES94ETE] yL|EF0:2319.1 Tei Les yealille beplu.ype
7. gilSe2345779 gb|EE0.2318.1 Txd gratilla haplosype

E. qi|Z85336777 gL|RF0L2317.1 Tei Les yealillae bepluLype
= gilFA%94AT7TE ghIRFN #3214 1 Tripnenstes gratil a heplncype
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11 I RHANGRYTT | gal ki1 /RTA | Tripmeaates gratl 1a FEp nbype
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24. Fil537469880 | go|ECT06831.2| Tri gratill h ]
25. gi|23223624% |y |GU4E055E.2] Tripneasies gealilla i=ulale B
“h g IX4T FARSAY I gois4HInsy | Irapneastes gratl 13 1en ate o
27. gild77544C07 | g | JRILLISE L] Trd gratills i=clate 5

a v

=St:#|1 ﬁ = win 77 wio Cans

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 sejuence. Misal T. gratilla 1 dll.

I 452 Aignmet Exp aer :zquance (2ffactal ——— S e e SCRREYY x|
Data Edit Ssath Alignment Web Sequencer Display Help
s HY% S@m V(e L [ m i@ x w o [ & @Hs|

CHA Swiue s | ranal=led | rate 5'.P.q||9nms|

R i T

G, gL bEEugsvHY Ezit Sezuencz Mame

St Full Infonmation

Cpen Sequencer File

Refer to GenBank
HEAST Segquense

Copy CuleC
Cut il
Deir=

3es 01 Z] W with ¢ wio Saos

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

e i T

Contoh publikasi yang memanfaatkan hasil_pengilahan di atas:

Rusensel: (2005 41, 273 278

Paational Tnstitute uf Ouennepraphy and Fisheries

Egyptian Journal of Aquatic Research

FULL LENGTH ARTICLE

Color diversity and distribution of sea urchin W
Tripneustes gratillu in Cenderawasih Bay ccoregion
of Papua, Indonesia

Abdul Hamid A, Toha ™", Sutiman B. Sumitro ", Widodo ", Luchman Hakim "

* Py !
P Ricloagy
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D. Analisis dengan MEGAS5.05

Pada program MEGAS5.05, 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).

» * i b f )
"""" Diwersi | Pwagern e T aueitn lect Tum Cacki
| e Cemcet File St -n MFG2..
Al 2
- T e - @ [ # o e
Tewie Uit | “imid Terges | Cminy dTAies | Mepsaluc Lameg O eTedla o Pafmee -
[F=Eminsr BT Wk Faimar

- Tekan Yes untuk menyetujui data urutan nukleotida mengkode
protein. Setelah itu kembali ke layar semula (MEGA5.05):

[ tes: Algrrrent Leslorer (sequence (A testa) = | FF|
Uala bl Sescl Shgimenl Ve Sequer e Uaplay  Hdp
LW = W% 0L

JHA Sequerces I'rranslahed Froier S2quences |

gb MEULE
1 gk RFOLZ

£l =

cew 481 H & wen O owiz Gaps
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- Pada layar M5: Aligment Explorer (sequene fasta), pilih dengan
menekan Data lalu pilih Phylogenetic Analysis

Tplorer (sequence (J) fazta)
it Seerch Alonment Web  Szguencer  Disgl B
et w0 [omy X @ o |[a@pHhE

[ Cpen 3
5 e 3em§u‘e€r
Recper 3

Close
Phylogenctic Analysis

Il Save Sessiun Clil+5
E.‘_? Expul Alignenenl 4

|_v_ CMA Secnences
Provein Seruences

"t.? Iranclate; Untranzlate
#a Seect Genetic Ccde Taole

Complenert

Fyit LlnFunlorer

- gilS03046755 | gz |REC1Z]
- Q115839967531 JoIKEC1:
- gil58394675%| go|REC1S
- Yi| 5833496743 gu|EFC1Z

1| AHHYART AT FO KRS

L

"
Ste® IMH ﬂ ® wth  wio Gaps

A tEse 505 ——

sl Analysizs Hodo

2 0w @ ®] N .
Wl Guan T Diwasiy T P T b Tew T Aol s 7| Femier T R Wi

» i = | + | P
Fisctellse  Tulmisl  Cowpes | flalin | BTGk
THEG i9hass = 110436

L3

e
Temtn iz | paes?

Curtzmizz Tozl2 T -

Phdofinalsiz-TZmea
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- Pilih jenis analisis dengan memindahkan kursor ke kolom masing-
masing (Models, Diversity, User Tree, Distance, Phylogeny,

,dll) atau

:

pat ke kolom beris| analisis yang diinginkan.
an dengan tujuan penelitlan atau publikasi.

L= [ T= 1 e,
A dadgs b
o 5 " i o
e : va iy
B 2
L2
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b
crdar FiE [
=0 [l T Fih i
it e L
= 1 :: n
= - a1
o L i = I foma s P
bairsw vas osape | vz [Pmet)osonegl w0 T el | el | e Bozws| sl deost
[T ol e R _ S Ter ey Pt g
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e A
= . = * 3 k = 7
= nw s b IR b owel T e S R PP RN
l'Al =
e (=
gl =
a 3 : . = 3 - & : Y
2 2 0 “amnne o 3 £ IR R P
barsiar WSd | aTa dw | kgl pwe T Teiralld Tade T | T 7 (Mg i
Frest sveballis TETETE B b B 15T o T
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1. Perkiraan bias Transisi/Transversi

Pada MODELS, misalnya dengan menekan Estimate Transition/Transversion
Bias (M\L),

[ T

File  Analyais

i (N | -
& PAdcle (WL
[==] e N e

wrmpuie MIL Sulli
CampuTe BAD L ranmmioes | rnsoeesoe e

e Mates

o B gSe Crizprarity Indes
R s e
s = Arming Acic Tornpesiiorn
e Rt
Tl Compuie Codon Usege Eise
T £ = = )
FiiR ] S | | 6 e e aai] Y D NOMmaehesmhmas et

FF il

[THERE wlar

akan menampilkan hasil Perkiraan bias Transisi/Transversi sebagal
berikut:

BA wran 5o - [E e Al o
File  Analyzis | lelp
f T;\ Bl £ - - = - |
Aign | © Medsl: | Dsance © o B M5 Transition/Trensverson Bias — - — lirmme] = ] |
TA | P
LR E

Maximmm Likalihond Fxstimata of Trancition I'rancvarsion Hiac

I he ectimatcd | ransiton’ | ransversion bias (A0 15 24,04 Suostiiuion paticrn and rates
wera sstimated under the Kimuora (1980) P-naran model [1]1 The nucl=atide
Iresguences are A — 25 00%, 1 — 25 00%, - 25 00%, and (5 - 25 00%. For
cstimatng ML valucs, a uscr-cpoomod toplogy was usel. | he maximum Log Tkehhood
fen This conmolalion was - 844 297 The analysis invnbeed 23 noclolicle seoguences
Godon powsibions nmclodod were 14 sl 2ricd+2e S =M ane seding. Thoere wore o bolal of 481
positions in the final cataset Fvolifionary anabyses wre conducted in MEOAS [2]

LRIt ure WL CTEEDL A cinple inelbod o eslmebng evelabon g ol ol buse sabsULabor s iou g compas aive
sludies ol necl=olide sequences. sowrmel of Molsoular Cvolubog 1€, |||—| 0.

2. Tarnaa K., Pelersen O, Cele=rson b, Slechsr G, Mle V. oand <upner S 20110 MCGAS. Molecu ar Coolulivoaarny
Gor wlivs Analyisizs usin g Maximun Li'\ulih‘.ud. Cvolulivany Dizlynce, and Masimwr Mars mieny Velhods,
idoiasular Diclegy end Cyeiuticn (In Pregs).
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3.4. Phylogenetic Tree

Thgure 2 and Figure 3 are phylogsnets ees Fased on suclentidss af pardial eyt b pene censincted iy methed



2. Perkiraan matrik substitusi

Perkiraan matrik substitusi, tekan Estimate Substitution Matrix
FAWESA L o co—— - EN—
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BAEGSA b.LE sl
Hilc  Analymz  —clo
= I B e 4 <%
Algh Lizia K ndal: Listanzz Philogeny 7 User | ec T Lloeks 7
Ta ~ird Best DMA/IrSEcr Modzis (L) .
[ A J S 1 dex Tesz of Pattern | leterogeneity
R Totimate Toansivior/ Tranmeecsion Das (M.
Lompute WCL Substtut on Razns
Crurapu e LACL Trane#ion Tranmarion Mias
Lompute Fattamn Lisoarty Indes
Cewpn e Cneapnetion Disancas
mpute Amine fcid Comp:
seapa e Bl Bl e
B Lol oo D B
Fira |i..-_| 5 'u-Eli« | r.i.:;r | MFr::?\.M.' o S S AR (2 T S A
|LMF fa o 47117475, Fhuliuso kst T3 101
BA weosn o e lm ]
Filc  Analysis  =clo
= Ta s
= A1 & 5: bt o ' - L - d ;I;Iﬂ‘
| Adun Daia el Cistrse - 0f H M Substingion Matie 0 -— - —-— [
1e==ult Hl_éi I“‘?I @I i I ?li:‘\'!
i) =
Maximom Likclihond F: nf M atriv B
A T C G
A - o7 L] 20.60
™o 034 - 1824 038
< 054 2812 - 038
L6 e il \ .10
MOTF Fach enfry is the probabiite of sobefitution () from one base row) to another hase
(Colum ). Substiiution pattern and ratss were Sstmated uncer the | amura el (1993) model [1]
Hatss of diftzrent ransmtional substitutions al showr In bold and thase o ransversionssl |-
substtutons are shown In felfics. Reathve valu of Instantansous r should be consldersd wnen
evaluating them. Mor simplcity, sum of ues Is I"'EGE ecua to 100, The nuceotide
negue g A = Z8.04%, T/U = 31.685%, C 20 1 e FU! L‘blll’llr.lll!lg ML
wAliee s, #oresen
AR 44 TH ndlvs s il
Ast+nd+Am+HNONCodng | here wars A totsl of
analysss were conduct=d In WEBAD [2].
1 Tamura K and Sei M 21993). Eslirnalicr of the number ofnuolzolide substilaliors in e vonlol reg on of
mtozhandnal UMAIND humans and chiMpanzess. Mofecu'qr cholcgy 3nd Swolutio 1009 12-0250
£ lamura K, Peterscn L, Fetarson b, Steche G, Mel 1., and Kama® 2. (2011 MEGAL Mclscula® Evaluionzry
SenAlins AnAyEls usirg Mavimom | leslinocd, Cenoatanay\SIstance and VeEximum Carsimany Mettads ==
Mulstudar Bidoyy and Eveiubon (In Pross).
Siaduitmes Alllugls ol el e e e s Lo 2 s suse Ui caseda
e wivivw -
|
1
- i ] I B4 & = | o X
Fisttire s “ulerin | Fuceples Craficr | MEGSSWch | Fepar aFog | Iperies? Lzl it s 2Rl enrers

MLOGE mlesse 33112425

aikerianl Bt Lesdiird, Vs -2

STRUKTUR GENETIK DAN FILOGENI YELLOWFIN TUNA (Thunnus
athacares) BERDASARKAN SEKUEN DNA MITKONDRIA CONTROL
REGION SITOKROM OKSIDASE [ PADA DIVERSITAS ZONE
BIOGEOGRAFI

T Made Sara Wijana' dan T Gusti Npurah Mahardika'
e san Biolom Fakultas Materrztiks dan Oou Pongeiziuan Alam. Univesitas Udzyana
“Laborazorivm Diemedik Fakultas Kedaktzran [ewan, UniveRsitas Uczyana

rytoerame ovidaze |

v, rowairof regaos DNA Miorkandrial cvtmerwane ovpdase

hulot, bz 71 rec

Jumod Bewi Lestary, Vo

pesties N/

b, 270 274

Tabal 2. Probabilitas Substitusi Nub\etida dengan Analisis Maxiuvam Likelihead (ML)

4 T\ C G
A 1Y no 03
T 1w st
5
90

Nilei  peobabilitss  substiksi palry lLegg
diterulan poda
Hel i berhaibn s Cengea fichueisi
nuklestica.,  Makin dngai

bersanchutnn meta kermngkinoe  wacak tojodingm

yellogi funa tarseoet e firgy.
didubung oled pohan Flogeni ywrg membewnk soty
ult . Hasdl 2
berbedz del . groun

Hasil pengujion

Fal ini juga

naza A, dikut alch bme T, T din G

AT
muklexcida

uilal sty g dari 20

frekuensi

Thime apesne sebag

dengan nikoi heotstrap schesar 85 S

prdane hogen e et i

subslilust sevmthin besar (P g o 4 evar i it e apilhan




36

3. Analisis Filogenetik

Pada PHYLOGENY, misalnya dengan menekan Construct/test Neighbour-
Joining Tree,

B reron sos — —— oA |
Rk Actalyne Help
Er e giE e 2 & o wm #i e R
Agn | baa Modelr | DEanes Liscraty Fl-degeny User oo Anccitors T | ¥zcchon Halcs Llocks

AL Crnradee 1) e W
| onstruce!
TN oo 17l M

T ConstructTest UPGIA Tree..,
B Convaleoe 1) Dl b

crwrriey |

Dpen Tree Session

| riutti:Us:'?i T.:.E:el | Exa:—:;les | ceaion Ml:tgn‘ebl n::E :uu;.| uDﬁTes? Cliaiizeiloclbar = istsiatae st
diproses dan menampilkan hasil pohon filogenetik sebagai berikut:
i 1 liis =
B .Sl . UL O, SR P TIT T

WMLy am sl rn 20 1002
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Concordance between phylogeographic and biogeographic
boundaries in the Coral Triangle: conservation implications
based on comparative analyses of multiple giant dlam species
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‘;“:""“"m""ﬁ Semaerg,  closely related epecies of Tridscwe glant clame across the
e Coszl Triengle, the most biediverse marine region in the
* Depea tirerit. uf Sivluyi-ul world and one of the mos: threatened. Data from a 450
v, (A D v besc pair fragment of mitcchondrial eytochrome-c oxidasce
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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.

M ‘:Allgnment bxplorer [Lobs!erﬁas_l .- lu—»ldﬂ-u
Dala  EdiL  Search APgnmtnl/\'\'th Sequencer Displey  Help )
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a ioz

26 Ha1103 I

SRl | LR B LR L T
58 Halinn ¥
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Stz# 5’1 '%i & wir T wio Gaos

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

T D g e el T
[FE| fau oo fape Comize Sraur ozt Wi Hds
e |

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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2. Haplotipe
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Arahkan kursor ke Generate dan tekan Haplotype Data F|Ie
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Hasil analisis adalah sebagai berikut:
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3. Gene Flow and Genetic Differentiation among Populations
Pada Analysis pilih dan tekan genetic differentiation among populatlons

B8 DMA Seguence Peobernoepliaen Lobales s dak
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Dalam analisis ini, terlebih dahulu semua individu dikelompokkan dalam
popula5|
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Hasil analisis adalah:

;‘ DMA tequence Polymorph o - Lobstertas
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4. Fuand Li’'s (and other) Tests (Keragaman nukleotida,
Keragaman haplotype, dan lainnya)

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

B UNA teguence Holymo-phisr - Lobsterras I ———— E= R
[Analyss | Uvervew  Gererale  lock Wonduw  Hep.
Sckymorphic Sites. .

DMA Polymorshicm..

D=l ] icn-Dialation) Foly
DMA Divergence Betwezn P
Tonse i

Buly
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FurS. Subslibul

Ludun Useye Bras.
Preferred ard Lnprcfroce Synomy

Gere Lurversoon..

Sere Flow cnd Gencetic Differentiat on..,
_nkage Lisequibbnum...
Accorbination..

Sopulation Sze Chances...

Cuand 1i's (ard athed Tests...
Zaand Lits fard ulhe) Tels wilh 20 Oulgrouw.
—EA, Hudsan, Kreitrran ane Sousde, Tes...
MeDunald end Erelonan | el

Thjima’s Test...

||I'rx lelp, press I Mudnmeday, 14 Uslobo 207 Y, 1424

Hasil analisis (jumlah total mutasi dan lain-lain) adalah
!inewuau UBpu:"A.n;lyu :Jluuvm fererale  lucl Wondow  Hep

= A= =]

e o )

Fu and L'z Tuslz

For Help. prozs F1 Cia and 1i's Trsts ‘manesdap, 14 Netaher 2005 17-31
.

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 gisimpan dalam format Arlequin format dengan menekan

File>Save/Export Data as 2> Arlequin file format.
S e

i S s Baabprnne pliagh < | obeie i L b ]
File Daza  Dirplay  Anabysi Cweerviews  Gererate  Tocls  Window |l=ip
Spen Pt File. Cirlery |
Crew
Upen Unphazesseglivps Data bie..,
Save / [zport Datz Az * TASTA Tile FTorrmat
Jgdate NOXUS Cata Tiie MLGA File Format
Sptions for Saving (MLXUS Fonmat].. HLCRF Tile Fonmat
Seimvacd AIE Ol b #1p Fale-nie WL AT S
P/ WIT2 Fils Farmat
v Chalpul =0
R S — Hap Mg 3 Pl Hoagafsiypras, File Feorenan
T Arlvepan kil bl
e S Kokl bl bored
L ChiLathan U 3 enl 5 Lobrterifas
3 C APk rberhar 4200 1o fan
3 AL A e DS SENFEEROE L NEY
4 T b i =i s
ol thnw
| For Iefp. press 1 T Mfenlrmzilay, 14 Dl 5015, 17 A1
FS Bl Senuence Babmannh e - an i i | o
rie =n Depimge  Anabees v o ietp
(== TN = W S L A ] |

[ Fre Timin, reare F1 G, 14 Ualulrsy 2015, 14,45

Setelah menekan Ok, namai file dalam format haplotype (*hap). Misalnya
lobster.hap lalu save.

B DMA e o Palprne fu |=lbad | EB

File._Diasn: Displmy  Anabeis - Window. _Llelp
~ [ E | Fewich el L 210r 32 -
i &
= riame = Late moditec Iyme
1
i tomegionn L Aartice 2/27/20257:24 PM  Tile folde
I Uata selaucn T/2L/2005 1148 AP Fletolde
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P L Ping Arlegan VTSI L M e Loabedio
R L0 Prug Bnasp IDFLR77074 102 B Sl £ il
= Data (O = £
L Prog Mew daaSP 1D/L672014 4130 PM lefolde
o BEER 2 S
_| [ Lessternap LIVLE2015 548 PM | AP Tie
i Matuenck
o= IAMID-PC
=8 m v
File namer | bedeidiag =
S ypires | Hoapibia g Diton (bl -]
= Hide Fedidire [ Sawe [ can== |

| |12 13 Fivrmy H e il rimice Wiaienzzioag, 14 Coiaing 2005, 17 4F
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Mulai mengoperasikan program Arlequin dengan menekan File dan pilih
ope[u project untuk membuka data haplotype yang akan dianalisis.

& Alequip 21 =il

|tr'e Wiew| Optons Help

miect [ View rasuts Bevisw g e (@ cinsepraaer | [ stan [ 23122 [& smp |

T | kragct weard| import data |

Eecent projects .. »

Lezd sethngs ..
Save settirgs
Save sellivgs 23 .. 1396-2006
Fxit
— Computational and Molecular
Population Genetics Lab

CMPG

Zcological Instituze, Univers ty of Bamne ]

& hilppompy.unbes chisollwa s/alzguind

Seprember 2006

Arlequin dapat disetting untuk analisis Keragaman molekuler, uji netralitas,
analisis mismatch, AMOVA, perbandingan populasi, dan lain-lain (lihat di
bawah).

& Aclequin 11 [E= i N5

File View Oplwn: Help

L= vizw a3 '|llc @ Cioac procet | [F sion [ asaz [3] Stoo

i view Log filz Mismatch arzlysis

M [ Snowbuttentes arova

[ Ween ANIIVE A ASthinns Bcpulaticn comparzors

[¥ rraTpt for 7373ing 41373323 - Pepulaton ditferenmior
Haplotype infzrence

— lelper programs.
HWWF oot

Tet ecine Browas. | LE Lest
CaUesre\aTifDeekorookeer  Mangel test Ha
GenBankvireouin yto Lanotype ssnigrmert
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1. Atur terlebih dahulu Data type ke DNA dan centang semua optional

section (inclyde haplotype list, include distance matrix, include genetic
structure). /_:"

£ Ardequin 31

Ele yew Lplon: Eelp
| 7 D el A iy lui:u{ wyé recule B Wew Ly e 2 Chew ;.uie«.ﬁ [ 5t . [ Paues [ 500
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vt w! ¥
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[~ Dotlanz s=2czons, /
[CLE TR ...1.*m 1= [F heins diatnes ol [ rrlmm’nﬂ'n.ﬂmK

I | [
2.Mulai dengan Open Project. Setelah menekan Open, maka program
Arlequin memuka Project sebagai berikut (settingan project samples
seperti ini perupakan bawaan awal DnaSP, ingat pada saat-analisis Gene

Flow angGenetic Differentiation amon Populations):

[r- L L
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3. Arahkan kursor ke Structurg Editor (samping kanan project) untuk
mengelompokkan populagi” (misalnya kelompok berdasarkan batas
administrasi). Dalam cgmtoh 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

21327 UM M Jan 15 _poster am

4. Tekan Setting (sebelah kanan structure editor) untuk memilih dan
mengaktifkan jenis analisis yang akan dioperasikan.

T B e A I ]

= 7|

Eom G B |
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EEE Sl s Bt
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5. Tekan Start untuk mulai perhitungan atau analisis.
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Contoh publikasi yang menampilkan Tajima’s test.
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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/
engoperasi
langkah sel

5 DNA Sequence Polymo glise

xport Data as 2>Arlequin file format. Permulaan
Network 5.6.1.3 dapat jug

jutnya).
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Save dengan memberikan nama misalnya lobster.rdf
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o Uata (] . 2k
R . Prog DnasP i/ 41 PM Flefol
o Arsip (G R |
L Prog Maa dnabl 1VIB/2004 A:30 PM. Hlefoll 3
Wiy | EzarrpleDMABina ydl 12/28/200311:02..  RDFFil
iu _';: n-Pe £ | || ExamplelMAMUistaterdb 142970003115 .. SLE HI
8 HANTH = SRS i b e e A
- a 1 +
Filc name: | ‘obsterrdf =
Sawve as type: |Roznl Ceta Format (5rdf) = |
“ Hidz Felders Save ] [ Cance |
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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 MEGAS atau MEGAG6 atau
MEGATY)
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File selection yang ada pilih/centang pada DNA nucleotide data lalu tekan
continue.
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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.
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Mulai menghitung Network dengan menekan Calculate Network lalu tekan

=l

Pilih File lalu arahkan kursor ke file yang dituju (lobster.rdf) lalu tekan open.
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calculation->misalnya Median Joining.
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=l x|

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.
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Hasil awal proses di atas adalah:
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Edit dengan mehilangkan posisi mutasi, misalnya, dengan menekan Display
mutated position.
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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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