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KATA PENGANTAR

Puji dan syukur kami panjatkan keadirat Allah SWT karena hanya dengan kasih sayang dan
rahmatNya, makaBuku Analisis Molekuler dan Bioinformatikai dapat diselesaikan dengan baik.
Buku ini disusun bagi kalangan pengguna laboratorium atau praktisa mahasiswdengan tujuan
untuk meningkatkan pemahaman dsil/keterampilan dalam mengolah data molekuler dari hasil
data primer laboratorium maupun data sekund@mbinasi kemajuan bioteknologi dan teknologi
informasi yaitu Bioinformatikanerupakan peggunaan IT untuk menyelesaikpermasalahan yang
berhubungan dengan Biologi Molekulgangdilatarbelakangi oleh ledakan data observasi biologi
sebagai hasil yang dicapai dari kemajuan bioteknologspdiknen biologi molekular telah
mengumpulkan banyak sekali data ekspresi gemellata dalam jumlah banyak tersebut, perlu
diolah menjadi informasi yang berguna. Perkembangan Biologi Molekular yang sangat pesat tersebut,
maka data hasil eksperimen laboratorium/basah semakia maemjadi berlimpah.Buku ini
diharapkan dapat memberikan tamhan pengetahuan cara mengakses dan pemanfastizm
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 satoutputnya adalah datdata molekuler. Bioinformatika dapat digunakan dalam manajemen
informasi di bidang penyimpanan datasilico dari eksperimen biologi molekuler. Pemahaman
dalam bidang ieinformatika sangdh penting untuk meningkatkan kemampuan komputasi dan
analisis data melalui pengadaan sumber daya komputasi dan penggunaan klaster informatika publik.

Masukanyang membangursangatlah penulis harapkamtuk perbaikanBuku Analisis
Molekulerdan Bionformatikani di masa mendatangdkhir kata, penulis berharap semoga isi buku

ini dapat bermanfaat bagi para pembacanya.

Bogor, Septembe024

Penulis
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SAMBUTAN DIREKTUR SEAMEO BIOTROP

SEAMEOBIOTROP Southeast Asian Regional Centre for Tropical Biojagialah lembaga
regional yang bergerak dalam biddmglogi tropika. Mandat SEAMEO BIOTROP adalaénelitian,
pelatihan dan diseminasi hasil penelitian biologi tropika. SEAMEO BIOTROP aktif dalam
penyebaran informasi untuk peningkatan pengetahuan dan komgmktebsrperan penting dalam
programprogram strategis yang memiliki pengaruh terhadap kemajuan pendidikan nasional dan
regional ke depanSebagai lembaga yang telah berkipdatiam halmenjembatani transfer ilmu dan
teknologi bagi masyarakat umum, sekeggkolah, maupun universitaSEAMEO BIOTROP yang
telah membuktikan komitmennya dalam mmgkatkan kompetensi bagi komunitas di tingkat
nasional dan Asia Tenggaréalah satunygenyebararhasithasil dan penerapan teknik biologi
molekuler di Laboratorium Bioteknologi melalui penerbitan buRunalisis Molekuler dan
Bioinformatika Buku ini terbitberdasarkadengan kebutuhan bioteknologi modern yang dirasakan
semakin penting akh#khir ini seiring dengan semakin berkembangnya program Bioinformatika.

Buku AnalisisMolekulerdanBioinformatika ini merupakan penerapan teknolodgormasi
pada bidang biologi dengan mengorganksasdan menganalisidlatadata genetik darilatabase
DNA, RNA dan protein menjadi sebuah informasi biologi yang bermakna.

Dalam rangka mendukung kebijakd¢ementerian Pendidikan, Kebudayaan, Riset dan
Teknologi Republik Indonesirkait kebijakan Merdeka Belajar dan Kampus Merdeka, SEAMEO
BIOTROP menerbitkaBuku Analisis Molekuler dan Bioinformatika inBaya mengucapkaerima
kasih kepada penulis yang telah meluangkan waktu, tenaga, dan pemikuatuky/anenulis Buku
Analisis Molekuler dan Bioinformatikeni. Buku ini diharapkan dapat memberi manfaat, membuka

wawasan dameningkatkarkompetensi bagi para pembacanya

Terimakasih.

Bogor, Septembe024
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 sudalngat lengkap
menyampaikan dasalasar molekuler dan aplikasinya khususnya dalam
penggunaan komputasi dalam biologi molekuler terkini yaitu pemanfaatan

NextGenerationSequencing Semoga buku ini dapat mengantarkan

calortcalon ahli biologi molekuler dan bioinformatika menjadi iimuan hebat.

&

Nama : Dr Fitri Indriani, SHut.

Instansi : Badan Riset dan Inovasi Nasional.

Buku ini dapat dijadikan sebagai panduan untuk analisis molekuler DNA
dan RNAsequencingLangkahlangkah pengolahan datiata molekuler
disajikan dengan menggunakaoftware 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.¢and) Aditya Nugroho.

Instansi : Mahasiswa Doktoral Prodi Silvikultur Tropii®B

University.

Buku ini begitu lengkap dan mendetail, menjabarkan taalagp
penggunaarsoftwaredengan runut. Buku ini sangat membantu untuk

pemula yang sedang belajar molekuler dan bioinformatik.

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology v
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DAFTAR ISTILAH

A

Accessioradalah mmor pengidentifikasi unik dbatabase GeBank

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

Alignmentadalah suatu metode atau cara untuk mensejajarkan.

Amino acid sequencadalahurutan asam amino yang muncul sebagai heliks (huruf besar) atau
lembaran (huruf kecilyangdiidentifikasi di manaebar setiap segmen adalah representasi
kasar dari jumlah asam amino di setiap segmen.

Amplicon lengthadalah panjang produk PCR. Panjang yang ideal berkisar antaf&0Q (fasang
basa.

Annotationadalah 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.

Assemblyadalah proses untuk menyatukan sekuens pendek yang dihasilkan menjadi sekuens

transkriptomtranskriptom yang utuh.

Avoid Cross Homologydilakukan untuk meghindaricross homolog dengan cara menganalisis

homologi primer dengan DNA genome melalui BLANTBI. Cross homologyaitu 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 molekulmolekul 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 laifdain) maupun produk dari makhluk hiddplam 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 scoreadalah skor yang mengukur kesamaan sekuens terlepas dari panjang sekuens dan ukuran
guerypadadatabase

BLAST (Basic Local Alignment Search Tpahdalahprogram yang digunakan untuk analisis
pensejajaran atawatu program untuk pencarian kemiripan sekusgtguence similarijydan
merupakan alat dalam identifikasi gen dan karakter genetik. BLAST juga dapat digunakan
untuk melakukan pencarian sekuens melalui perbandingan deagmimaseDNA dalam
waktu singkat.

Bootstrapadalah metode untuk menguji seberapa baik model dengamesaraplekolom pada
sekuenssekuens yang disejajarkan untuk membentuk pensejajaran baru.

vi SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology
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C

Coverageadabhjumlah rataratasekuens yang mengpveraredtumpang tindiltertentu pada genom

target

Conserved domaifCD) adalahunit yang berulanglang 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 rassgmbleontig

CDHIT adalah perangkat lunak yang mengklasterisasi dan membandingkan saiateims atau

nukleotida.

Coding sequencgaerah pengkodean gen) adabalgian dari DNA atau RNA gen yang mengkode
proteinyangmempelajari panjang, komposisi, regulasi, penyambungan, struktur, dan fungsi
daerah pengkode dibandingkan dengan daeaipengkode pada spesies dan periode waktu
yang berbeda dapat memberikan sejumlah besar informasi penting mengenai organisasi gen
dan evolusi prokariota dan eukariota.

Contigadalah DNA/RNA yang salingverlap(tumpang tindih) yang akan disusun menjadi $aitu

length genomf&ranskriptom

Corsetadalahperangkat lunak untuk mengklasterisasi transkrip yang sudassedmblysecarade
novoserta menghitungeadsyangoverlap

Cross Dimeradalah primer yang berikatan dengan primer pasangarewsgedanforward).

D

Databaseadalah 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 digufidkan un
mengidentifikasi sekuens tersebut.

Databasenukleotida adalah suatu koleksi sekuens dari beberapa sumber, termasuk di antaranya
GenBank, Reference SequefRefSeq),Third Party AnnotationfTPA) danProtein Data
Bank(PDB).

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

Datagenotipeterdapatialam bentuklatagenetik seperti DNA atau RNA.

De novo sequenciredalahsequencingranskrip dari spesies yang belum memitdderence

Differential expression analysigaitu analisis perbedaan ekspresi yang dihasilkan dari individu yang
transkriptomnya dibandingkan.

Differential Expression GenDEG) yaitu analisis untuk mengidentifikasi kandidat -gen yang
diekspresikan secara signifikan pada jaringan organisme

DNA (Deoxyribonucleic acigdadalah sejenis biomolekul yang menyimpan dan menyandi instruksi

instruksi genetika dari setiaprganisme 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 barcodingadalahsuatu metode pengidentifikasian spesies dengan menggunakan urutan gen

pendek dari genom organisme.

DNA ladder adalahladder yang digunakan untuk menentukan ukuran fragmen DNA dengan

elektroforesis di laboratorium biologi molekuler.
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Domain adalahunit fungsional dan/atau struktural yabgrbeda dari proteingnit lipat secara
independen dari polipeptida yang membawa fungsi spesifik.

Downregulatedadalahekspresi gen yang lebih rendah pada sampel yang diberi perlakuan ketika
dibandingkan dengan ekspresi gen pada sampel kontradetgan perlakuan sebaliknya.

E

EdgeR adalapackagepadasoftwareR yang digunakan untuk menganalisis perbedaan ekspresi gen.
Entrezadalah sistem pencarian informasi dalam NCBI yang menyediakan akses terintegrasi untuk
melakukan sekuensing, pemetaamapping, taksonomi dan data struktur&ntrezjuga

menyediakan gambaran grafis untolapping sekuens dan kromosom. Ciri khas dan
keunggularEntrezadalah kemampuan untuk pencarian informasi terkait sekuens, struktur
dan referensi.

E-valueadalahNilai E (nilai yang diharapkanjang merupakaangkauntukmenjelaskan berapa kali
Anda mengharapkan kecocokan secara kebetulan dadaabasesebesar ituSemakin
rendah nilai E, semakin signifikan kecocokannya.

Exon adalahurutan nukleotida yang diekspresikdfxon berada di sisi intron. Sedangkan intron
merupakan nukleotida yang tidak dapat diekspresikan, sehingga harus dihilangkan selama
proses ekspreseg.

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 keselwapggen 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 padatharés yang
didahului ol eh simbol A>o0.

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

G

GenBankadalahdatabasesekuens genetik dalam biologi molekuler berupa koleksi sekuens DNA
yang dapat diketahui oleh publik.
Genadalahbagian dari kromosom ygioerfungsi sebagainit pewarisan sifat bagi organisimielup.
Gen terbentuk dari sejumlah asam nukleat yang tersusun dalam makrom8lektuk 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 Ontologydalah metode pengorganisasian gen untuk mendeskripsikan fungsi gen dan produk
dari gen tersebut. Gen diklasifikasikaa #alam 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 molekmolekul asam nukleat yang berbeda (sebagan&som atau
plasmid), sementara secara fungsi, genom dapat terbagi menjapgimgen

Genomicsadalah 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 ratda individu dengan lokus polimorfik.

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

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

Homozigot adalah salah satu keadganotipedi mana alehlel identik dalam satu lokus.

Homozigositas adalah jumlah ratta individu dengan lokus monomorfik

Identityadalahjumlah nukleotida dalam urutajueryyang identik dengan urutan subjek

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

Intra-alelik adalah interaksaletalel 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 spesie
tertentu. Jarak genetik diukur dengan berbagai parameter. Jarak genetik yang kecil
menunjukkan hubungan genetik yang dekat. Jarak genetik yang besar memunjukka
hubungan genetik yang jauh.

J

Jarak genetik adalah tingkat perbedaan gen (perbedaan genomik) pada suatu populasi atau spesie
yang diukur melalukuantitas 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.

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology ix
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K

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genojradalahdatabaseyang berisi datalata terkait
high-level functiordan kegunaan suatu sistem biologi seperti sel, organisme, dan ekosistem
berdasarkan informasi molekul&hususnyalatasetbesar 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 meoger pengulangan dan elemen seluler,
pemrosesan awal FASTAQ,de novo assemblacacacacacac ("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 deraikleotidgpadamRNA yang terdiri atas kombinasi tiga nukleotida
berurutan yang menyandi suagam amindertentu(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 menjagliotein dilakukan pada ruagenyandiyang diapit
oleh kodon awal(AUG) dankodon akhir(UAA, UAG atau UGA), ruas ini disebgen
Kodon pada molekul mRNA dapat menyandi asesam amino dengan bantuan interpretasi
kodon oleltRNA. Setiap tRNA membawa satu jenis asam amino sesuai dengan tiga urutan
nukleotida atau triplet yang disebut dengamikodonyang 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 membawaassamamino sesuai
antikodon yangkomplementer 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 perlakuapqases dalam proses
sekuensing menggunakan NGS

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

Linux adalah sebuah sistem operasi yang berbasis Unix yang disebarluaskan ke masyarakat secare
gratis dan berada di bawah lisensi GSeneral Public LicenséGPL), yang berarti bahwa
Linux didistribusikan berikut dengaource codeya.

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 keturunannitateri genetikterdiri dari kromosom, gen,
DNA, dan RNA.

Mappingadalah proses mensejajarkan hesaldske transkriptonreference

Markerdominan 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 scoreadalahukuranstatistical significancelari alignment(Scoretinggi menunjukkarderajat

kesamaan yanigbih tinggi ketika membandingkatiua sekuens)

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

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

MikrosatelitatauSimple Sequence Repéa6SR) adalah motif nukleotida berulang yang terdapat

pada DNAdengan ukuran-@5pasang basa

Missing dataadalah data yang tidak tersedia padaableyang diobservasi.

Misprimingadalah 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 sequencasalah prosealignmentyang melibatkan dua atau lebih sekuens untuk
memprediksi kesamaan dahomolognya

N

Next Generation Sequenci®GS) adalah teknologsequencingmodern/terbaru yang mampu
melakukan pembacaan jutaan sekuens basa fragmen DNA, di antaraolgagenome
sequencing, targeted sequencingan de novo sequencingRNA sequencinguntuk
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 identityidentitas perséradalah angka yang menggambarkan seberapa mirip wuéam
dengan urutan target (berapa banyak karakter di setiap urutan yang icarikkin tinggi
persen identitasnya, semakin signifikan kecocokannya.

Phylogenetic tregpohon 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 beranpalymerasd’olymerase Chain ReactigRCR).

Primerforward adalah primer maju.

Primerreverseadalah primer mundur yang bekerja berlawanan arah dengan fommard.

Primer Melting TemperaturéTm) merupakan suhu yang diperlukan oleh separuh primer dupleks

agar mengalami disosiasi/lepas ikatan.

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

Polymeraseadalah jenis enzim yang ditemukan di dalamssélyangterlibat dalam proses
polimerisasi polinukleotida, atau penciptaan molekul DNA atau RNA.

Populasi adalah sekumpulexdividu dengan circiri yang sama (spesies) yang hidup di tempat yang
sama dan memiliki kemampuan bereproduksi di antara sesamanya
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Q

Query sequendéentityadalah jumlah karakter yang memiliki kesamaan antara dua sekuens.

Querycoveradalahangka yang menjelaskan seberapa banyak ugueng yang dicakup oleh urutan
target.Jika urutan target daladatabasemencakup seluruh urutajuery, makacover query
adalah 100%persentasenenampilkan bagian dari urutgueryyang serupa/identik dengan
urutan subjek

R

Read(shdalah sekuens yang berasal dari fragmen pendek yang terbaca oleh mesin NGS yang belum
di-assembly

Repeatadalah nukleotida yang berulang dalam primer.

Runsadalah primer yang sebaiknya tidak memiliki urutan basa yang diulang secara terus menerus.

RNA (Ribonucleic Aciyl adalah makromolekul yang berfungsi sebagai penyimpan dan penyalur
informasi genetik.

S

Scaffoldadalah bagian dari sekuens genom yang tersusurcalaig-contig yang telah berhasil
disekuens dadi-gapdari daerah yang belum diketahui sekuensnya.
Scoreadalahangka yang digunakan untuk menilai relevansi biologis dari suatu teAwugka yang
lebih tinggi sesuai dengan kemiripan yang lebih tinggi
Self Dimeradalah primer yang menempel dengan primer lainnya yang dalam satu reaksi PCR
sehingga jumlah hasil amplifikasi DNA sedikit bahkan tidak ada.
Sekuens DNA adalakebuah seri hurturuf (A, C, G, T) yang mewakilistruktur primerdari
molekul DNA atawstrandnyata (nformasi genetik yang terdiri dari deretan nukleotida).
Sequence alignmeatlalah metode penataan dua sekuens (DNA/RNA dan asam amino) atau lebih,
untuk menentukan kesamaan dan homologinya atau disejajarkan posisinya untuk melihat
jarak kedekatan antar mastingasing sekuens.
Sequence assemlaglalahproses komputasi untuk menyatukan fragfragmen sekuens pendek
menjadi sekuens yang utuh.
Sekuensing adalah teknik untuk menentukan urutan basa nukleotida dari urutan suaepBNA
adenin, timin, guanosin, dan sitosin.
Sekuens consensadalah sekuens hasil gabungan dari pembacaan gamerd danreverse
Sitosin adalalbasa nitrogen pirimidin yang terdapat pada DNA dan RNA. Sitosin berikatan dengan

guanin.

Start codonadalahk o don i ni si asi berupa AUG padastamRNA vy
pada tahap inisiasi translasi. AUG memiliki antikodon UAC yang membawa asam amino
metionin.

Stop codoradalahtriplet 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) ata®rimer Melting Temperatur€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.

Suhuannealing(Ta) adalah suhu optimal yang diperlukktamproses penempelan primer, sehingga
diharapkan bisa diperoleh DNAang digunakandalam pengujian in-vitro berbasis
molekuler Annealingmerupakan 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/jaringartertentu.

Trinity adalah perangkat lunak untuk melakukde novo assembl@ada RNAseq yang
mengkonstrukstontig mengelompokkanontigyang terbentuk, serta mengekstrak isoform
yang terbentuk dadontig-contigtersebut.

Transkrip adalalneadsyang sudah digabungkan menjadi bacaan utas RNA.

U

Unrooted treeadalahmenggambarkan keterkaitah e a f  tampa membuat asumsi tentang
leluhur.

Up-regulated adalah ekspresi gen yang lebih tinggi pada sampel dengan perlakuan ketika
dibandingkan dengaekspresi gen pada sampel control atau perlakuan sebaliknya.

Urasil adalalsatu dari dua basa N pirimidina yang dijumpai pada RNA dan dapat berikatan dengan
adenin melalui dua ikatan hidrogen.
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BAB |
ANALISIS MOLEKULER BERBASIS FRAGMEN DNA

Terdapat4 jenis marka yang digunakan untuk analisis yaitu marka morfdkogmosom,
biokimia dan molekr. Keempatmarka tersebut digunakan untuk saling melengkapi informasi
tentangspesiesyang 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
sargat dipengaruhi oleh tahap perkembangan tanaman dan lingkungan serta sulit dibedakan secara
genotipe Marka kromosommerupakanberupa suktural dan variasi numerikromosom 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 DBitau variasi di tingkat DNA sekuegiieunggulan utama
marka molekuwdr antara lain
a) Tingginya keakuratan
b) Tingginyatingkatpolimorfismenya.

c) Tidak dipengaruhi oleh lingkungan yahgrpengaruh terhada&spresi gen.

d) Dapat dilakukan pada semua bagian tilagkat perkembangan tanaman.

e) Tidak tergantung pada organisarganisme yang diuiji.

f) Mempercepat proses selekging selanjutnyamendgiematdan mengefisienkapengujian di
lapangan.

g) Mendeteksi variasi padabdingdannon-codingsekuen

h) Biasanya diekspresikan dalam kodominan atau jenis dominan kilisarkgi.

i) Bersifat nulti-alel.

]) Lokusnya spesifik.

k) Berjumlah anyak dardidistribusikan ke seluruh genom

Teknik biologi molekulersaat ini telah digunakan secara luas, karena dapat memberikan
informasi keragamagenetikdari suatu organisme secara cepat dan alaglinggalapat 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
mMtDNA) secara langsung dapat menggambarkan keanekaragpesaes.

Kedepamya, penggunaan teknik biologi molekuler dapat memberikan informasi yang lebih
banyak, cepat, dan akurahkhir-akhir ini perkembangameknik biologimolekuler semakin pesat,

seiring dengan semakin banyaknya fenomena kehidupan yang dapat dijelaskarbmo&lgiui
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molekuler. Aplikasi biologi molekuleterdapatdi berbagai bidang kehidupan, antara lain: pertanian,
kesehatan, kelautan, perternakan, industrittabagai bidan¢ainnya Analisisbiologi molekuler
yanglebih lanjut dibutuhkan agar dayang diperolehdi dalam penelitian dapat menjadi bermakna
dan memberi informasi yang lebih jelas serta koetgkr

Untuk mempelajari struktur populasi dari suatu kelompok individu termasuk analisis
kekerabatansimilarity) atau jarak genetikgénetic distangedan 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 menggursak metodemultivariate atau principle component analysi@PCA).
Parameter pengelompokan dapat berupa sifat hogrfofisiologi, ketahanan terhadap cekaman
faktor abiotik atau biotik tertentu dan |a&in.

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 mamkalekuler. Berdasarkan profil DNA, individu
tertentu dapatlikelompokkan secara objektif dengan membandingkan "laju migragpifat®NA"
dari dua individu yang berbeda pada gel elektroforesis. Berdasarkan skoripdap@NA (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 Rh&#lisisnaka klasterisasi
secara manual akan menjadi sangat kompleks. Untuk itstiek$asi dapat dilakukan melalui

perangkat lunakbftwareyang tersedia.

1.1 Skoring pita hasil elektroforesis menggunakarsoftwarePyElph

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 adalahmadasatelitmaksimal 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 lyaak 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
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mengekstrak data dari foto hasil elektroforesis. PyElph berbasis bahasa pemrgytho@oengan

graphic user interfaceyang cukup mudah dipahami. Aplikasi PyElph dapat diunduh di

https://pyelph.software.informer.com/1.4%koring pita DNA dilakukan mengikuti tahapan berikut:

1. Buka aplikasi PyElph

Checking Python version: 2.6.5 (r265:79@96,
Checking Nul K

Mar 19 201, 21:48:26) [MSC v.15@@ 32 bit (Intel)] OK

OK

g matplotlib: OK
Python: 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

Q.D 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
o 00O

No image specified

>

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel

» (D

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

) [MSC v.150@ 32 bit (Intel)] 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

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
A0 O
+

x=0.898269

>

PyElph @ 2011 Ana Brandusa Pavel

» (D

y=0.463812

Ok

No i pecified
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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 pyelph,jpg = X
Load Image
600 Description
1. Load image
2 Zoom
500 3. Edit the image it is
necessary: rotate, crop
4. Save current view
400
- .
- .
300
-
-— - ma
- es - - e . I
200 Parameters
100
250 0 50 100 150 200 258
200
150
100
50
& 0 200 400 600 800
Uid A 00O« - 9 ‘i‘
(3) + A - |—=
Size = (942, 644) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

4. Lane detectionligunakaruntuk mendeteksi lebar pitaane detectionlapat dilakukan secara

otomatis dengan tombdketect

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
200 Parameters
Lane wadth
Width deviation | 10 =%
100 [(leacground substracton
Detect
250 50 100 150 200 253
| |
200 . > :
m— — Y ™Mr Ir—] oy
- IREEATR R ARARRAR Lane yangtidak
100 } ATV VA T | I AV 1 B | terdeteksi
¢ 700 00 50 50 -~ _
HAGODL ©O -»
Size = (342, 644) add lane PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

Contoh setelahdetectotomatis, ada lane yang tidak terdeteksi sehingga ditambah secara

manual
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5. Lane detectiomlapat pula dilakukan secara manual dengan mengklik ikon tambah di bawah,
kemudian memililaneyang 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

. - <« »
"IPYOLE E|@
Size = (042, 644) - e = 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

A 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

Lane Detection
600 Descripton

1. Detect” button is for  *
automatic lane detection
500 2. If antomatic 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

200 Parameters

Lane width
Width deviation | 10 %
100 [J Background substraction

Detect

50 100 150 200 250

[

W @

Size = (342, 644)

OO0H-x 08

AN A ANANARRAR

add lane

a4

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

6. Deteksi pita dapat dilakukan secara otomatis dengarlé&tect

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

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
IS

0 50 100 150 200 25!?

H @

Size = (342, 64)

0 200 400

OO+x O

- o«

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 - o %

[ Band Detection

o . ¥ Descripton

1) Payse Record Q) Stop Record =] Add Comment @) ~ 00 1. Detect” a b B
automatic band
detection
2. If automatic band
500 detection does not work

properly, you can
a. manually select or
400 remove bands
o b. the intensity
_’ » : “threshold” - the smaller
-a - value it gets, the more

2 300
-n £8 _ - L * .“. e gD . ‘- bands are detected

ED £5 =» £n £8 ED =» .' [ x T "“CI SR
e Theeshold | 20 -
Fiter width |3

100 Filter passes | 10

0 50 100 150 200 250

250
200
150
100
50
0 /] 200 400 600 80O
| . t e W . 6 *
el A0 O )G |
Size = (342, 644) == PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
P! Kiik tanda tambah untuk
menandai pita secara manual
B PyElph - Dr\contoh buat pyelph.jpg . - 8 x
I 00 Band Detection
. Description
1) Payse Record Q) Stop Record  =J Add Comment @ ~ 600 1. Detect” button is for »
automatic band
detection
2. If automatic band
500 detection does not werk
properly, you can
a mamally select or
2 400 remove bands
) b. the intensity
s ., ie “threshold" - the smaller
- - * value it gets, the more
e En - 1 == &n €8 as gp i £ 300 bands are detected
D £% = 55 &8 ED =1 B} &scncabliden

- klik pada tengah pita  [reee (@
untuk menandai pita  erwen |3

dter passes | 10
Detect

355 050 100 150 200 250

200

150

100

50

" 200 %00 600 800 5

P 1 ‘ *
H AOOHX O
Size = (342, 644) add band, x=413.958 _ y=252885 PyElph © 2011 Ana Branduss Pavel, Cristian Vasile |

v

setelah selesai, klik
tanda panah ke
kanan untuk masuk
ke proses
selanjutnya
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8. Pilih lane16 sebagdane molecular weightPada foto yang digunakan sebagai conltnie
16 bukan sampel, tetapi DNIAdder. 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
%2 y : decreasing order of the

«h . . weight). The new
-n &% _ - - g &s €D vn Ep us 300 dcfmed stand.ar.d :‘s“ ‘
€n s cnun cn ekl Ehencaligies e
s Lane 14 A
Markers Lane 15

Standard  BenchTop100Pn v

100

Compute | View Export

0 50 100 150 200 258

250
200
150
100
50
0

0 200 400 600 800

H AOO>S <« »

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

9. Pensejajaran pita dan skoring dilakukan dengan mengiditch untuk pensejajaran dan

skoring secara otomatis

& PyElph - Di\contoh buat pyelph,jpg = lal 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 that two bands
are considered to be in

*e the same cluster

L v - . 3. "Edit" buttons allows
e &8 _ _ - EEE * ) ‘.‘. - Ep e 300 ﬂ.lemodiﬁcaﬁt.)n(.:f'the 5
enincnun andd skl Eeacabiiien —
s Distance 20 |FE%
Mef;h Edit 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 Jka belum sesuai dapat menekan tontbdit untuk melakukan penyesuaian

8| PyElph - D\contoh buat pyelphjpg - o 3
[ 700 Band Matching

. - - Description

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

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

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

200 distance that two bands
are considered to be in

-t . . the same chister

’ 3. "Edit" buttons allows

; ] . 0 L T
S - s &9 ‘-’ &5 == gpen . 301 ﬂ.ae qu:ﬁcan?n t.rh:he

LB
&3 25 «s s &5 &3 5 53 &5is:282 =S a» s

200

Distance

20 JE=
Edt || EBxport

100

50100 150 200 250

0 200 400 600 800 =
Y €y

Size = (342, 544) PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

11. Hasil skoring berdasarkdane yang berupa sampel. Contoh untuk skoring sampel pada
lane 1 yaitu 00000001001, dibaca dari atas ke bawabh.

skoring - Notepad
File Edit Format View Hel

©

elp

eeeao
elee
e11e
eeee
@181
1e1e
ee1le
1111
eeee
eee1
1111

HFOOHROOOO O 0 O

@l1eee
o008
eo000
eo000
pBeee1l
eeee01l
eelee
©el1e11
eo000
pB8eBe1l
11111

HOOHOOOOKO®
HFOORHOODH OO ®

]
e
]
-]
2]
1
-]
1
-]
1

1

Ln 1, Col 1 100%  Windows (CRLF) UTF-8
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1.2 Klasterisasi menggunakan perangkat lunak NTSYSPC

NTSYSPC (Numerical Taxonomy System for Personal Computegrupakan perangkat
lunak berbasis statistika yang bertujuan untuk mencari dan menampilkan struktur dari data
multivariate Analisis yang dilakukan dengan menggunakan NTSYSPC biasanya adalah analisis
Klister (clusteranalysi9. Beberapa metode yang dapat digunakan dalam klasterisasi yaitu (Prokic
2010):
UPGMA (Unweighted Pair Group with Arithmatic Megn
WPGMA (Weighted Pair Group with Arithmatic Megn
UPGMC Unweighted Pair Group Method with Centryid
WPGMC Weighted pair Group Method with Centrgid
War d 0 s amenmetodedariasi minimum.

o b~ 0N PE

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 nam&agrenseiDice index yang mengkalkulasikan kemiripan antara dua data. Tahapan
klasterisasi menggunakan NTSY®& adalah sebagai berikut:

1.1 Memasukkan Data

1. Masukkan data biner atau data skoring ke dalam disebsoft Excédengan contoh sebagai

12

berikut:
A B C D E F
1 1 6 5
2 Samplel] Sample2] Sample3 Sample4, Sample5
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:

DKetik angka 1 di kolom Al sebagai tanda ada pita (present). Contoh: 1

DKetik jumlah pita di kolom B1. Contoh: 6

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology
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DKetik jumlah sample di kolom C1. Contoh: 5
DKode sampel dan band ditulis dengan huruf (bukan angka) dan tidak menggunakan
spasi. Bila menggunakan angka, diawali dengan huruf. Contoh: Samplel; Bandl
2. Beri nama untuk tabel tersebut dan simpan di dalam folder tersendiri dengan memberi nama
file tersebut. Contoh: contohl.xIsx.
1.2 Langkahlangkah untuk menjalankan Program NTsys
Menjalankan Ntedit
1. Buka program NTsys. Terdapat dua menu yaitu NTsys dan NTedit.
Buka NTedit, isirow dancolumm sesuai jumlah dataayg kita punyateermasukmissing

data
= NTedit 1.07 -

File Edit Options Help
RowLabs| Col.Labs ‘ Ins. row | Del. row ‘ ﬂg\ose|

Mx. type: W Comments | Matric |1 3

No. ruw5,2|22 No. cols: ‘102 Missing: ‘999

Rows\Cols|Cl cz ‘ca ||:q ‘va |ve |v7 ‘vs |'JS ‘VID "Jll |V12 “113 |'m |v15 ‘Vlé |'117 ‘VIB ‘v]s |'. ~

Bl

B2

B3

R4

25

RS

27

2. Selanjutnya klikFile, lalu klik ImportExceldanklik using OLE

a
H

H NTedit 1.07 =
File | Edit Options Help

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

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

Import Excel 5 DDE ...

mpo cel using %mg: ’7
ca

Save file using OLE .

Save file as..

Exit

23

Y
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3. Tampilan selanjutnya dan KIKES.

= NTedit 1.07 - 0

File Edit Options Help

Row Labs| Col Labs ‘ Ins. row | Del row ‘ ﬂguse|

Mx type: |Rectangular ~| Comments | Matrix: || %

No. ruws,:l22 No. cols: ‘102 Missing: ‘999

Rows\Cols|cl cz ‘ca |c4 ‘vs ‘vs |m ‘va |v9 |v15 ‘011 |v12 ‘via ‘014 |v15 ‘Vli ‘1717 |v19 ‘019 ‘! ~

R1

RZ

B3

R4

1

Re

= Warning

2 Ovenwrite empty matrix?

EE] l _

R10 =

Yes No Cancel

R11

R1z

R13

R14

R1s

Rl&

R17

Rig

R19

RZ0

R21

v

4. Tampilan setelah di klikes.

= NTedit 1.07 - IEE

File Ecit Options Help

Row Labs| Col Labs ‘ Ins. row | Del. row ‘ ngose|

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

No. rc\ws.:l22 No. cols: ‘102 Missing: ‘999 =]

Rows/Cols|Cl ‘CZ ‘C3 |C4 ‘CS ‘CE |C7 ‘CS |CS ‘Clﬂl ‘Cll |C12 ‘Cl? ‘Clé |C15 ‘Cli ‘Cl'] |CJ.E ‘Cls |( ~

SCalz 1 ] 1 ] 1 1] 1 o 1] ] 1 ] ] 1 ] o 1 ] o 0

5Caé 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 terinpuBAVEAs dalam bentuk .NTS (misalnya datal.NT3utup file.
1 Menjalankan NTsys
1. Buka file NTsys tampilannya abagai berikut

H
File Options Help

5| 6| |4 -]

NTSYSpc

Clustering |

Ordination
Graphics |
General | Similarity
PaolVCV Simint
SimGend SimQual
2. Pilih similarity dan klik SimQuaJ tampilannyasebagai berikut
£ NTSYSpc - a
File Options Help
8 o x|0| -
Clustering | Ordination
Graphics |
General | Similarity
PoolvCV Simint
SimGend £ SimQual = =
Parameters: Arguments: -
Input file |
By rows? ]
Coefficient sM
Output file
Positive code 1.00000 v
 Compute | | Close ‘? Help ‘

3. Pada barisnput file pilih file datal.NTS, yaitu berdsarkaatafile yang sudah kitsave
dan berisi data yang kita buat ketika menjalankan program NTedit. Cara memilih file

pada barignput fileadalah dengan mengklik 2 kali di bangut filedalam bentuknama
file>.NTS

48

2| 6| =8 - 1

Graphics 1
General |

Ordination
Similarity

.
M \#Slmuu‘ﬂ _ -

Parameters:
Input file

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

Coefficient SM menambahkan file
Output file

Positive code 1.00000 ~

' Compute | f| Close

7 Hep ‘

Name of input file

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology 15
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4. Letakkan tandahecklistdi barisBy rowjika datayang digunakan tersusualalam baris

W NTSVSpe -a

80 20 -]

Clustenng I Ordination
Geaphics |
General | Similarity

PoalVCV Simint
SimGend SimQual | 13 SimQual - oI

-

Parameters: Arguments:
. _

Coefficient

Output file
Positive code 1.00000 o

o Compute |j1_ Close

?  Hep ‘ ‘

5. Pada bari€odficientpilih DICE.

E NTSYSpc -8

80| %4 -]

Clustaring | Qrdination
Graphics }
General | Similarity

PaolVCV Simint
Sacend smaua | 3 SimQual - =l

Parameters: Arguments: -
Input file C:Wsers\molekular2014'\Documents’,
By rows? 23

Coefficient -
Output file A

Positive code /T
‘./ Compute |_I‘L Qbstﬁm ‘

6. Pada bari©utput fileisi simqualdatalkemudian kliksavedi dalam blder yang sudah
kita buatdan klik Compute Tutup

45

80| %[0 o

Clustening [ Ordination
Graphics |
General | Similarity

PaolVCY Simint
| e—
sl 4% SimCQual - %

Parameters: Arguments: -

Input file D:\kuliah\S1-Pemuliaan Pohon 20164

By rows? 3

Coefficient SM klik 2 kali untuk

Output file I Mame of output file| H memasukkan
Positive code

—I" comous | Bl cose |2 v | nama file output

MName of oultpul file
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Kembali kemenu awaNTsysdan klik Clusteringdan pilihSAHN

3h

NTS¥Spc - oEN
File Options Help
8 6| %|4]
Graphics I
General ] Similarity
Clustering ‘ Qrdination

MST [ sann |

Coph NJoin

Consen

7. Akan muncul tampilan sebagai berikut:

- NTSYSpc - a
File Options Help

®| o] || -

Graphics |
General I Similarity
Clustering I Ordination
Consen MST | SAHN
Coph NJain
34 SAHN - =
Parameters: Arguments: -
Input file |
Qutput tree file
Clustering method UPGMA
In case of ties WARN

Maximum no. tied trees |25

' Compute | | Close

? Hep ‘

8. Pada barisgnput file pilih Simqual datal yang sebelumnyissikan sebagaDutput filedi
point 7 dengan caranencklik 2 kali folder yang sudalhkita buat di dalam poin 6.

Selanjutnygpada bari®utput tree filasi Shandatal kemudiaave Pada bari$n case of
tiespilih FIND.

5

EL NTSYSpc =
8| o| 24|
Graphics I
General | Similarity
Clustering | Ordination
Consen MST SAHN
Coph NJoin
L SAHN - oliEd
Parameters: Arguments: =
Input file C:Wsers\molekular2014\Documents|
Outpait tree file shandatal

Clustering method BELIA
Maximum no. tied trees

vy compmel Close 7 Help
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9. Klik Compute
Tampilan hasitomputebisa dilihat langsungadatreefilogenetiknya Plot tre€) dengan

mengklik warna merah yang ada di pojok bawah

e NTSYSpe - o
8| 0| %4 2
Graphics |
General | Similarity
Clustering | Ordination
Consen MST SAHN
Coph NJsin
0 Njoin - o IEH
Parameters: Arguments: "
Output graph file njoaning2
In case of ties FIND
Mazimum no, tied trees 25
Tie tolerance 0.00000000
Rooting method MIDPOINT
Outgroup OTUs R
../ Compate |_|'|_ Close | T Help
3_‘}-| Piffree
10. Tampilan yang akanmunculadalah sebagai berikut:
3 NTSYSpc - g

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
7 8 054

Cosfficient

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

Tree plot ] 4

File Edit Options Help

Save metafile ...

Print Preview

Print Ctr+P
Close Ctrl+Fa

H*‘

Coefficient

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

disimpan ke dalam format gambar

B Tice plot a *
File] Edit Options Help
bitmap

Copy metafile

Cosfficient

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology 19
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1.3 Pengolahan data pita genetik berbasis biner (1 dan 0) dengan menggunakan program
softwareDARwin.

DARwin (Dissimilarity Analysis and Representation on Windowadalah 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 aveal spesifik, terutama menjawab pertanyaan
sensitivitas terhadap akurasi data. Data jarak genetik disajikan di filal@xtensioryang bernama
dissimilarity (.dis) (Perrier & Jacquemoudollet 2006). DARwin dapat digunakan untuk mengolah
data dari markedominan seperti AFLP dan RAPD, kodominan separkirosatelitdan sekuens.
DARWIn dapat diakses secara gratis untuk pendidikan pada laman

https://darwin.cirad.fr/product.phjpangkahlangkah untuk menjalankan program DARwin adalah

sebagai berikut:

1. Memasukkan mailts datadengan cara mengklikile dan memilinimport 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
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di bawah. Pada baris paling atasmasukkan kode individu, bisa berupa sampel, aksesi d
sebagainya Kode individu tersebutitkuti dengan nama marker yang digunak&ampilan

2. Matriks data yang digunakan untuk DA berupa file .txt dengan format seperti gambar
data yang sudah dimasukkan adalah sebagai berikut:

X
< I > =
x - c
PP OPPPIHEOOTROPIOONDNOOPNSOHIIOOOOOO®E m o
e o
i =} |
=
B - R R R m
- Q
2 X
FEIIHHOHEE NP PO PP OC P OEODOHO OO ®S ©
m ©
POV OONIOOVOOOPO POV OPPOPDO O H DO m ©
PP PP HO DI OO O HOOPPOHIPOPPOHOIOOID A p
S
SOOI POITPOIPIHOPOOTPOICPOIOOOE )
= c
S o]
PP PP TP HI PO HHO OO HI PO OO A O E ©
@©
O HAAAOAAAA A A A A A OO O A®® e~ ©
P PPN IR HOOEE O ®C X m
PP OO PP OO EOODEODONOODNONONODNEOOA-HOOOO®®G m H
POV OOPIOHDOOOPOIPNOIPOODAIOODO OO OO m m
PP PPIOHHI O HOOOPPPOPPOHIPOPPOOIOOIDEE nka
PRI OO AOOADO O wu n.a. M
— ) .m
T © ) 0
P L R R R [@)) © .m .m .m
PP OOPPIICOOITROOIDNOOODNOPRODIIRODAO O D > o ! M .m
g £ HE-
PP OOPNOOT OO HOOOOOOODTO 00000 ®C ® %] .m M
PP OO PP OO HHOOHOOOODDOODHOHOOOODO®®G (@] w m¢ E
—
o c ©
E @]
: @©
3 POV ORI OOVOOOPOIPNOIPOOPAIOPPO OO OO o =
)] I ©
TEs -
$ E2 c s
2  ECC000 PP PP OITPOOIIOPIIHOIODIO DT o) ) @
£ = — >
R T B o T o ko e e R e D e B R e @
5
T o, m g o A n oA m g n Aalme e o m
3MkBBBMBMWGMH111MINSBBNBMWNMRJIJMJmBBQM A4 % #
i W h o E o Mo Mo ; Mmoo mo;;;o$;MdoHD;O60oo o oo ey ad

21
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4. Setelah data tersimpan daendlik OK akan muncutampilanseperti gambadi bawah ini
File akan tersimpadengan ekstensi .don sebagbject identifier Klik OK. Lalu layar akan
kembali ke menu utama.

Dy DARwin 6.0.14

data Data file): afip.tt

Single
converted in file aflp.var
with associated external identifiers afip.don

5. Pada menutama, pilihDissimilarity, kemudianpilih Calculate from single data

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

Oy DARwin 6.0.14 - & .
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

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

[ Desktop

Documents

& Downloads

B Music

[&] Pictures

B videos

iy Local Disk (C)

= New Volume (0:

= New Volume (€)

- USBDrive(F) v < I
File name: [ aflp.var | |single data (var) v

T =Abs./ O-pres. i m
User defined
Presence 1
Absence 0

7. Setelah terbuka, akan mun¢aimpilanseperti di gambar di bawah ini. Untuk koefisien yang
digunakan, jika individu atau sampel berkerabat dekat, sebaiknya menggunakan koefisien
Jaccard atau Dice (Dalirsefgtal 2009)

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

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

Number of bootstraps

Dissimilarity index

e —
@ Dice
b+c

O Jaccard

dj=il
lﬂ;-;-,f-nw—g =28+ (b+0)
(@) 0=Abs./ 1=Pres.

O user defined
Presence 1
Absence 0

data biner, pilih
presence/absence
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8. Kemudianklik Save dissimilarity asintuk menyimpan fil@utput 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 Dice

() Ochiai

@ Jaccard - b +C

(O sokal-Sneath "un2’ [] a +(b + c)

®) 0=Abs./ 1=Pres. -
HEw it

Presence |

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 hama 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

S i

11.Jika analisis jaragenetiksudah 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

E
i out

Booty

[afip.dis

No missing data

Numb] Completed procedure !
Dissin
D) Cof

Dissimilarity aflp.dis
— calculated from single datafile afip.var in 00:00:00
res:

_) Di
D) 04
®) Jaj
) sq
Cod

C
SAus. uSriE.
User defined m
Presence 1|
Absence 0

o]
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12.Padatoolbar, pilih tree constructiorkemudian pilih metode yang ingin digunakan. Untuk

contoh digunakahierarchial clustering

Ly DARwin 6.0.14 7 - a] 5
jng Dissimilarity Flanrillunllpis‘ius. Tree comparison _ Disequilibrium  Tools  Window 7
Neighbor Joining
Scores.

Ordinal Neighbor Joining

Ordinal Scores

Neighbor Joining under topological constraints
Influential unit detection

13.Kemudian pilih fileoutputdissimilarity (.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 tabtree construction pilih identifiers kemudian pilih file dengan ekstension

By DARwin 6.0.14 - a8 x
Oy Choose identifiers file 3 p Window 7
1« NewVolu.. > datagenetik v o £ Search data genetik
Organize v New folder = ™ @
8 This PC A Name - Date modified
3 30 Objects |1 afip.don 01/03/2022 7:19 pm
B Desktop
Documents
& Downloads
b Music
[&] Pictures
B Videos
i Local Disk (C)
- New Volume (D:
= New Volume (E)
- USBDrve (F) v < >
File name: [ aflp.don | | Identifiers (don) v
14 14
15 15
16 16
17 17 v
[ demifiers ]
No selected file...
P —— | |

15. Kemudian pilih aksesi pada pilihan uiSelanjutnyapilih metode yang akan digunakan (pada
tampilancontoh, metode yang dipilih yaitu UPGMA). Pildave tree asintuk menyimpan
file pohon filogeni. Jika ingitree(pohon filogenetikfitampilkan secara otomatsl)ih 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

£

1
2
3
4
5
&
7
8
9
10
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28

pada menu utam&emudiariangsung klikdraw.

[y DARwin 6.0.14

BarGraph

Tree Distance
Fit Criterion
Least-squares edge length re-estimation
Pruning
Grafting

E @ Max length subtree

y Add a 2-degree node
Remove all 2-degree nodes

Tree construction

Dissimilarity file: aflp.dis
Treefile  :aflpard

Dissimilarity min value = 0.0540540540540541

Dissimilarity max value = 0.893617021276596

64 selected units on 64

Selected unit list

NumbperUnit  aksesi
1

=

DDDDDDDDD

2

SRRERE

g8

2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
1 1
1 1

17.Pilih file dengan ekstensi .arb

O DARwin 6.0.14

By Select tree file X
4 || « NewVolu.. » data genetik v O £ Search data genetik

Organize New folder =~ ™M @

B This PC A Name Date modified

8 30 Objects [] afiparb 01/03/2022 &:21 pm

[ Desktop

Documents

& Downloads

b Music

[&] Pictures

B videos

‘e Local Disk (C:)

= New Volume (D:

- New Volume (E)

- USBDrive(F) v < —— >
File name: [afip.arb | [Tree art) v

sso@~omE
g
a

3

| File Dissimilorty Factorial analysis Tree construction | Trees.. | Tree comparison _Disequilibrium _ Tools  Window 7

16. Jika tidak memilirDraw tree when don@nunculkartreeotomatisdengan cara klikab Trees

>
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18. Akan muncul tampilatree seperti gambar di bawah ini

O DARwin 6.0.14 = a] X
File Dissimilarity ~Factorial analysis Tree construction  Trees.. Tree comparison  Disequilibrium  Tools ~ Window 7

Sd-DaF-v MR o - [HEK9d

2

19.Untuk mengubah tampilatree klik ikon di sebelah ikon zoomlkon tersebutberwarna

merah, biru, dankuning Untuk memperjelas, ikon yang dilingkari dengan warna merah.

v DARwin 6.0.14 - a x
File Dissimilarity ~ Factorial analysis  Tree construction  Trees.. Treecomparison Disequilibium  Tools Window 7

4l LAk EY

Identification and illustration
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20.Untuk mengubah bentukee, Kklik ikon cabang di samping ikoprint. Pada contohtree
diubah menjadi bentukierarchial 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)

O Aol [ 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 HR = -[HEKnd

eteusinsttciteete
ERESERG USRS

I X2 57

7
X - Bk
e SELEEAAL S ARSNBIRRNE PR TRAY!

seesess
BN
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22.Untuk mengubah tampilan nama sampel di ujmeg pilih ikon wanddengan tandtanya di
kiri, kemudian klikselect identifier file Untuk lebih jelasnya, ikon dilingkari dengan warna

v DARwin 6.0.14 - [Tree:1: aflp.arb (Modified) / (Root=127)] — X
o File Dissimilarity Factorial analysis Tree construction Trees.. Treecomparison Disequilibium  Tools ~Window ? -8 x
z g i 2
S BER PR e HEK ™
2
%
}]
2
o]
39
L i
aQ i
25
A i
i
'3
L i
3
v .t
-5
.t
o4
33
-l
Select Identifiers file
s
16
)
i
H
i
s
5%
0 0.1

|
23.Pilih file dengan ekstensi .don.

SEAMEO Regional Centre for Tropical Biology 31

















































































































































































































































































































































































































































































