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KATA PENGANTAR

Dengan mengucapkan puji syukur kehadirat Allah SWT yang telah
memberikan rahmatNya sehingga penyusunan Modul Matakuliah Pengantar
Bioinformatika ini dapat terselesaikan dengan baik. Modul matakuliah ini
disusun bagi mahasiswa program studi Bioteknologi, Fakultas IImu-ilmu
Kesehatan, Universitas Esa Unggul yang mengikuti RPS Pengantar
Bioinformatika agar dapat melaksanakan kegiatan perkuliahan dengan
sebaik-baiknya.

Modul mata kuliah ini dapat disusun dengan bantuan dari berbagai
pihak. Ucapan terima kasih kami sampaikan ke berbagai pihak yang telah
memberikan kontribusi, baik secara langsung maupun tidak langsung dalam
penyusunan Modul Mata Kuliah ini

Penulis berharap semoga Modul Mata Kuliah ini dapat bermanfaat bagi
para pembaca dan dapat membantu khususnya bagi para mahasiswa yang
menempuh matakuliah Bioinformatika ini. Penulis menyadari bahwa Modul
Mata Kuliah ini masih jauh dari sempurna sehingga penulis sangat
mengharapkan kritik dan saran dari pembaca yang sifatnya membangun demi

terus meningkatkan kualitas dan kesempurnaan Modul ini.
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BAB 1. BIOINFORMATIKA DAN PERKEMBANGAN DALAM DUNIA SAINS

. PENDAHULUAN
A. Pengantar

Mata kuliah ini membahas pengantar bioinformatika yang meliputi
peranan informasi sekuens DNA dan protein dalam memahami proses
biologi, sumber daya (basis data) dan aplikasi-aplikasi yang digunakan secara
luas di bidang bioinformatika, algoritme-algoritme yang digunakan untuk
memecahkan permasalahan di bidang bioinformatika, khususnya yang terkait
dengan sekuens DNA dan protein, seperti persoalan sequence alignment
beserta struktur datanya, algoritme untuk phylogenetic tree, dan pengenalan
penerapan machine learning pada bioinformatika. Setelah menyelesaikan
mata kuliah ini, mahasiswa diharapkan dapat memahami dan mampu
menerapkan algoritme bioinformatika serta membuat aplikasinya untuk
memecahkan permasalahan dalam bidang bioinformatika, khususnya yang
terkait dengan analisis sekuen DNA dan protein.

B. Kompetensi Dasar
Mahasiswa dapat menyetahui istilah bioinformatika dan manfaat

bioinformatika dalam sains

C. Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan mampu :
e Dapat menguraikan pengertian bioinformatika

e Mengetahui perkembangan bioinformatika dalam dunia sains.

D. Kegiatan Pembelajaran
e Pembelajaran dilakukan dengan metoda presentasi dosen,
diskusi dan presentasi kelompok
e Mahasiswa memahami penjelasan dosen selama 30 menit
dan selanjutnya diajukan masalah ke setiap kelompok untuk

didiskusikan dan setiap kelompok presentasi di depan kelas
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Il.  MATERI
1.1. Pengertian Bioinformatika

Bioinformatika didefinisikan sebagai cabang komputasi dari biologi
molekuler yang merupakan teknologi pengumpulan, penyimpanan, analisa,
interpretasi, penyebaran, dan aplikasi dari informasi biologi. Bioinformatika
menggunakan program komputer maupun website untuk analisa data biologi
dan penyimpanan sejumlah data biologiyang dihasilkan oleh proyek genom.
Bioinformatika banyak berhubungan dengan sekuen nukleotida termasuk
desain primer, struktur, fungsi, pembandingan seluruh genom dan gen,
struktur tiga dimensi protein, dan manajemen data Melalui bioinformatik kita
juga dapat melakukan berbagai desain eksperimen untuk mengetahui
penyakit manusia dan pembuatan peta genom.

Bioinformatika "klasik"

Sebagian besar ahli Biologi mengistilahkan ‘mereka sedang melakukan
Bioinformatika’ ketika mereka sedang menggunakan komputer untuk
menyimpan, melihat atau mengambil data, menganalisa atau memprediksi
komposisi atau struktur dari biomolekul. Ketika kemampuan komputer
menjadi semakin tinggi maka proses yang dilakukan dalam bioinformatika
dapat ditambah dengan melakukan simulasi. Bagian yang termasuk dalam
biomolekul diantaranya adalah materi genetik dari manusia --asam nukleat--
dan produk dari gen manusia, yaitu protein. Hal-hal diataslah yang
merupakan bahasan utama dari Bioinformatika "klasik", terutama berurusan
dengan analisis sekuen (sequence analysis).

Definisi Bioinformatika menurut Fredj Tekaia dari Institut Pasteur
adalah: "metode matematika, statistik dan komputasi yang bertujuanuntuk
menyelesaikan masalah-masalah biologi dengan menggunakan sekuen DNA
dan asam amino dan informasi-informasi yang terkait dengannya.” Dari sudut
pandang Matematika, sebagian besar molekul biologi mempunyai sifat yang
menarik, yaitu molekul-molekul tersebut adalah polymer; rantai-rantai yang
tersusun rapi dari modul-modul molekul yang lebih sederhana, yang disebut
monomer. Monomer dapat dianalogikan sebagai bagian dari bangunan,
dimana meskipun bagian bagian tersebut berbeda warna dan bentuk, namun
semua memiliki ketebalan yang sama dan cara yang sama untuk

dihubungkan antara yang satu dengan yang lain.
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Monomer yang dapat dikombinasi dalam satu rantai ada dalam satu
kelas umum yang sama, namun tiap jenis monomer dalam kelas tersebut
mempunyai karakteristik masing-masing yang terdefinisi dengan baik.
Beberapa molekul-molekul monomer dapat digabungkan bersama
membentuk sebuah entitas yang berukuran lebih besar, yang disebut
macromolecule. Macromolecule dapat mempunyai informasi isi tertentu yang
menarik dan sifat-sifat kimia tertentu.

Berdasarkan skema di atas, monomer-monomer tertentu dalam
macromoleculedari DNA dapat diperlakukan secara komputasi sebagai huruf-
huruf dari alfabet, yang diletakkan dalam sebuah aturan yang telah diprogram
sebelumnya untuk membawa pesanatau melakukan kerja di dalam sel.
Proses yang diterangkan di atas terjadi pada tingkat molekul di dalam sel.
Salah satu cara untuk mempelajari proses tersebut selain dengan mengamati
dalam laboratorium biologi yang sangat khusus adalah dengan menggunakan

Bioinformatika sesuai dengan definisi "klasik" yang telah disebutkan di atas.

Bioinformatika "baru”

Salah satu pencapaian besar dalam metode Bioinformatika adalah
selesainya proyek pemetaan genom manusia (Human Genome Project).
Selesainya proyek raksasa tersebut menyebabkan bentuk dan prioritas dari
riset dan penerapan Bioinformatika berubah. Secara umum dapat dikatakan
bahwa proyek tersebut membawa perubahan besar pada sistem hidup kita,
sehingga sering disebutkan --terutama oleh ahli biologi bahwa kita saat ini
berada di masa pascagenom. Selesainya proyek pemetaan genom manusia
ini membawa beberapa perubahan bagi bioinformatika diantaranya: Setelah
memiliki beberapa genom yang utuh maka kita dapat mencari perbedaan dan
persamaan di antara gen-gen dari spesies yang berbeda. Dari studi
perbandingan antara gen-gen tersebut dapat ditarik kesimpulan tertentu
mengenai spesies-spesies dan secara umum mengenai evolusi. Jenis cabang
ilmu ini sering disebut sebagai perbandingan genom (comparative genomics).

Sekarang ada teknologi yang didisain untuk mengukur jumlah relatif
dari kopi/cetakan sebuah pesan genetik (level dari ekspresi genetik) pada
beberapa tingkatan yang berbeda pada perkembangan atau penyakit atau

pada jaringan yang berbeda. Teknologi tersebut, contohnya seperti DNA
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microarrays akan semakin penting. Akibat yang lain, secara langsung, adalah
cara dalam skala besar untuk mengidentifikasi fungsi-fungsi dan keterkaitan
dari gen (contohnya metode yeast twohybrid) akan semakin tumbuh secara
signifikan dan bersamanya akan mengikuti

Bioinformatika yang berkaitan langsung dengan kerja fungsi genom
(functional genomics). Akan ada perubahan besar dalam penekanan dari gen
itu sendiri ke hasil-hasil dari gen yang pada akhirnya akan menuntun ke
usaha untuk mengkatalogkan semuaaktivitas dan karakteristik interaksi
antara semua hasil-hasil dari gen (pada manusia) yang disebut proteomics;
usaha untuk mengkristalisasi dan memprediksikan struktur-struktur dari
semua protein (pada manusia) yang disebut structural genomics. Apa yang
disebut orang sebagai research informatics atau medical informatics,
manajemen dari semua data eksperimen biomedik yang berkaitan dengan
molekul atau pasien tertentu --mulai dari spektroskop massal, hingga ke efek
samping klinis akan berubah dari semula hanya merupakan kepentingan bagi
mereka yang bekerja di perusahaan obat-obatan dan bagian TI Rumah Sakit
akan menjadi jalur utama dari biologi molekul dan biologi sel, dan berubah
jalur dari komersial dan klinikal ke arah akademis. Dari uraian di atas terlihat
bahwa Bioinformatika sangat mempengaruhi kehidupan manusia, terutama
untuk mencapai kehidupan yang lebih baik. Penggunaan komputer yang
notabene merupakan salah satu keahlian utama dari orang yang bergerak
dalam TI merupakan salah satu unsur utama dalam Bioinformatika, baik
dalam Bioinformatika "klasik" maupun Bioinformatika "baru.

Sebelum era bioinformatika, terdapat hanya dua cara untuk melakukan
percobaan biologi yaitu percobaan dalam organisme hidup (in vivo) atau pada
lingkungan buatan (in vitro). Melalui bidang ilmu bioinformatika, kita dapat
melakukan percobaan biologi secara in silico. Kata silico berasal dari kata
lempengan (chip) silikon yang membentuk mikroprosessor komputer.
Bioinformatika menjadi salah satu plihan utama di masa mendatang
sebabmerupakan titik penting yang paling berkembang sekarang ini di bidang
biologi seperti menguraikan genom manusia, teknik pengesahan di bidang
biologi dan forensik berdasarkan informasi DNA, serta pengobatan

Saat ini bioinformatika sangat mudah dilakukan karena sudah bisa

diakses melalui system jaringan World Wide Web secara gratis di internet.
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Beberapa website yang penting antara lain adalah http://www.ebi.ac.uk dari
European Bioinformatics Institute (EBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov dari
National Center for Biotechnology Information (NCBI), serta
http://www.ddbj.nig.ac.jp dari DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Ketiga
website tersebut saling berintegrasi dalam menggabungkan, memaparkan,
maupun memperbaiki informasi tentang sekuen DNA atau protein dari suatu
organism. Secara garis besar, orang menggunakan bioinformatika untuk
menganalisa sekuen DNA melalui

Beberapa tahapan, antara lain yaitu:

1) Mencari sekuen DNA yang diinginkan secara tepat.

2) Membandingkan sekuen yang di dapat dengan yang tersedia

menggunakan BLAST

3) Melakukan analisis sekuen DNA dengan ClustalW.

4) Membangun pohon filogenetik.

Pada website NCBI dapat di akses program BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) yang merupakan program untuk menganalisa
kesamaan yang didisain dalam mengekplorasi semua database sekuen yang
diminta, baik berupa DNA maupun protein. Program ini juga dapat digunakan
untuk mendeteksi hubungan antara sekuen yang hanya berbagi daerah
tertentu yang memiliki kesamaan/daerah conserve dengan ClustalW Selain
website NCBI, software BIOEDIT juga bisa digunakan untuk melihat daerah

conserve dengan ClustalW (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.htmil.

1.2. Perkembangan Bioinformatika Dalam Dunia Sains

Perkembangan Penetrasi Teknologi Informasi (Tl) dalam berbagai
disiplin ilmu telah melipatgandakan perkembangan ilmu bersangkutan.
Berbagai kajian baru bermunculan, sejalan dengan perkembangan TI itu
sendiri dan disiplin ilmu yang didukungnya. Aplikasi Tl dalam bidang biologi
molekul telah melahirkan bidang Bioinformatika. Kajian ini semakin penting,
sebab perkembangannya telah mendorong kemajuan bioteknologi di satu sisi,
dan pada sisi lain memberi efek domino pada bidang kedokteran, farmasi,
lingkungan dan lainnya.

Kajian baru Bioinformatika ini tak lepas dari perkembangan biologi

molekul modern yang ditandai dengan kemampuan manusia untuk
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memahami genom, yaitu cetak biru informasi genetik yang menentukan sifat
setiap makhluk hidup yang disandi dalam bentuk pita molekul DNA (asam
deoksiribonukleat). Kemampuan untuk memahami dan memanipulasi kode
genetik DNA ini sangat didukung oleh Tl melalui perangkat perangkat keras
maupun lunak. Hal ini bisa dilihat pada upaya Celera Genomics, perusahaan
bioteknologi Amerika Serikat yang melakukan pembacaan sekuen genom
manusia yang secara maksimal memanfaatkan Tl sehingga bisa melakukan
pekerjaannya dalam waktu yang singkat (hanya beberapa tahun), dibanding
usaha konsorsium lembaga riset publik AS, Eropa, dan lain-lain, yang
memakan waktu lebih dari 10 tahun.

Kelahiran Bioinformatika modern tak lepas dari perkembangan
bioteknologi di era tahun 70-an, dimana seorang ilmuwan AS melakukan
inovasi dalam mengembangkan teknologi DNA rekombinan. Berkat
penemuan ini lahirlah perusahaan bioteknologi pertama di dunia, yaitu
Genentech di AS, yang kemudian memproduksi protein hormon insulin dalam
bakteri, yang dibutuhkan penderita diabetes. Selama ini insulin hanya bisa
didapatkan dalam jumlah sangat terbatas dari organ pankreas sapi.
Bioteknologi modern ditandai dengan kemampuan pada manipulasi DNA.
Rantai/sekuen DNA yang mengkode protein disebut gen. Gen
ditranskripsikan menjadi mRNA, kemudian mRNA ditranslasikan menjadi
protein. Protein sebagai produk akhir bertugas menunjang seluruh proses
kehidupan, antara lain sebagai katalis reaksi biokimia dalam tubuh (disebut
enzim), berperan serta dalam sistem pertahanan tubuh melawan virus, parasit
dan lain-lain (disebut antibodi), menyusun struktur tubuh dari ujung kaki (otot
terbentuk dari protein actin, myosin, dan sebagainya) sampai ujung rambut
(rambut tersusun dari protein keratin), dan lain-lain. Arus informasi, DNA ->
RNA -> Protein, inilah yang disebut sentral dogma dalam biologi molekul.

Sekuen DNA satu organisme, yaitu pada sejenis virus yang memiliki
kurang lebih 5.000 nukleotida/molekul DNA atau sekitar 11 gen, berhasil
dibaca secara menyeluruh pada tahun 1977. Sekuen seluruh DNA manusia
terdiri dari 3 milyar nukleotida yang menyusun 100.000 gen dapat dipetakan
dalam waktu 3 tahun. Saat ini terdapat milyaran data nukleotida yang
tersimpan dalam database DNA, GenBank di AS yang didirikan tahun 1982.

Di Indonesia, ada Lembaga Biologi Molekul Eijkman yang terletak di Jakarta.
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Di sini kita bisa membaca sekuen sekitar 500 nukleotida hanya dengan
membayar $15. Trend yang sama juga nampak pada database lain seperti
database sekuen asam amino penyusun protein, database struktur 3D
protein, dan sebagainya. Inovasi teknologi DNA chip yang dipelopori oleh
perusahaan bioteknologi AS, Affymetrix di Silicon Valley telah mendorong
munculnya database baru mengenai RNA. Desakan kebutuhan untuk
mengumpulkan, menyimpan dan menganalisa data-data biologis dari
database DNA, RNA maupun protein inilah yang semakin memacu
perkembangan kajian bioinformatika

Berikut ini adalah beberapa perkembangan bioinformatika dalam

dunia sains meliputi:

A. Bioinformatika dalam Bidang Klinis

Bioinformatika dalam bidang klinis sering disebut sebagai informatika
klinis (clinical informatics). Aplikasi dari informatika Klinis ini berbentuk
manajemen data-data klinis dari pasien melalui Electrical Medical Record
(EMR) yang dikembangkan oleh Clement J. McDonald dari Indiana University
School of Medicine pada tahun 1972. McDonald pertama Kali
mengaplikasikan EMR pada 33 orang pasien penyakit gula (diabetes).
Sekarang EMR ini telah diaplikasikan pada berbagai penyakit. Data yang
disimpan meliputi data analisa diagnosa laboratorium, hasil konsultasi dan
saran, foto rontgen, ukuran detak jantung, dan lain lain. Dengan data ini
dokter akan bisa menentukan obat yang sesuai dengan kondisi pasien
tertentu dan lebih jauh lagi, dengan dibacanya genom manusia, akan
memungkinkan untuk mengetahui penyakit genetik seseorang, sehingga
penanganan terhadap pasien menjadi lebih akurat.

B. Bioinformatika untuk ldentifikasi Agent Penyakit Baru

Bioinformatika juga menyediakan tool yang sangat penting untuk
identifikasi agent penyakit yang belum dikenal penyebabnya. Banyak sekali
penyakit baru yang muncul dalam dekade ini, dan diantaranya yang masih
hangat adalah SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome). Pada awalnya,
penyakit ini diperkirakan disebabkan oleh virus influenza karena gejalanya
mirip dengan gejala pengidap influenza. Akan tetapi ternyata dugaan ini salah

karena virus influenza tidak terisolasi dari pasien. Perkirakan lain penyakit ini
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disebabkan oleh bakteri Candida karena bakteri ini terisolasi dari beberapa
pasien. Tapi perkiraan ini juga salah. Akhirnya ditemukan bahwa dari
sebagian besar pasien SARS terisolasi virus Corona jika dilihat dari
morfologinya. Sekuen genom virus ini kemudian dibaca dan dari hasil analisa
dikonfirmasikan bahwa penyebab SARS adalah virus Corona yang telah
berubah (mutasi) dari virus Corona yang ada selama ini.

Kedua pada proses mencari kemiripan sekuen (homology alignment)
virus yang didapatkan dengan virus lainnya. Dari hasil analisa virus SARS
diketahui bahwa genom virus Corona penyebab SARS berbeda dengan virus
Corona lainnya. Perbedaan ini diketahui dengan menggunakan homology
alignment dari sekuen virus SARS. Selanjutnya, Bioinformatika juga berfungsi
untuk analisa posisi sejauh mana suatu virus berbeda dengan virus lainnya

C. Bioinformatika untuk Diagnosa Penyakit Baru

Untuk menangani penyakit baru diperlukan diagnosa yang akurat
sehingga dapat dibedakan dengan penyakit lain. Diagnosa yang akurat ini
sangat diperlukan untuk pemberian obat dan perawatan yang tepat bagi
pasien. Ada beberapa cara untuk mendiagnosa suatu penyakit, antara lain:
isolasi agent penyebab penyakit tersebut dan analisa morfologinya, deteksi
antibodi yang dihasilkan dari infeksi dengan teknik enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), dan deteksi gen dari agent pembawa penyakit
tersebut dengan Polymerase Chain Reaction (PCR).

Teknik yang banyak dan lazim dipakai saat ini adalah teknik PCR.
Teknik ini sederhana, praktis dan cepat. Yang penting dalam teknik PCR
adalah disain primer untuk amplifikasi DNA, yang memerlukan data sekuen
dari genom agent yang bersangkutan dan software seperti yang telah
diuraikan di atas. Disinilah Bioinformatika memainkan peranannya. Untuk
agent yang mempunyai genom RNA, harus dilakukan reverse transcription
(proses sintesa DNA dari RNA) terlebih dahulu dengan menggunakan enzim
reverse transcriptase. Setelah DNA diperoleh baru dilakukan PCR. Reverse
transcription dan PCR ini bisa dilakukan sekaligus dan biasanya dinamakan
RT-PCR.

Teknik PCR ini bersifat kualitatif, oleh sebab itu sejak beberapa tahun
yang lalu dikembangkan teknik lain, yaitu Real Time PCR yang bersifat

kuantitatif. Dari hasil Real Time PCR ini bisa ditentukan kuantitas suatu agent
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di dalam tubuh seseorang, sehingga bisa dievaluasi tingkat emergensinya.
Pada Real Time PCR ini selain primer diperlukan probe yang harus didisain
sesuai dengan sekuen agent yang bersangkutan. Di sini juga diperlukan
software atau program Bioinformatika.

D. Bioinformatika untuk Penemuan Obat

Cara untuk menemukan obat biasanya dilakukan dengan menemukan
zat/senyawa yang dapat menekan perkembangbiakan suatu agent penyebab
penyakit. Karena perkembangbiakan agent tersebut dipengaruhi oleh banyak
faktor, maka faktor-faktor inilah yang dijadikan target. Diantaranya adalah
enzim-enzim yang diperlukan untuk perkembangbiakan suatu agent Mula-
mula yang harus dilakukan adalah analisa struktur dan fungsi enzim-enzim
tersebut. Kemudian mencari atau mensintesa zat/senyawa yang dapat
menekan fungsi dari enzim-enzim tersebut.

Analisa struktur dan fungsi enzim ini dilakukan dengan cara mengganti
asam amino tertentu dan menguji efeknya. Analisa penggantian asam amino
ini dahulu dilakukan secara random sehingga memerlukan waktu yang lama.
Setelah Bioinformatika berkembang, data-data protein yang sudah dianalisa
bebas diakses oleh siapapun, baik data sekuen asam amino-nya seperti yang
ada di SWISS-PROT (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/) maupun struktur 3D-
nya yang tersedia di Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/).
Dengan database yang tersedia ini, enzim yang baru ditemukan dapat
dibandingkan sekuen asam amino-nya, sehingga bisa diperkirakan asam
amino yang berperan untuk aktivitas (active site) dan kestabilan enzim
tersebut. Setelah asam amino yang berperan sebagai active site dan
kestabilan enzim tersebut ditemukan, kemudian dicari atau disintesa senyawa
yang dapat berinteraksi dengan asam amino tersebut. Dengan data yang ada
di PDB, maka dapat dilihat struktur 3D suatu enzim termasuk active site-nya,
sehingga bisa diperkirakan bentuk senyawa yang akan berinteraksi dengan
active site tersebut. Dengan demikian, kita cukup mensintesa senyawa yang
diperkirakan akan berinteraksi, sehingga obat terhadap suatu penyakit akan
jauh lebih cepat ditemukan. Cara ini dinamakan “docking” dan telah banyak
digunakan oleh perusahaan farmasi untuk penemuan obat baru.

Meskipun dengan Bioinformatika ini dapat diperkirakan senyawa yang

berinteraksi dan menekan fungsi suatu enzim, namun hasilnya harus
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dikonfirmasi dahulu melalui eksperimen di laboratorium. Akan tetapi dengan
Bioinformatika, semua proses ini bisa dilakukan lebih cepat sehingga lebih

efisien baik dari segi waktu maupun finansial.

lll.  EVALUASI
A.Latihan
1) Jelaskan pengertian Bioinformatika ?
2) Jelaskan perbedaan antara Bioinformatika klasik dan Bioinformatika
baru ?
3) Jelaskan Perkembangan Bioinformatika dalam dunia sains?

4) Jelaskan kelemahan Bioinformatika dalam masing — masing didang ?

B.Tugas
1. Buatlah makalah tentang perkembangan bioinformatika dalam dunia
sains !

2. Presentasikan makalah tersebut oleh masing — masing kelompok !

C.Penilaian Tugas

2. Tugas dibuat di blog mahasiswa

3. Blog di link ke web hybrid learning.

4. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul

5. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas (Tanggal .

IV. DAFTAR PUSTAKA

Aprijani, DA. Elfaizi, MA. 2004. Bioinformatika : Perkembangan, Disiplin limu
dan Penerapannya di Indonesia, http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html.
per 6 Juli 2017

[UTAMA2003] Utama, Andi (2003), Peranan Bioinformatika dalam Dunia
Kedokteran, http://ikc.vism.org/populer/andi-bioinformatika.php

[BIOINFORMATICS2004] Biolnformatics.org: The Open-Access Institute,
http://bioinformatics.org per 20 Juni 2011
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BAB Il. RUANG LINGKUP BIOINFORMATIKA

|. Pendahuluan
A. Pengantar

Ruang lingkup Bioinformatika Dari pengertian Bioinformatika baik yang
klasik maupun baru, terlihat banyak terdapat cabang-cabang disiplin ilmu
yang terkait dengan Bioinformatika —terutama karena Bioinformatika itu
sendiri merupakan suatu bidang interdisipliner--. Hal tersebut menimbulkan
banyak pilihan bagi orang yang ingin mendalami Bioinformatika. Sehari-
harinya bionformatika dikerjakan dengan menggunakan program pencari
sekuen (sequence search) seperti BLAST, program analisa sekuen
(sequence analysis) seperti EMBOSS dan paket Staden, program prediksi
struktur seperti THREADER atau PHD atau program imaging/modelling
seperti RasMol dan WHATIF.

B. Kompetensi Dasar
Mahasiswa dapat mamahami dan menjelaskan ruang lingkup

bioinformatika serta perkembangannya di Indonesia.

C.Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan mampu :
¢ Memahami dan menjelaskan berbagai cabang ilmu
bioinformatika
¢ Memahami teknologi dan penerapan bioinformatika

e Menjelaskan perkembangan bioinformatika di Indonesia.

D. Kegiatan Pembelajaran
e Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning dan
project based learning
e Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi
dan mempresentasikan hasil literasinya
. MATERI
2.1 Cabang —cabang IImu yang Terkait dengan Bioinformatika
Pengertian Bioinformatika baik yang klasik maupun baru, terlihat

banyak terdapat cabang-cabang disiplin ilmu yang terkait dengan
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Bioinformatika —terutama karena Bioinformatika itu sendiri merupakan suatu
bidang interdisipliner--. Hal tersebut menimbulkan banyak pilihan bagi orang
yang ingin mendalami Bioinformatika. Dibawah ini akan disebutkan beberapa
bidang yang terkait dengan Bioinformatika.
2.1.1. Biophysics

Biologi molekul sendiri merupakan pengembangan yang lahir dari
biophysics. Biophysics adalah sebuah bidang interdisipliner yang
mengaplikasikan teknik-teknik dari ilmu Fisika untuk memahami struktur dan
fungsi biologi (British Biophysical Society). Sesuai dengan definisi di atas,
bidang ini merupakan suatu bidang yang luas. Namun secara langsung
disiplin ilmu ini terkait dengan Bioinformatika karena penggunaan teknik-
teknik dari ilmu Fisika untuk memahami struktur membutuhkan penggunaan
TI.
2.1.2. Computational Biology

Computational biology merupakan bagian dari Bioinformatika (dalam
arti yang paling luas) yang paling dekat dengan bidang Biologi umum klasik.
Fokus dari computational biology adalah gerak evolusi, populasi, dan biologi
teoritis daripada biomedis dalam molekul dan sel. Tak dapat dielakkan bahwa
Biologi Molekul cukup penting dalam computational biology, namun itu
bukanlah inti dari disiplin ilmu ini. Pada penerapan computational biology,
model-model statistika untuk fenomena biologi lebih disukai dipakai
dibandingkan dengan model sebenarnya. Dalam beberapa hal cara tersebut
cukup baik mengingat pada kasus tertentu eksperimen langsung pada
fenomena biologi cukup sulit. Tidak semua dari computational biology
merupakan Bioinformatika, seperti contohnya Model Matematika bukan
merupakan Bioinformatika, bahkan meskipun dikaitkan dengan masalah
biologi.
2.1.3. Medical Informatics

Menurut Aamir Zakaria Pengertian dari medical informatics adalah
"sebuah disiplin ilmu yang baru yang didefinisikan sebagai pembelajaran,
penemuan, dan implementasi dari struktur dan algoritma untuk meningkatkan
komunikasi, pengertian dan manajemen informasi medis.” Medical informatics
lebih memperhatikan struktur dan algoritma untuk pengolahan data medis,

dibandingkan dengan data itu sendiri. Disiplin ilmu ini, untuk alasan praktis,
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kemungkinan besar berkaitan dengan data-data yang didapatkan pada level
biologi yang lebih "rumit" --yaitu informasi dari sistem-sistem superselular,
tepat pada level populasi—di mana sebagian besar dari Bioinformatika lebih
memperhatikan nformasi dari sistem dan struktur biomolekul dan selular.
2.1.4. Cheminformatics

Cheminformatics adalah kombinasi dari sintesis kimia, penyaringan
biologis, dan pendekatan data-mining yang digunakan untuk penemuan dan
pengembangan obat (Cambridge Healthech Institute's Sixth Annual
Cheminformatics conference). Pengertian disiplin ilmu yang disebutkan di
atas lebih merupakan identifikasi dari salah satu aktivitas yang paling populer
dibandingkan dengan berbagai bidang studi yang mungkin ada di bawah
bidang ini. Salah satu contoh penemuan obat yang paling sukses sepanjang
sejarah adalah penisilin, dapat menggambarkan cara untuk menemukan dan
mengembangkan obatobatan hingga sekarang --meskipun terlihat aneh--.
Cara untuk menemukan dan mengembangkan obat adalah hasil dari
kesempatan, observasi, dan banyak proses kimia yang intensif dan lambat.
Sampai beberapa waktu yang lalu, disain obat dianggap harus selalu
menggunakan kerja yang intensif, proses uji dan gagal (trial-error process).

Kemungkinan penggunaan Tl untuk merencanakan secara cerdas dan
dengan mengotomatiskan proses-proses yang terkait dengan sintesis kimiawi
dari komponen-komponen pengobatan merupakan suatu prospek yang
sangat menarik bagi ahli kimia dan ahli biokimia. Penghargaan untuk
menghasilkan obat yang dapat dipasarkan secara lebih cepat sangatlah
besar, sehingga target inilah yang merupakan inti daricheminformatics. Ruang
lingkup akademis dari cheminformatics ini sangat luas. Contoh bidang
minatnya antara lain: Synthesis Planning, Reaction and Structure Retrieval, 3-
D Structure Retrieval, Modelling, Computational Chemistry, Visualisation
Tools and Utilities.

2.1.5. Genomics
Genomics adalah bidang ilmu yang ada sebelum selesainya sekuen
genom. Genomics adalah setiap wusaha untuk menganalisa atau

membandingkan seluruh komplemen genetik dari satu spesies atau lebih.
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Secara logis tentu saja mungkin untuk membandingkan genom-genom
dengan membandingkan kurang lebih suatu himpunan bagian dari gen di
dalam genom yang representatif.
2.1.6. Mathematical Biology

Mathematical biology lebih mudah dibedakan dengan Bioinformatika
daripada computational biology dengan Bioinformatika. Mathematical biology
juga menangani masalah-masalah biologi, namun metode yang digunakan
untuk menangani masalah tersebut tidak perlu secara numerik dan tidak perlu
diimplementasikan dalam software maupun hardware. Bahkan metode yang
dipakai tidak perlu "menyelesaikan” masalah apapun; dalam mathematical
biology bisa dianggap beralasan untuk mempublikasikan sebuah hasil yang
hanya menyatakan bahwa suatu masalah biologi berada pada kelas umum
tertentu. Secara umum mathematical biology melingkupi semua ketertarikan
teoritis yang tidak perlu merupakan sesuatu yang beralgoritma, dan tidak
perlu dalam bentuk molekul, dan tidak perlu berguna dalam menganalisis
data yang terkumpul.
2.1.7. Proteomics

Istilah proteomics pertama kali digunakan untuk menggambarkan
himpunan dari protein-protein yang tersusun (encoded) oleh genom. limu
yang mempelajari proteome, yang disebut proteomics, pada saat ini tidak
hanya memperhatikan semua protein di dalam sel yang diberikan, tetapi juga
himpunan dari semua bentuk isoform dan modifikasi dari semua protein,
interaksi diantaranya, deskripsi struktural dari protein —protein dan kompleks-
kompleks orde tingkat tinggi dari protein, dan mengenai masalah tersebut
hampir semua pasca genom. Michael J. Dunn Pemimpin Redaksi dari
Proteomics mendefiniskan kata "proteome" sebagai: "The PROTEIn
complement of the genOME". Dan mendefinisikan proteomics berkaitan
dengan: "studi kuantitatif dan kualitatif dari ekspresi gen di level dari protein-
protein fungsional itu sendiri". Yaitu: "sebuah antarmuka antara biokimia
protein dengan biologi molekul". Mengkarakterisasi sebanyak puluhan ribu
protein-protein yang dinyatakan dalam sebuah tipe sel yang diberikan pada
waktu tertentu --apakah untuk mengukur berat molekul atau nilai-nilai

isoelektrik protein-protein tersebut-- melibatkan tempat penyimpanan dan
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perbandingan dari data yang memiliki jumlah yang sangat besar, tak
terhindarkan lagi akan memerlukan Bioinformatika.
2.1.8. Pharmacogenomics

Pharmacogenomics adalah aplikasi dari pendekatan genomik dan
teknologi pada identifikasi dari target-target obat. Contohnya meliputi
menjaring semua genom untuk penerima yang potensial dengan
menggunakan cara Bioinformatika, atau dengan menyelidiki bentuk pola dari
ekspresi gen di dalam baik patogen maupun induk selama terjadinya infeksi,
atau maupun dengan memeriksa karakteristik pola-pola ekspresi yang
ditemukan dalam tumor atau contoh dari pasien untuk kepentingan diagnosa
(kemungkinan untuk mengejar target potensial terapi kanker). Istilah
pharmacogenomics digunakan lebih untuk urusan yang lebih "trivial" -- tetapi
dapat diargumentasikan lebih berguna-- dari aplikasi pendekatan
Bioinformatika pada pengkatalogan dan pemrosesan informasi yang berkaitan
dengan ilmu Farmasi dan Genetika, untuk contohnya adalah pengumpulan
informasi pasien dalam database.
2.1.9. Pharmacogenetics

Tiap individu mempunyai respon yang berbeda-beda terhadap
berbagai pengaruh obat; sebagian ada yang positif, sebagian ada yang
sedikit perubahan yang tampak pada kondisi mereka dan ada juga yang
mendapatkan efek samping atau reaksi alergi. Sebagian dari reaksi-reaksi ini
diketahui mempunyai dasar genetik. Pharmacogenetics adalah bagian dari
pharmacogenomics yang menggunakan metode genomik/Bioinformatika
untuk mengidentifikasi hubungan-hubungan genomik, contohnya SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms), karakteristik dari profil respons pasien tertentu
dan menggunakan informasi-informasi tersebut untuk memberitahu
administrasi dan pengembangan terapi pengobatan. Secara menakjubkan
pendekatan tersebut telah digunakan untuk "menghidupkan kembali* obat-
obatan yang sebelumnya dianggap tidak efektif, namun ternyata diketahui
manjur pada sekelompok pasien tertentu. Disiplin ilmu ini juga dapat
digunakan untuk mengoptimalkan dosis kemoterapi pada pasien-pasien
tertentu.

Gambaran dari sebagian bidang-bidang yang terkait dengan

Bioinformatika di atas memperlihatkan bahwa Bioinformatika mempunyai

19/ 86



ruang lingkup yang sangat luas dan mempunyai peran yang sangat besar
dalam bidangnya. Bahkan pada bidang pelayanan kesehatan Bioinformatika
menimbulkan disiplin ilmu baru yang menyebabkan peningkatan pelayanan
kesehatan

2.2. Teknologi dan Penerapan Bioinformatika

Teknologi Bioinformatika secara umum pada saat ini banyak pekerjaan
Bioinformatika berkaitan dengan teknologi database. Penggunaan database
ini meliputi baik tempat penyimpanan database "umum" seperti GenBank atau
PDB maupun database "pribadi”, seperti yang digunakan oleh grup riset yang
terlibat dalam proyek pemetaan gen atau database yang dimiliki oleh
perusahaan-perusahaan bioteknologi. Konsumen dari data Bioinformatika
menggunakan platform jenis komputer dalam kisaran: mulai dari mesin UNIX
yang lebih canggih dan kuat yang dimiliki oleh pengembang dan kolektor
hingga ke mesin Mac yang lebih bersahabat yang sering ditemukan
menempati laboratorium ahli biologi yang tidak suka komputer.

Database dari sekuen data yang ada dapat digunakan untuk
mengidentifikasi homolog pada molekul baru yang telah dikuatkan dan
disekuenkan di laboratorium. Dari satu nenek moyang mempunyai sifat-sifat
yang sama, atau homology, dapat menjadi indikator yang sangat kuat di
dalam Bioinformatika. Setelah informasi dari database diperoleh, langkah
berikutnya adalah menganalisa data. Pencarian database umumnya
berdasarkan pada hasil alignment / pensejajaran sekuen, baik sekuen DNA
maupun protein. Kegunaan dari pencarian ini adalah ketika mendapatkan
suatu sekuen DNA/protein yang belum diketahui fungsinya maka dengan
membandingkannya dengan yang ada dalam database bisa diperkirakan
fungsi daripadanya. Salah satu perangkat lunak pencari database yang paling
berhasil dan bisa dikatakan menjadi standar sekarang adalah BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) yang merupakan program pencarian kesamaan
yang didisain untuk mengeksplorasi semua database sekuen yang diminta,
baik itu berupa DNA atau protein. Program BLAST juga dapat digunakan
untuk mendeteksi hubungan di antara sekuen yang hanya berbagi daerah
tertentu yang memiliki kesamaan.

Di bawah ini diberikan contoh beberapa alamat situs yang berguna

untuk bidang biologi molekul dan genetika
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Tabel 1. Beberapa situs yang digunakan dalam bidang bioinformatika

Deskripsi Alamat

National Center for http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Biotechnology Information

GenBank (NIH Genetic Sequence http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Genb
Database)

ank/index/html

European Molecular Biology http://www.ebi.ac.uk/ebi_docs/embl_db.
Laboratory Nucleotide Sequence h
tml

Protein Information Resource http://www.nbrf.georgetown.edu/pir
Protein Data Bank http://www.pdb.bnl.gov/
Restriction Enzyme Database http://www.neb.com/rebase/rebase.html
National Center for Genome http://www.ncgr.org/gpi/
Research (NCGR)
GeneMark http://www.dixie.biology.gatech.edu/Ge

neMark/eukhmm.cgi
Biotechnology Industry http://www.bio.org

Organization (BIO)

2.3. Kondisi dan Penerapan Bioinformatika di Indonesia

Di Indonesia, Bioinformatika masih belum dikenal oleh masyarakat
luas. Hal ini dapat dimaklumi karena penggunaan komputer sebagai alat
bantu belum merupakan budaya. Bahkan di kalangan peneliti sendiri,
barangkali hanya para peneliti biologi molekul yang sedikit banyak mengikuti
perkembangannya karena keharusan menggunakan perangkat-perangkat
Bioinformatika untuk analisa data. Sementara di kalangan Tl masih kurang
mendapat perhatian.

Ketersediaan database dasar (DNA, protein) yang bersifat
terbuka/gratis merupakan peluang besar untuk menggali informasi berharga
daripadanya. Database genom manusia sudah disepakati akan bersifat
terbuka untuk seluruh kalangan, sehingga dapat digali/diketahui kandidat-
kandidat gen yang memiliki potensi kedokteran/farmasi. Dari sinilah Indonesia
dapat ikut berperan mengembangkan Bioinformatika. Kerjasama antara
peneliti bioteknologi yang memahami makna biologis data tersebut dengan
praktisi Tl seperti programmer, dan sebagainya akan sangat berperan dalam

kemajuan Bioinformatika Indonesia nantinya.
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Sebagai kajian yang masih baru, Indonesia seharusnya berperan aktif
dalam mengembangkan Bioinformatika ini. Paling tidak, sebagai tempat
tinggal lebih dari 300 suku bangsa yang berbeda akan menjadi sumber
genom, karena besarnya variasi
genetiknya. Belum lagi variasi species flora maupun fauna yang berlimpabh.
Memang ada sejumlah pakar yang telah mengikuti perkembangan
Bioinformatika ini, misalnya para peneliti dalam Lembaga Biologi Molekul
Eijkman. Mereka cukup berperan aktif dalam memanfaatkan kajian
Bioinformatika. Bahkan, lembaga ini telah memberikan beberapa sumbangan
cukup berarti, antara lain:

2.3.1. Deteksi Kelainan Janin

Lembaga Biologi Molekul Eijkman bekerja sama dengan Bagian
Obstetri dan
Ginekologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dan Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo sejak November 2001 mengembangkan klinik genetik untuk
mendeteksi secara dini sejumlah penyakit genetik yang menimbulkan
gangguan pertumbuhan fisik maupun retardasi mental seperti antara lain,
talasemia dan sindroma down. Kelainan ini bisa diperiksa sejak janin masih
berusia beberapa minggu. Talasemia adalah penyakit keturunan di mana
tubuh kekurangan salah satu zat pembentuk hemoglobin (Hb) sehingga
mengalami anemia berat dan perlu transfusi darah seumur hidup. Sedangkan
sindroma down adalah kelebihan jumlah untaian di kromosom 21 sehingga
anak tumbuh dengan retardasi mental, kelainan jantung, pendengaran dan
penglihatan buruk, otot lemah serta kecenderungan menderita kanker sel
darah putih (leukemia).

Dengan mengetahui sejak dini, pasangan yang hendak menikah, atau
pasangan
yang salah satunya membawa kelainan kromosom, atau pasangan yang
mempunyai anak yang menderita kelainan kromosom, atau penderita
kelainan kromosom yang sedang hamil, atau ibu yang hamil di usia tua bisa
memeriksakan diri dan janin untuk
memastikan apakah janin yang dikandung akan menderita kelainan
kromosom atau tidak, sehingga mempunyai kesempatan untuk

mempertimbangkan apakah kehamilan akan diteruskan atau tidak setelah
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mendapat konseling genetik tentang berbagai kemungkinan yang akan
terjadi.

Di bidang talasemia, Eijkman telah memiliki katalog 20 mutasi yang
mendasari talasemia beta di Indonesia, 10 di antaranya sering terjadi.
Lembaga ini juga mempunyai informasi cukup mengenai spektrum mutasi di
berbagai suku bangsa yang sangat bervariasi. Talasemia merupakan
penyakit genetik terbanyak di dunia termasuk di Indonesia.

2.3.2. Pengembangan Vaksin Hepatitis B Rekombinan

Lembaga Biologi Molekul Eijkman bekerja sama dengan PT Bio Farma
(BUMN Departemen Kesehatan yang memproduksi vaksin) sejak tahun 1999
mengembangkan vaksin Hepatitis B rekombinan, yaitu vaksin yang dibuat
lewat rekayasa genetika. Selain itu Lembaga Eijkman juga bekerja sama
dengan PT Diagnosia Dipobiotek untuk mengembangkan kit diagnostik.

2.3.3. Meringankan Kelumpuhan dengan Rekayasa RNA

Kasus kelumpuhan distrofi (Duchenne Muscular Dystrophy) yang
menurun kini dapat dikurangi tingkat keparahannya dengan terapi gen.
Kelumpuhan ini akibat
ketidaknormalan gen distrofin pada kromosom X sehingga hanya diderita
anak laki-laki. Diperkirakan satu dari 3.500 pria di dunia mengalami kelainan
ini. Dengan memperbaiki susunan ekson atau bagian penyusun RNA gen
tersebut pada hewan percobaan tikus, terbukti mengurangi tingkat
kelumpuhan saat pertumbuhannya menjadi dewasa.

Gen distrofin pada kasus kelumpuhan paling sering disebabkan oleh
delesi atau hilangnya beberapa ekson pada gen tersebut. Normalnya pada
gen atau DNA distrofin terdapat 78 ekson. Diperkirakan 65 persen pasien
penderita DMD mengalami delesi dalam jumlah besar dalam gen distrofinnya.
Kasus kelumpuhan ini dimulai pada otot prosima seperti pangkal paha dan
betis. Dengan bertambahnya usia kelumpuhan akan meluas pada bagian otot
lainnya hingga ke leher. Karena itu dalam kasus kelumpuhan yang berlanjut
dapat berakibat kematian.

Teknologi rekayasa RNA seperti proses penyambungan (slicing) ekson
dalam satu rangkaian terbukti dapat mengoreksi mutasi DMD. Bila bagian

ekson yang masih ada disambung atau disusun ulang, terjadi perubahan
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asam amino yang membentuk protein. Molekul RNA mampu mengenali

molekul RNA lainnya dan melekat dengannya.

lll. EVALUASI BELAJAR
a. Latihan
e Jelaskan tentang ruang lingkup Bioinformatika
e Jelaskan Bidang - bidang ilmu yang terkait dengan bidang
bioinformatika
e Menurut pengetahuan saudara, bagaimana perkembangan dan
penerapan bioinformatika di Indonesia
e Tuliskan minimal 5 situs yang sering digunakan dalam analisis data
dalam Bioinformatika
b. Tugas
e Buatlah makalah tentang Ruang lingkup bioinformatika serta
perkembangan bioinformatika di Indonesia
Penilaian Tugas
1. Tugas dibuat di blog mahasiswa
2. Blog di link ke web hybrid learning.
3. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul

4. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas (Tanggal ...)

IV. DAFTAR PUSTAKA

Aprijani, DA. Elfaizi, MA. 2004. Bioinformatika : Perkembangan, Disiplin limu
dan Penerapannya di Indonesia, http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html.
per 6 Juli 2017

[UTAMA2003] Utama, Andi (2003), Peranan Bioinformatika dalam Dunia
Kedokteran, http://ikc.vism.org/populer/andi-bioinformatika.php

[BIOINFORMATICS2004] Biolnformatics.org: The Open-Access Institute,
http://bioinformatics.org per 20 Juni 2017
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BAB Ill. BIOINFORMATIKA DNA

. PENDAHULUAN
A. Pengantar

Bioinformatika ilmu yang mempelajari penerapan teknik komutasional
untuk mengelola dan menganalisis informasi biologis. Analisis bioinformatika
tidak terlepas penggunaan sekuens DNA asam amino serta informasi yang
berkaitan dengan analisis. Contohnya topik utama yang meliputi basis data
untuk mengelola informasi biologis, penyejajaran sekuens (sequens
alignment), prediksi struktur untuk meramalkan bentuk struktur protein
maupun struktur sekunder RNA, analisis filogenetik dan analisis ekspresi
gen. Semua makhluk hidup memiliki materi genetik untuk mempertahankan
kelangsungan struktur, sifat, fungsi dan aktivitas-aktivitas kimia dalam selnya.
DNA merupakan salah satu jenis asam nukleat yang berperan sebagai materi
genetik yang menurunkan sifat tertentu dari satu generasi ke generasi
turunannya. Materi ini mengarahkan pembentukan protein dan RNA tertentu
yang penting dalam sel makhluk hidup. DNA juga mengatur pertumbuhan dan
pembelahan sel, termasuk informasi untuk diferensiasi sel sehingga terbentuk
tumbuhan, hewan, manusia dan mikroorganisme lainnya. Begitu pentingnya
DNA ini sehingga disebut sebagai molekul utama kehidupan. DNA berfungsi
untuk menyimpan informasi genetik secara lengkap yang diperlukan untuk
mencirikan struktur semua protein dan RNA tiap-tiap spesies organisme,
untuk membuat program pada saat yang tepat dan menempatkan biosintesis
sel dan jaringan secara teratur, untuk menentukan aktivitas organisme
sepanjang siklus hidupnya, dan untuk menentukan kekhususan organisme

tertentu.

B. Kompetensi Dasar
Memiliki kemampuan dalam memahami stuktur DNA sebagai materi
genetik analisis Paternitas dan maternitas terhadap individu serta DNA 16S

dan 18S sebagai identifikasi organisme.

C. Kemampuan Akhir yang Diharapkan

Mahasiswa diharapkan :
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a. Mampu mendefinisikan komponen struktur DNA dan RNA
b. Mampu melakukan Identifikasi organisme secara

molekuler

D. Kegiatan Pembelajaran
1. Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning Small
grup discussion dan Presentasi
2. Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi dan

mempresentasikan hasil literasinya

. MATERI
A. DNA Sebangai Material Genetik

Rantai DNA adalah sebuah polimer panjang, tak bercabang, yang
hanya tersusun dari empat macam subunit. Subunit — subunit ini adalah
deoksiribonukleotid yang mengandung basa — basa adenine (A), sitonin (C),
guanin (G), dan timin (T). Nukleotid — nukleotid itu saling dirangkaikan dengan
ikatan ikatan fosfodiester kovalen yang menghubungkan karbon 5’ pada
sebuah gugus deoksiribosa dengan karbon 3’ pada gugus berikutnya.
Keempat macam basa tadi tersambung ke rantai gula —fosfat yang hampir
seperti empat macam manik- manik yang menjadi sebuah kalung (Gambar 1).
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Gambar 2. Sruktur DNA
Terdapat tiga hal penting pada struktur DNA dari hasil analisa kimia
1. DNA mengandung sejumlah basa purin dan pirimidin yang sama dalam
heliks ganda.

2. Terdapat kesetimbangan antara jumlah adenin dengan timin, dan
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guanin dengan sitosin (A=T dan G=C).

3. Perbandingan antara (A+T) dengan (G+C) dapat bervariasi, tetapi
mempunyai nilai yang tetap pada masing-masing spesies

DNA tersusun atas 3 komponen utama yaitu gula deoksiribosa, basa
nitrogen, dan phospat. DNA yang menyusun kromosom ini merupakan
nukleotida rangkap yang tersusun heliks ganda, dimana basa nitrogen dan
kedua benang polinukleotida saling berpasangan dalam pasangan yang tetap
melalui ikatan hidrogen dan antara nukleotida yang satu dengan nukleotida
yang lain dihubungkan dengan ikatan fosfat. Ikatan-ikatan fosfat itu sangat
kuat dan dikenal sebagai ikatan ikatan ester kovalen, atau ikatan fosfodiester.
Residu fosfat (PO*) sepanjang rantai ini bersifat asam, sehingga diberi nama
asam nukleat.

Bioinformatika DNA merupakan kajian bioinformatika yang menjadi
sangat penting dalam analisis suatu data sekuensing. Aplikasi ini merupakan
alat komputasi dan analisa untuk menangkap dan menginterpretasikan data-
data biologi molekul. Biologi molekuler sendiri juga merupakan bidang
interdisipliner, mempelajari kehidupan dalam level molekul. Mula-mula bidang
kajian ini muncul atas inisiatif para ahli biologi molekul dan ahli statistik,
berdasarkan pola pikir bahwa semua gejala yang ada di alam ini bisa dibuat
secara artificial melalui simulasi dari data-data yang ada. Pada bidang
Bioinformatika, data-data atau tindak-tanduk gejala genetika menjadi inti
pembentukan simulasi. Pada saat ini, Bioinformatika ini mempunyai peranan
yang sangat penting, diantaranya adalah untuk manajemen data-data biologi
molekul, terutama sekuen DNA dan informasi genetika. Perangkat utama

Bioinformatika adalah software dan didukung oleh kesediaan internet

B. Identifikasi Manusia berdasarkan short Tandem Repeats (STR )DNA
Genom manusia terdiri dari untaian unit DNA berulang dalam berbagai
ukuran yang terpola. Rasio DNA dengan pengulangan unit pendek (2 -6 bp) di
sebut dengan Short Tandem Repeats (STR). Seorang individu mewarisi satu
salinan STR masing — masing dari orang tuanya. Pengulangan unit STR DNA
menjadi marka polimorfisme yang memiki variasi yang sangat tinggi dalam
kelompok individu, sehingga marka STR sangat efektif digunakan untuk

identifikasi manusia.
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Gambar 3 Marka STR 13 CODIS loki inti pada kromosom manusia. Kit
Identifiler AmpFISTR menambahkan dua marka pada
kromosom 2 dan 19

Semangkin kecil ukuran alel STR maka marka STR tersebut menjadi
lebih baik untuk aplikasi forensik. Mengungat didalam forensik DNA seringkali
dalam keadaan terdegradasi. Selain itu alel STR menjadi lebih mudah
dipisahkan dari lokasi kromosomal lainnya untuk menghindari terpilihnya loki
yang berdekatan yang dapat menggangu pola distribusi acak populasi yang
sangat penting untuk di analisis statistik. Alel STR juga memiliki tingkat mutasi
yang lebih rendah, sehingga data yang diperoleh juga semakin stabil dan
dapat diprediksi. Berdasarkan karakternya yang unit tersebut, maka STR
DNA menjadi alat dengan keakuratan yang tinggi di dalam upaya identifikasi
individu pada kasus — kasus forensik. STR DNA dapat digunakan untuk
identifikasi korban kecelakaan, pelaku kriminal, penelusuran jejak maupun
orang hilang

Marka STR DNA yang digunakan adalah Combined DNA index system
(CODIS) pada 16 loki yaitu CFIPO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D16S539, D18S51, D21S11, D195S433, dan
D2S1338 serta amelogenin untuk jenis kelamin. Codis ini dikeluarkan oleh
laboratorium FBI dan telah menjadi standar internasional untuk identifikasi

Individu.
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Pemeriksaan biologis berbasis STR maka profi DNA individu dapat
diinterpretasikan secara lengkap dan jelas. STR adalah loki DNA yang
tersusun atas pengulangan 2 - 6 basa. Dalam genom manusia dapat
ditemukan pengulangan basa yang bervariasi jumlah dan jenisnya. Identifikasi
DNA dengan penanda loki STR merupakan salahsatu prosedur tes DNA ynag
sangat sensitif karena penanda STR memiliki tingkat variasi yang tinggi baik
antar loki STR maupun antar individu. Proses pemeriksaan STR terhadap
barang bukti biologis menggunakan metode PCR dan capilary electropheresis
(CE). CE dapat digunakan untuk memisahkan ion — ion spesies melalui
muatan listriknya dan indentifikasi STR dari satu loki digunakan perangkat
AmpF/STR identifiler.

Hasil dari proses identifikasi terhadap barang bukti biologis disebut
dengan elektrophoregram. Berupa print out yang terdiri dari 16 loki berupa
sinyal elektroforegram. Enam belas loki tersebut adalah D8s1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA dan sebuah loki menentukan
jenis kelamin. XX untuk wanita dan XY untuk pria. Alel sinyal yang
digambarkan pada setiap lokus merupakan deskripsi dari profil DNA individu
bersangkutan. Setiap lokus memiliki sepasang alel yang diwarisi dari ayah

dan ibu biologisnya.

C. Tes Paternitas dan Matesnitas DNA dengan software Bioinformatika

Setiap anak akan menerima satu alel kromosom dari ayah dan satu alel
kromosom dari ibu. Dengan perkembangan teknologi, pemeriksaan DNA
dapat digunakan untuk mengintifikasi dan membedakan individu yang satu
dengan individu yang lain.

Tes paternitas adalah tes DNA unguk menetukan apakah seorang pria
aadalah ayah biologis dari seorang anak. Tes paterniats membandingkan
pola DNA anak dengan terduga ayah untuk memeriksa bukti pewarisan DNA
yang menunjukkan kepastian adanya hubungan biologis dengan
menggunakan DNA inti

Tes maternitas adalah tes DNA untuk menentukan apakah seorang
wanita adalah ibu biologis dari seorang anak. Seperti pada tes paternitas, tes

ini membandingkan pola DNA akan dengan terduga ibu untuk menentukan
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kecocokan DNA anak yang diwariskan dari terduga ibu menggunakan DNA
mitikondria. Umumnya tes maternitas dilakukan untuk kasus, seperti kasus
dugaan tertukarnya bayi, kasus bayi tabung, kasus anak angkat danlain
sebagainya.

Setiap orang memiliki DNA yang unik. DNA adalah materi genetik yang
membawa informasi yang dapat diturunkan. Di dalam sel manusia DNA dapat
ditemukan di dalam inti sel dan di dalam mitokondria. Di dalam inti sel, DNA
membentuk satu kesatuan untaian yang disebut kromosom. Setiap sel
manusia yang normal memiliki 46 kromosom yang terdiri dari 22 pasang
kromosom somatik dan 1 pasang kromosom sex (XX atau XY). DNA
Mitokondria — Tes mtDNA penurunan maternal

Dalam tes paternitas dan tes maternitas bepan bioinformatika sangat
berperan dalam memberikan hasil yang akurat. Dalam analisis sekuens
genetik yang dihasilkan, data diolah berdasarkan sofware bioinformatika.
dengan analisis DNA, tes paternitas dapat dilakukan sebelum anak dilahirkan
(prenatal). Tes DNA dapat dilakukan dengan sampel dari jaringan janin
(Chorionic Villi Sample, CVS) umumnya pada umur kehamilan 10-13 minggu,
atau dengan cara amniosentesis pada umur kehamilan 14-24 minggu. Untuk
pengambilan  jaringan  janin ini harus  dilakukan  oleh  ahli
kebidanan/kandungan. Ibu yang ingin melakukan tes DNA prenatal harus
berkonsultasi dengan ahli kebidanan/kandungan.

Tes DNA adalah 100% akurat bila dikerjakan dengan benar. Tes DNA
ini memberikan hasil lebih dari 99.99% probabilitas paternitas bila DNA
terduga ayah dan DNA anak cocok (matched). Apabila DNA terduga ayah
dan anak tidak cocok (mismatched) maka terduga ayah yang di tes 100%
bukanlah merupakan ayah biologis anak tersebut. Konfirmasi dilakukan

dengan mengulang tes terhadap terduga ayah

D. lIdentifikasi organisme berdasarkan specifik gene Inditified
1. Gene 16S rRNA
Studi keanekaragaman genetik pada prinsipnya bertujuan untuk
mengkaji komposisi genetik individu di dalam atau antar populasi dan untuk
mengetahui faktor-faktor yang menyebabkan terjadinya modulasi atau

dinamika keanekaragaman genetik dari populasi tersebut. Secara umum
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keanekaragaman genetik pada suatu populasi dapat terjadi karena gen
mengalami mutasi, rekombinasi, dan perpindahan sekelompok populasi dari
suatu tempat ke tempat yang lain.

Metode identifikasi bakteri yang banyak direkomendasikan adalah
analisa genotip bakteri melalui pembacaan sekuen basa nitrogen pada
nukleotida penyusun fragmen gen 16S rDNA bakteri. Dinilai dari beberapa
pertimbangan, metode ini dinilai lebih baik dibandingkan dengan metode
analisa fenotipik. Pertimbangan yang pertama adalah gen 16S rDNA dari
hampir seluruh spesies bakteri telah ditentukan urutan basa nitrogennya
sehingga dapat dijadikan pedoman jika ditemukan spesies Baru.
Pertimbangan yang kedua adalah urutan basa nitrogen gen 16S rDNA
memiliki keragaman intraspesifik yang lebih rendah dibandingkan gen
pengkode protein yang lain, serta sifat dari fragmen 16S rDNA yang lestari
Struktur dan komponen penyusun ribosom pada organisme prokariotik dan
eukariotik Diantara komponen-komponen penyusun ribosom tersebut, rRNA-
lah yang menarik perhatian Woese, karena memiliki area konservatif, yakni
area yang tidak mengalami perubahan banyak selama proses evolusi. Area
konservatif bermanfaat menunjukkan kekerabatan dan perjalanan evolusi

untuk mengkonstruksi pohon kehidupan (Gambar 3)
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Gambar 4. Daerah lestari pada gen 16S rRNA
Gen 16S rDNA merupakan konponen penting dalan sel dan sangat
menguntungkan di dalam analisis filogenik, karena terdiri daerah—daerah
yang dikonversi sehingga mutasi akan terbatas, studi sistematika bakteri pada

tingkat bakteri, genus, spesies, ataupun subspesies. Pada organisme
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prokariotik juga mitokondria dan kloroplas, terdapat tiga jenis rRNA yakni 5S,
16S dan 23S. Diantara tiga jenis rRNA tersebut, 16S rRNA-lah yang dinilai
memiliki efisiensi terbaik dalam menentukan kekerabatan dengan metode
molekuler. 16S rRNA (terdiri dari 1.5 kb, kilo base) memiliki ukuran lebih
besar dibanding 5S rRNA (121 kb) hingga banyak informasi yang bisa dikaji
dari molekul tersebut, namun lebih kecil dari molekul 23S rRNA hingga
analisis dapat dilakukan lebih cepat serta membutuhkan biaya yang lebih
kecil

Brock dan Madigan (1991) menyatakan bahwa 16S rDNA sangat
mudah penanganannya dari pada 23S rDNA, maka 16S rDNA lebih sering
digunakan untuk melihat perkembangan filogenetik prokariota yang memiliki
bagian sekuen konservatif. Sabdono (2001) menambahkan bahwa sekuen
nukleotida 16S rDNA tidak hanya memudahkan identifikasi bakteri dari
sampel lingkungan. Gen 16S rRNA merupakan kerangka penyusun ribosom
yang peranannya sangat penting di dalam sintesis protein dan dimiliki oleh
semua sel sehingga semua organisme dapat dibandingkan secara setara.
Database sekuen gen penyandi 16S-rRNA dari berbagai organisme yang
sudah dapat dikulturkan maupun yang tidak dapat dikulturkan telah dibuat
databasenya. Tujuan utama pendataan ini adalah untuk mengukur secara
tepat hubungan evolusioner di antara organismeorganisme, disamping dapat

menjadi katalog untuk keragaman mikroba.

2. ITS (Internal Transcribed Spacer)

DNA ribosomal (rDNA) adalah daerah penyandi genom untuk
komponen RNA ribosom. Pada eukariot deret rDNA terletak pada
nukleus/inti dan mitokondria. Daerah rDNA dipisahkan antara satu dengan
yang lainnya oleh suatu pembatas yang disebut spacer Subunit rDNA
baik yang besar maupun yang kecil dipisahkan oleh ETS (external
transcribed spacer) dan IGS (intergenic spacer ). Kedua pembatas
tersebut kadang -kadang disebut NTS (nontranscribed spacer). Jamur
termasuk organisme eukariotik, pada rDNA jamur terdapat daerah
konservatif yaitu gen penyandi rRNA 18S, 5.8S dan 28S yang di
antaranya terdapat daerah ITS (Internal Transcribed Spacer)
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ITS adalah suatu urutan RNA dari proses transkripsi
utama yang berada antar prekusor ribosomal subunit dan dihilangkan pada
proses splicing ketika RNA precursor tanda molekul yang struktural diproses
ke dalam suatu ribosom Organisme eukaryotik mempunyai dua daerah
ITS; ITS-1 terletak di antara 18S gen dan 5.8S gen, dan ITS-2 terletak di
antara 5.8S dan 28S gen. Ketiga gen ribosom tersebut mempunyai
tingkat konservasi yang sangat tinggi (Gambar 4) . Daerah ITS biasanya
mengalami perubahan atau mutasi sehingga dapat berbeda atau
bervariasi di antara spesies. Sekuen rDNA subunit kecil 18S berkembang
relatif lambat dan digunakan untuk studi hubungan kekerabatan pada
tingkat spesies suatu organisme sedangkan daerah ITS dan IGS pada
unit pengulangan rRNA berkembang lebih cepat dan memungkinkan

terjadinya variasi diantara spesies dan populasi

ITS1 [TS2

ITS1 M54
—_— f—
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Gambar 5. daerah ITS (Internal Transcribed Spacer)

Dua daerah ITS memisahkan gen subunit DNA ribosom. Daerah ITS1
memisahkan gen Subunit DNA ribosom. Daerah ITS1 memisahkan gen
subunit ribosom kecil (18S) dengan subunit 5,8S; sedangkan daerah ITS2
memisahkan subunit 5,8S dengan gen subunit ribosom besar (28S). Daerah

ITS dipilih karena mudah untuk diamplifikasi walaupun dari sejumlah kecil
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DNA dan karena tingginya variasi bahkan antar spesies yang berkerabat

dekat. Selain itu daerah ITS juga sangat terkonservasi dan konsisten

1. EVALUASI BELAJAR

a. Latihan

Jelaskan Tentang Bioinformatika DNA ?

Jelaskan tentang STR (short Tandem Repeats) beserta fungsinya ?

Jelaskan tentang tes Paternitas dan maternitas?

P w0 bh P

Jelaskan identifikasi spesies berdasarkan DNA ribosomal

b. Tugas
Menganalisis hasil sekuens gen 16S dan ITS menggunakan software

Bioinformatika

Penilaian Tugas

1. Tugas dibuat di blog mahasiswa

2. Blog di link ke web hybrid learning.

3. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul

4. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas
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BAB IV. PENGENALAN ONLINE DATA BASE

. PENDAHULUAN
A. Pengantar

Teknologi Bioinformatika secara umum pada saat ini banyak pekerjaan
Bioinformatika berkaitan dengan teknologi database. Penggunaan database
ini meliputi baik tempat penyimpanan database "umum" seperti GenBank atau
PDB maupun database "pribadi”, seperti yang digunakan oleh grup riset yang
terlibat dalam proyek pemetaan gen atau database yang dimiliki oleh
perusahaan-perusahaan bioteknologi. Konsumen dari data Bioinformatika
menggunakan platform jenis komputer dalam kisaran: mulai dari mesin UNIX
yang lebih canggih dan kuat yang dimiliki oleh pengembang dan kolektor
hingga ke mesin Mac yang lebih bersahabat yang sering ditemukan
menempati laboratorium ahli biologi yang tidak suka komputer. Saat ini,
perkembangan ilmu biologi sangat dipengaruhi oleh perkembangan ilmu
bioinformatika. Tidaklah dapat dimungkiri kalau bioinformatika telah
mempercepat kemajuan ilmu biologi. Lebih jauh lagi, kalau dilihat dari bidang
yang lebih spesifik, kemajuan suatu bidang sangat dipengaruhi oleh
kemajuan bioinformatika. Semakin maju bioinformatika di suatu bidang
(ditandai dengan banyaknya software yang tersedia), semakin maju pulalah

bidang tersebut.

E. Kompetensi Dasar
Memiliki kemampuan dalam memahami penyimpanan database secara

online dan beberapa tempat penyimpanan data base diGenBank..

F. Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan :
a. Mampu melakukan pencarian database secara online
b. Mampu mengenal database sesuai dengan fungsinya
c. Pemahaman tentang NCBI, ENSEMBL , EMBL, SWISS-
PROT

d. Pengenalan tentang GenBank
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G. Kegiatan Pembelajaran
3. Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning Small
grup discussion dan Presentasi
4. Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi dan

mempresentasikan hasil literasinya

. MATERI
A. Pengenalan Situs NCBI

NCBI merupakan server yang memuat data base tentang informasi
kesehatan dan bioteknologi. Data base terus menerus di update sesuai
dengan penemuan-penemuan terkini yang menyangkut DNA, Protein,
Senyawa aktif dan taksonomi. Disamping data base, ncbi juga menyediakan
berbagai macam software untuk analisis DNA, protein 3D, pencarian primer,
pencarian conserve doamain dan lain sebagainya. NCBI merupakan salah
satu bank data gen, protein dan literature khususnya dib dang kesehatan
yang terlengkap dan di acu oleh para peneliti di dunia.

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) memiliki database dan software

(analysis tools) yang sering digunakan untuk analisis adalah sebagai berikut:

A.1 DNA-RNA TOOLS:
GenBank

Bank Gen ini bagian dari database nukleotida internasional yang
bekerja sama dengan DataBank of Japan (DDBJ), the European Molecular
Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI.
BioSystems

Database yang berisi tentang korelasi biologi dari gen, protein dan
small molecule berdasarkan literature. Kita dapat menggunakan untuk
menganalisis fungsi protein dan interaksi protein yang kita teliti pada level sel.
System ini terhubung dengan beberapa database biosystem seperti reactome
dan KEGG. Misalnya kita ingin mengetahui keberadaan/fungsi protein p53 di
dalam sel, maka tinggal memasukkan p53 kedalam keyword box, maka akan
diperoleh hasil seperti dibawah yang menunjukkan p53 berfungsi sebagai
DNA-damage response yang terdapat di database reactome
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Database of Expressed Sequence Tags (dbEST)
e GenBank yang berisi short single-pass reads of cDNA (transcript)
sequences/EST.
Database of Genome Survey Sequences (dbGSS)
e GenBank yang berisi short single-pass reads of genomic
DNA/GSS.
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
Software yang dapat digunakan untuk menentukan homologi suatu
urutan DNA atau asam amino dengan data yang ada di NCBI. BLAST
memiliki beberapa pilihan menu sesuai dengan analisis yang akan dikerjakan

seperti pada table di bawah ini

Program Program Description

Search a nucleotide database using a nucleotide query
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

nucleotide blast

protein biast Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

blastx Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn Search translated nucleotide database using a protein query

tblastx Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Alligment analysis

Sekuen yang diperoleh dari hasil penelitian di laboratorium dapat
dianalisis dengan data serupa yang telah dipublikasikan sebelumnya di gen
bank. Salah satu bentuk analisis yang dapat dilakukan misalnya adalah
analisis penyejajaran. Analisis penyejajran dapat digunakan untuk
membandingkan dua sekuen atau lebih. Program yang digunakan untuk
analisis penyejajaran yaitu program BLAST (Basic Local Allignment Search
Tools). Program ini dapat diakses melalui website National Center for
Biotechnology Information at The National Library of Medicine in Washington,
DC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

Berikut merupakan langkah-langkah untuk mencari dan mendapatkan
data dari genbank, misalnya untuk mencari sekuen insulin (INS)

1. Ketikkan http://www.ncbi.nlm.nih.gov pada location bar pencarian
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Done

2. Pilih preferensi pencarian yang digunakan (pada contoh ini dipilih
nucleotide) dan ketikkan juga molekul yang ingin dicari sebagai kata
kunci pencarian (pada contoh ini diketikkan INS) dan diketik GO

) INS - Nucleotide Results - Mozilla Firefox

Elle Edit View History Bookmarks Tools Help

@ z C @t (2 |htips

@ Most Visited ’ Getting Started 5 | Latest Headlines \_‘] Customize Links
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All Databases

Nucleotide Protein Genome

PubMed Structure Journals
Search| Nucleotide v for INS |[(Go ] Save Search

[ Limits | Preview/index | History | Clipboard | Details |

History has expired.

Found 2274 nucleotide sequences. Nucleotide [2264] EST [10]

Display | Summary v| show (20 v|[SotBy w|[sendto ¥|
\ All: 2264\1 Bacteria: 82 | RefSeq: 937 1 mRNA: 1293 =]

Thi rch in Gen ws 2716 res including: .
s searc Gene §h0‘ s 2716 results, including W Top Organisms [Tree]
INS {Homo sapiens): insulin Rabies virus (760)

ins (Danio rerio): preproinsulin Homo sapiens (191)

INS (Gallus gallus): insulin Rattus norvegicus (93)
Mus musculus (79)
1 Andrena rosae (55)
Ttemeit-20iof2zes |17‘ of 114 Next All other taxa (7485)
More...

O Aspergillus flavus NRRL3357 Golgi to endosome transport protein (Ent3) putative. mRNA
1 1.563 bp linear mRNA

Done

3. Muncul berbagai pilihan sekuens yang berkaitan dengan INS dan
dipilih (dengan cara mengklik kode) sekuens sesuai kebutuhan.
Sekuens dengan kode awal NM menunjukkan sekuens nukleotida
sedangkan NP menunjukkan sekuens protein.
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Done

4. Berdasarkan pulihan tersebut maka akan diperoleh tampilan sebagai
berikut

[ Limits | Previewindex | History | Clipboard | Details |

Display | Full Report b i ‘ Sendto V‘

: . f} Entrez Gene Home
[ 1: INS insulin [ Homo sapiens ] =
GenelD: 3630 updated 10-Jan-2010 ° Table Of Contents
Summary t 2 Summary
Genomic regions, transcripts,
and products
Genomic context

Official Symbol INS

Bibliography .
Official Full Name insulin HIV-1 protein interactions
Interactions
" General gene info
Primary source HGNC:6081 General protein info

Reference sequences

See related Ensembl:ENSG00000129965; HPRD:01455; MIM: 176730 Rel:-!t_ed sequences
Gene type protein coding Additional links
RefSeq status REVIEWED ¥ Links Explain
Organism Homo sapiens Order cDNA clone
- 5 : = BioAssay, by Gene target
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; BioSystems
Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo Books
CCDS
Also known as ILPR; IRDN; INS Conserved Domains

Summary After removal of the precursor signal peptide, proinsulin is post-translationally Eﬁﬂ—re T

Done

5. Pada tampilan tersebut discroll ke bawah maka akan diperoleh
tampilan berikut. Terdapat beberapa kode yaitu NM dan NP. NM
menunjukkan kode untuk memperoleh informasi mengenai nukleotida,
sedangkan NP menunjukkan kode untuk memperoleh informasi

mengenai protein.
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6. Diklik link FASTA untuk memperoleh sekuen nukleotida dari INS dalam
bentuk FASTA
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7. Format FASTA yang diperoleh adalah sebagai berikut
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Done

8. Apabila diklik kode NM dan Gen Bank, maka akan diperoleh informasi
mengenai sekuens nukleotida, sebagai berikut

) Nucleotide - Homo sapiens insulin (INS), mRNA - Mozilla Firefox

File Edit View History Bookmarks Tools Help

@ > C X & (2 ]htwy
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Format: GenBank FASTA Graphics More Formats ¥ Download ¥ SaveV Links ¥
NCBI Reference Sequence: NM_000207.2
Homo sapiens insulin (INS), mRNA Change Region Shown 2
Customize View -
Comment Features Sequence
469 bp MRNA linear PRI 17-JAN-2010 Analyze This Sequence
TR G R » Run BLAST
» Pick Primers
Articles about the INS gene
» ANP and insulin presence in human foetal
pancreas [ltal J Anat Embryol. 2009]
» Genetic heterogeneity in latent autoimmune
1 (bases 1 to 469) diabetes is linked to variou: [Diabetes. 2010]
Pettersen,E., Skorpen Kvaloy,XK., Mi )
Genetic heterogeneity Tatent autiolin » Tumour necrosis factor-alpha attenuates
var degrees of a ne activity: insulin action on phosphoen [FEBS J. 2009]
Nord-Trondelag Heal dy » See all
JOURNAL Diabetes 59 (1), ) (2010)
P'JE!-I-ED 9 RefSeq Protein Product ™

9. Kembali pada tampilan berikut, untuk memperoleh data sekuen protein
dalam bentuk FASTA maka diklik bagian NP
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10. Diperoleh sekuen asam amino dalam format FASTA

900000 00 ¢ 00, 900000 WeF My NCBI

& TR
"> NCBI 00 o00 | SProtein ISign In] Reqister]

All Databases PubMed Nucleotide Protein Genome Structure OMIM
Search | Protein Vifor“

| Limits | Preview/Index \ History | Clipboard | Details
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Format: GenPept FASTA Graphics More Formats ¥ Download¥  SaveV inks ¥

NCBI Reference Sequence: NP_000198.1
proinsulin precursor [HOITlO sapiens] Change Region Shown =

Analyze This Sequence

» Run BLAST

» Identify Conserved Domains

SLQXRGIVEQCCT

Articles about the INS gene
» Intracellular presence of insulin and its
phosphorylated recept [J Cell Physiol. 2009]

» Common polymorphic variation in the
genetically diverse Africz [Hum Genet. 2009]

. Deal, d avnocuca ta inculin

Done

Aplikasi BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) merupakan suatu
program untuk pencarian kemiripan sekuen (sequence similarity) dan
merupakan alat dalam identifikasi gen dan karakter genetik. Blast dapat
melakukan pencarian sekuen melalui perbandingan dengan database DNA
dalam waktu singkat (kurang dari 15 detik).
Ada 5 program utama dalam BLAST, yaitu :
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a) nucleotide blast (blastn) : membandingkan suatu sekuen nukleotida
meragukan (query sequence) yang kita miliki dengan database
sekuen nukleotida.

b) protein blast (blastp) : membandingkan suatu sekuen asam amino
yang kita miliki dengan database sekuen protein.

c) blastx : membandingkan produk translasi konsep 6-frame sebuah
sekuen nukleotida (translated nucleotide) yang kita miliki dengan
database sekuen protein.

d) tblastn : membandingkan suatu sekuen protein yang kita miliki
dengan database sekuen nukleotida yang secara dinamis ditranslasi
pada semua pembacaan 6 frame.

e) tblastx : membandingkan suatu translasi 6 frame dari nukleotida

B. Pangkalan Data Base lain

Pangkalan data primer untuk sekuens asam nukleat saat ini adalah
GenBank (Amerika Serikat),

EMBL (the European Molecular Biology Laboratory, Eropa), dan
DDBJ (DNA Data Bank of Japan, Jepanag).

Ketiga pangkalan data tersebut bekerja sama dan bertukar data secara harian

untuk menjaga keluasan cakupan masing-masing pangkalan data.

Sumber utama data sekuens asam nukleat adalah submisi (pengumpulan)

langsung dari

1.

peneliti individual,

proyek sekuensing genom, dan

pendaftaran paten.

Selain berisi sekuens asam nukleat, entri dalam pangkalan data sekuens
asam nukleat pada umumnya mengandung informasi tentang

jenis asam nukleat (DNA atau RNA),

nama organisme sumber asam nukleat tersebut, dan segala sesuatu

yang berkaitan dengan sekuens asam nukleat tersebut

OMIM, (Online Mendelian Inheritance in Man—woman), adalah

insiklopedia gen-gen manusia dan penyakit genetik, merupakan penghubung
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untuk entry gen pada GenBank dan literatur ilmiah pada PubMed, berisi

informasi berbagai gen manusia komplit dan paling baru.

2. PDB (Protein Data Bank) berisi semua publisitas yang ada secara
eksperimen telah dideterminasi (oleh x-ray crystallography dan NMR) sebagai
model structural proteins dan asam nukleat. Tidak berisi model homologi atau
tipe model teoritis lainnya. PDB (Protein Data Bank, Bank Data Protein) ialah
pangkalan data tunggal yang menyimpan model struktur tiga dimensi protein
dan asam nukleat hasil penentuan eksperimental (dengan kristalografi sinar-

X, spektroskopi NMR, dan mikroskopi elektron). PDB menyimpan data

struktur sebagai koordinat tiga dimensi yang menggambarkan posisi atom-

atom dalam protein atau pun asam nukleat.

3. PubMed adalah diskripsi pada Wikipedia sebagai “suatu kebebasan
mengakses sititasi database MEDLINE dan abstrak artikel riset biomedik.

« Subjek utama adalah riset di bidang kedokteran, dan PubMed juga
mempublikasi bidang yang terkait dengan bidang kedokteran, seperti
kebidanan dan disipiin kesehatan lainnya.

« Hal ini secara menyeluruh meliputi keilmuan yang berhungan dengan
ilmu seperti biokemia dan biologi sel.

Situs ini ditawarkan oleh the United States National Library of Medicine di the
National Institutes of Health sebagai bagian dari the Entrez information

retrieval system.”

4. UniProt Knowledgebase (Swiss-Prot and TrEMBL),

dioperasikan oleh SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) dan EBI (European
Bioinformaticsinstitute), berisi sebagian besar publikasi yang ada berupa
sekuens protein (bukan DNA atau RNA).

« Sekuens dalam Swiss-Prot dijelaskan secara manual dan
menyediakan atau menghubungkan pengguna dengan semua
informasi publisitas yang berisi sekuens tersebut.

« Sequences pada TrEMBL dikoleksi dan dijabarkan secara otomatis

dari sekuens database, dan akan membuat jalannya menuju Swiss-
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Prot, tetapi tidak hanya setelah mereka secara manual menjabarkan

Swiss-Prot standards.

Beberapa situs informasi data base DNA, RNA dan protein
* NCBI: www.ncbi.nim.nih.gov
+  EMBL: www.ebi.ac.uk
« DDBJ: www.ddbj.nig.ac.jp
+  SWISS-PROT:www.expasy.ch/sprot/sprot_details.html
« ENSEMBL: www.ensembl.org
« Univeristy California Santa Cruz: genome.cse.ucsc.edu MGD the

Jackson Lab: www.informatics.jax.org

1. EVALUASI BELAJAR
a. Latihan
1. Jelaskan tentang Tool Penyimpan data base secara online ?
Jelaskan Tentang NCBI dan Tools yang ada didalamnya ?
3. Jelaskan pangkalan data base lainnya yang berkenaan tentang DNA
dan protein
b. Tugas
Maklaah tentang penelusuran gen tertentu dengan menggunakan pangkalan
data base NCBI
Penilaian Tugas
1. Tugas dibuat di blog mahasiswa
2. Blog di link ke web hybrid learning.
3. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul

4. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas (Tanggal ...)

V. Daftar Pustaka

Brock, T. D. and M. T. Madigan. 1991. Biology of Microorganisms. Pratice
Hall, Englewood Cliffs, New Jersey

Claveri, JM & Notredame, C. 2007. Bioinformatics for Dummies. 2nd Edition.
Wiley Publishing. Indiana Canada.

Jonathan Pevsner. 2015. Bioinformatics and Functional Genomics
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BAB V. ANALISIS BLAST

1. Pendahuluan
A. Pengantar

Analisis operasional database barupa sekuens DNA dan protein sangat
perlu dalam menghasilkan data yang sesuai dengan hasil penelitian.
Penggunaan pensejajaran berganda ini bertujuan untuk mensejajarkan dan
mencocokan hasil sekuensing yang diperoleh dari sampel penelitian dengan
data di Genbank

Kompetensi Dasar

Mahasiswa dapat memahami dan melakukan analisis Sekuens DNA
dan Protein berdasarkan metode BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool).

Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan :
1. Mahasiswa mampu memahami dan menggunakan program Blastn
untuk identifikasi sekuen nukleotida melalui database Genbank
2. Mahasiswa dapat melakukan analisis homologi suatu protein dari
organisme tertentu dengan organisme lain menggunakan database
Genbank menggunakan Blastp.
Kegiatan Pembelajaran
1. Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning Small grup
discussion dan Presentasi
2. Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi dan

mempresentasikan hasil literasinya

B. MATERI

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) merupakan perkakas
bioinformatika yang berkaitan erat dengan penggunaan basis data sekuens
biologis. Penelusuran BLAST (BLAST search) pada basis data sekuens
memungkinkan ilmuwan untuk mencari sekuens asam nukleat maupun

protein yang mirip dengan sekuens tertentu yang dimilikinya. Hal ini berguna
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misalnya untuk menemukan gen sejenis pada beberapa organisme atau
untuk memeriksa keabsahan hasil sekuensing maupun untuk memeriksa
fungsi gen hasil sekuensing. Algoritma yang mendasari kerja BLAST adalah
penyejajaran sekuens

1. Analisis Data Sekuen DNA dan Protein dengan BLAST

a. Blastn

Blastn dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu sekuen nukleotida
meragukan (query sequence) yang kita miliki dengan database nukleotida,
sehingga output yang didapat berupa identitas nukleotida tersebut, antara lain
nama gen dan spesies penghasil dari sekuen lengkapnya.

1. Buka situs www.ncbi.nlm.nih.gov

(e
(-3 N( BI Search | All Detabasss v
Hational Center for m Clear

Biotechnolagy Information

Resources
NCEI Home Welcome tO NCBl Popular Resources
All Resources (A-Z) The Mational Center for Biatechnology Infarmation advances science and BLAST
Chemicals & Binassays health by providing access to biomedical and genormic information. Bookshelf
Data & Software hore aboutthe MCEI | Mission | Organization | Research | RSS g::sme
DA & RMA Mucleatide
Domains & Structures Mk
Genes & Expression PubMed Central ELDthIrTem
BRGNS & FREEIE Free Full Text. Over 1,500,000 articles EEEH:E cortral
Genomes & Maps from over 450 journals. Linked to PubMed

and fully searchable. SMNF
Hornolooy
Literature n 1 2 3 4 NCBI News
Proteins

hyMCBI supports OpenlD and

Sequence Analysis
. i InCommons IDs

Taxonormy 22 Sep 2010

o A How To... Alist of supported organizations
Training & Tutorials can be found on the MyNCE
“ariation Determine conserved synteny hetween the genomes of two arganisms

Find & homolog for & gene in another arganism
Ohtain the full text of an article
Cesign PCR primers and check them for specificity

Personalized setings in Wy MCBI
30 Aug 2010
Personalized preferences such as

record format and results display
Seeall ...

2. Pilih tool "BLAST”, akan muncul tampilan pilihan program BLAST.
Untuk mencari gen suatu sekuen nukleotida dari database nukleotida

pilih "nucleotide blast” (blastn).
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» NCEI/ BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

I m Aligning ple Protein Seq ? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. Go)

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

o Human o Oryza sativa o Gallus gallus

o Mouse O Bos taurus 8 Pan troglodytes

o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide guery
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

nucleotide blast

Search protein database using a protein query
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

protein blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide guery

thlastn | Search translated nucleotide database using a protein query

thlastx l Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

3. Setelah tampilan muncul, entri sekuen nukleotida (query) yang akan
dicari; pilih setting pencarian dari database ’“others” (jika belum
diketahui spesiesnya); pilih program "megablast’; klik "BLAST” untuk
memulai proses searching. Pada latihan/contoh digunakan sekuen
nukleotida DNA berikut ini :

ATGTTCCCTGAAAAGTTCCTTTGGGGTGTGGCACAATCGGGTTTTCAG

TTTGAAATGGGGGATAAACTCAGGAGGAATATTGACACTAACACTGAT

TGGTGGCACTGGGTAAGGGATAAGACAAATATAGAGAAAGGCCT

CGTTAGTGGAGATCTTCCCGAGGAGGGGATTAACAATTACGAGCTTTA

TGAGAAGGACCATGAGATTGCAAGAAAGCTGGGTCTTAATGCTTACAG

AATAGGCATAGAGTGGAGCAGAATATTCCCATGGCCAACGACAT

TTATTGATGTTGATTATAGCTATAATGAATCATATAACCTTATAGAAGAT

GTAAAGATCACCAAGGACACTTTGGAGGAGTTAGATGAGATCGCCAA

CAAGAGGGAGGTGGCCTACTATAGGTCAGTCATAAACAGCCTGAGGA

GCAAGGGGTTTAAGGTTATAGTTAATCTAAATCACTTCACCCTTCCATA

TTGGTTGCATGATCCCATTGAGGCTAGGGAGAGGGCGTTAACTAATAA

GAGGAACGGCTGGGTTAAC
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| blastn | blastp | blastx | thlssin | tblaste |

Enter Query Sequence

BLASTN programs search nuclectide databases using a nucleotide query, more.

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear  Ouerysubrange &

T TS T TG TG LA ST L AGTTT TSI

: - \
¥
A R TA TG LA TR LA TEAT L TL LA O L TAAL LG TeAataasmd Enter query help From

TG AT T LR GA AT TR TTAL G TTTATE A T TR 1~ ;
1 of |

v

|
AP ARMPY PPy P AY Y R r PR L Y mY TR S MAMY Y MRS AR Y AR AR R Y MY e e AT

Or, upload file ’

\[ Browse... ] @

Job Title fAF043283:Pyrococcus woesei beta-galactosidase...

Enter a descriptive title for your BLAST search &

DAlign two or more sequences 4

Choose Search Set
Database OHumen genomic + transcript Ohouse genomic +transcrigt Oothers (nr etc.):
+ | Nucleatide collection (ni/nt) v [ 9
Organism
Optional I
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown, &
E’“;_'“df [ hodels (XMIXP) Ol uncuturedienvirormertal sample sequences
Uptiona
Entrez Ouery [
Optional !

Enter an Entrez queny to limit search &

Program Selection

Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)

O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

O Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Hucleotide collection (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
Show results in a new window

4. Hasil searching / pencarian akan didapat tampilan seperti berikut :

Nucleotide Sequence (440 letters)

Query ID Icl|64235 Database Name nr

Description Mone Description All GenBank+EMBL+DDBI+PDE sequences (but no EST, 5TS, G55,environmental
Molecule type nucleic acid samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 440 Program BLASTN 2,2,24+ B Zitstion

Gther reports: ®Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

4 @

[Mause-over to show define and scores, click to show alignments ]

Color key for alignment scores

<40 4050 50-80 80-200 =200
R TE——.
1 80 160 240 320 400

¥ Descriptions

Legend for links to sther resources: [ Unicene [3 620 [ 6ene B structure [ ap viewer Bl PubChem Bisasay

Sequences producing significant ali

Accession | Description Max score Total score Querycoverage | Evalue | Maxident | Links |
AEDO3350.1 Pyrococcus furiesus DSM 3638, complete genome B13 813 100% o 100%
AFD43283.1 Pyrococcus woesel beta-galsctosidase gene, complete cds &1z 813 100% 0.0 100%
Usoz14.1 Pyrececcus furiesus bets-mannosidase (brnA) gens, complete cds a1a 813 1n0% 0. 100% G|
ELZ34509.1 Unculturad bacterium clons pWTSA beta-galactosidase gane, complens cds 272 272 95% 1e-69 78%
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DngI&FD‘LSZSS.lI&FD%ESZSS Pyrococcus woesei beta-galactosida=se gene, complete cds

Length=152%

Jcore = 995 bit= [(540), Expect = 0.0
Identitie=s = 540/ 540 [(1l00%), Gaps = 07540 [(0%)
Strand=Flu=/Flu=
Juery 1 ATFTTCCCT FaAAAFTTCCTTT GrFET GT FECACAAT CrFETTTTCAGTTT FALAT GFEEE
PR Er e e e e e e e e v e e e e e e e e el
bzt 1 ATFTTCCCT Fa22AFTTCCTTT GoFeT GT FECACAAT CFETTTTCAGTTT FALAT GG
Query &1 FAT AAACTCAGGAFFAAT ATT FACALT AACACT GATT GT FECACT T AAGGEAT AdkF
TR e e e e e e e e e v e e e e e e e e el
Shact  £1 FAT AAACTCAGGAFFAAT ATT ZACACT 2ACACT GATT GGT FECACT T AAGGEAT A
Quary 121 ACARATATAGAFARAGGCCTCGTTAGT FFAFAT CTTCCCFAGFAFFFCFATT AACAATTAC
PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
b9zt 1lE1 XA ey
Quary 151 GAFCTTTATGFAFAAGGACCATFAGATT L AAFAAAFITF-CTCTTAAT -CTTACAFAATA
TR e e e e e e e e e e e e e b e e e r e el
Sbhict  1dl GAFCTTTAT GAGAAGFACCATFAGATTFCAAFAAAFCT FFGTCTTAAT FCTT ACAFAAT A
Query 241 GFIATAFAGTGRAFCAFAAT ATTCCCATFFCCAACGFACATTT ATT AT GTT =ATT AT AGC
TR EEE e e e e e e e e e e e e e bbb el
Sbhict E4l1 GFIATAFACTGFAGCAFAATATTCCCATFFCCAACFACATTT ATT AT GTT ATT AT &AFC
Query 201 TATAATFAATCATATAACCTTATAFAAFATGTAAAFAT CACCAAGGFACACTTT FFAGEAL
PR e e e e e e e e b e e e e e el
Shgct 201 TATAATFAATCATATAACCTTATAFAAFATGTAAAFATCACCAAGFACACTTT FFACFAL
Juery 261 TTAGATFAGATCHFCCAACAAGAGGFAGGT FECCTACTATAGGT CAGT CAT ARACAFCCT
FEEEEEE R e et e r e e e e e e e e e e e el
Shict 261 TTAFATFAGATCGCCAACAAGAGGEFAGGT FECCTACT AT AFGTCAGT CAT AAACAFCCTE
Juery 321 AFFAGCAAGEEGTTT AAFGFTTATAGTT AATCT AAAT CACTTCACCCTTCCAT ATT GTT
Frrrrereereererrrrrerrerrrrer et rr e e e e
Shict 221 AGFAGCAAGGGGTTTAAGGTTATAGTTAATCTAAAT CACTTCACCCTTCCAT ATT#GTT
Quezry 351 CATEATCCCATTFARGCTAGEFAGAFGFFCFTT AACT 2AT AAGFAFFAACEFIT FFFTT &AL
TR E e e e e e e e e e e e e e b e e v e e el
bzt 351 CATGATCCCATTGFAGGCTAGGFAGAGGFCGETTAACT 2AT AAGAFFAACGECT GGFTT A0

]

4]

1&0

120

180

10

£

240

200

200

2E0

260

220

FE0

G0

350

S0

540

5. Hasil blast umumnya akan menghasilkan lebih dari satu sekuen yang
bersesuaian. Pilih hasil dengan skor paling tinggi dan query coverage
mendekati 100%.

‘ Dastription ‘ Hiak scare ‘ Mm Query covetage ‘_ Evilus Man ident ‘
Pyracaceus frinsus DM 3638, complate genome 3 598 100% 00 {00%
Puracoccus woesel beta-galactosidise gene, complete cds 99 99 100% 0 100%
Pyrcaceus frinsus beta-mannosidase (bmnd) gene, complete cds bl 93 100% 00 100%
Uncultured bacterium clone pHT34 beta-galactosidase gene, complate cds el 9 §3% fe78 7%

6. Klik “Accession” gen terpilih (hasil blastn) untuk keterangan lebih lanjut,
(nucleotide origin dan CDS-nya).
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Pyrococcus woesei beta-galactosidase gene, complete cds

GenBank: AF043283.1
FASTA  Graphics

Features Seguence

LOCTUS AF043283 1533 bp DML linear BCT 25-MAY-2001
DEFINITION Pyrococcus woesel beta-galactosidase gene, cowplete cds.
ACCEZ3ION  AF043283

7. Kiik “Distance tree of results” Apabila ingin mengetahui phylogenetic tree
antar sekuen yang didapatkan. Sebelum melakukan analisis ini, harus

dipilih database sekuen yang akan dibandingkan.

Tree view for RID: BRR7E1JP01S, query ID: Icl]|22877, d:

Tree method Max Seq Difference
Meighbor Joining ~lle 075 v/ & [ Feset ] [ Download ]in Mewick Format v &)

rectangle | slanted | radial  force @& Show distance Mouse over an internal node for a subtree or alignment
unicultured bacterium clone p...

@

Purococcus furfiosus betee mannosidase (bmna) gene, complete cds

Pwococous woesel bete galactosidase gene, complete cds

Bcl|z2577 4
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b. Blastp

Blastp dapat digunakan untuk mencari protein homolog dari protein yang kita

miliki.
1.

Buka situs www.ncbi.nlm.nih.gov

2. Pilih tool "BLAST”. Untuk mencari protein homolog dari query asam

amino gunakan “protein blast” (blastp)

Setelah tampilan muncul, entri sekuen protein (query) yang akan

dicari; pilih seting pencarian dari database (jika membatasi hanya

ingin mencari pada spesies tertentu, ketik nama organisme); pilih

program "blastp”; klik "ZBLAST” untuk memulai proses searching.

Pada latihan / contoh digunakan query sekuen protein berikut ini :

MFPEKFLWGVAQSGFQFEMGDKLRRNIDTNTDWWHWVRDKTNIEKGL
DLPEEGINNYELYEKDHEIA RKLGLNAYRI GIEWSRIFPW
PTTFIDVDYS YNESYNLIED VKITKDTLEE LDEIANKREVAYYRSVINSL
RSKGFKVIVNLNHFTLPYWLHDPIEARERALTNKRNGWVNPRTVIEFAKY
AAYIAYKFGDIVDMWSTFNEPMVVVELGYLAPYSGFPPGV LNPEAAKLAI

v HCEIY ELASTY blastp suite

VSG

blastn blastp blastx thlastn tblastx

Optional

Opti onal

Opti onal

Exclude

Algorithm

Enter Query Seguence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence &

mipehfloge agsgigfemg dhlrrnidtn tdwebererdk tniekglwsg dlpeeginmy
mlvekdheia rhlglnayri giewsrifpw profidedys ymesymlied vhithdeles
1ldejanhrsw ayyrswinsl rshgfleivn Inhitlpywl hdpicarera lbnkrngeea
prtvizfalns aayiayhfgd ivdeestine poeeveloyl apysgfppoe Inpeaaklai

Or, upload file Browse.. | &

Job Title

Enter a descriptive title for wour BLAST =earch &4

D Align two or More sequences &

Choose Search Set

Database Monredundant protein sequences [nr] | &
Organism

ELASTP programs search protein databaszes

Clear Cuery subrange &

From

To

Oexciude *

Enter organizm commaon name, binomial, artax id. Only 20 top taxa will be shoven. &

Entrez Guery

Enter an Entrez queny to limit search &

Frogram Selection

'@' blastp (protein-protein BLAST)

O PSI-BLAST (Position-Specific kerated BLAST)
O PHLBLAST (Pattern Hit Initisted BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

Show results ina new window
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4. Hasil searching akan didapat tampilan seperti berikut:

Query eq.

Putative conserwved domains hawve been detected, click on the image belows for detailed results.

25 =0 hid g e 175

E1]

fr=d i

Superfanilies [

Glyco_hydro_1 superfamily

Distribution of 1040 Bla st Hits on the Query Sequence &

|Mouse-over to showy defline and scores, click to show alignments

Coler key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
G ur-e |
| 1 1 1 | 1 1
1 40 80 120 160 200 240
Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score Total score | Query coverage [ Evalue
092623.1 RecMame: Full=Beta-galactosidase; Short=Lactase >gb|AABSTE62.1| beta-galactosidase 494 434 100% Ze-138
HP 5789371 beta-mannesidase [Pyrococcus furiosus DEM 2638] =qb|AAC44387.1] beta-mannosidase 484 434 100% de-138
MR 1266171 Beta-mannosidase [Pyrococcus abyssi GES] »emb|CAB49548,1| boal-1 beta-galactosidz 426 426 100% le-117
¥P 0023337391 Beta-galactosidase [Thermococcus sibiticus MM 739] > qb|ACS89390.1| Beta-galactosid. 237 337 28% le-30
ABY49T715.1 heta-gslactazidase [uncultured bactsriumm] 228 328 100% 3e-88
VP 9210731 glycozide hydralase family protain [Thermofilum pendens Hrk 5] =qb| ABLFI070.1] glycosi 215 315 100%. Za-84
WP 1841741 beta-galactesidase [Thermococcus kodakarensis KOD1] »dbj|BADESS50.1 | beta-glycosic 312 312 989% 3e-83
¥P 0036688161 glycoside hydrolase family 1 [Staphylothermus hellenicus DEM 12710] =gb| ADIZ1917.1] 308 208 EEE de-82
BAATSTIZL beta-glycosidase [Thermococcus kodakaraensiz] 206 306 28% le-g1
HP 1424731 beta-mannosidase [Pyrococcus horikoshii ©T3] =dbj|BAAZIS89.1] 483as long hypothetic 203 303 28% le-20
MP 1272171 beta-gslactosidaze [Pyrococcus abyssi GES] remb|CABS0447.1] bgal-2 beta-galactosid 299 299 98% 2e-79
HP 5730851 beta-galactosidase [Pyrococcus furiosus DEM 2638] =gb| AALE0480,1 | bera-qalactosidas 283 299 8% 2e-T79
ZP 048789111 beta-galactosidase [Thermococcus sp, AM4] >gb|EEBT4957.1] beta-galactosidase [Therr a7 297 Y Te-79

5. Hasil blast akan menghasilkan lebih dari satu sekuen yang bersesuaian.

Pilih hasil dengan skor paling tinggi. Dengan meng-klik referensi akan didapat

keterangan lebih lanjut tentang protein tersebut.
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beta-galactosidase [Pyrococcus woesei]

GenBank: AABSTEEZ A
FASTA  Graphics
Goto:
LocUs LABIVSEZ 510 a=a linear BCT =5-MiaY¥Y-2001
DEFINITION heta-galactosidase [Pyrococcus woesei] .
ACCESSICH LAEITSEE
VERITON LAESTSEE.1 GI:Z25112Z56
DESOURCE accession AFO45253.1
EEYTWCORDS .
SOURCE Pyrococcus woesel
ORGANISM Pyrocococcus woesel
Archaea; Euryarchaeots; Thermococoi; Thermocococales:
Thermocooccaceas; Pyrococcus.
REFERENCE 1 (residues 1 to 510)
AUTHORS Dasbrowski,3., Sobiewska,G., Maciunska,J., 3vnowiecki,J. and Kur,J.
TITLE Cloning, expression, and purification of the His(6)-tagged
thermostabhle beta-galactosidase frow Pyrococcus woesei in
Escherichia coli and somwme properties of the isolated enzyie
JOURMAL Protein Expr. Purif. 15 (1), 107-11z (2000}
FUBMELD 105833397
REFERENCE 2 [residus=s 1 to 510)
LUTHORS Dabrowski, 3., Maciunska,J. and Synowiecki,J.
TITLE Direct Zubmission
JOURNAL Submitted (16-JAN-1993) Food Freservation, Technical University of
Gdansk, Narutowicza 11712, Gdansk 80-95Z, Poland
COMMENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers
Fource 1..510
jorganism="Pyrococcus woesei"
jetrain="DaMaTIar
Jdb xref="taxon:2262"
Frotein 1..510
fproduct="heta-galactosidase"
Fegion 1..504
fregion_name="Gl?co_h?dro_l"
/note="Glycosyl hydrolase famwily 1; cl01046™
Jdb_xref="CDD:174504"
CDS 1..510
- fooded by="AF043283.1:1..1533"
ftransl table=11
ORIGTIN
1 mfpekflugy agqsgfgfemy dklrrhidtn tduwvhuvrdk thiekglvsg dlpeeginny
61 elyekdheia rklglnayri giewsrifpw prtofidwdys yhesynlied vkitkdrlee
121 ldeiankrewv ayyrsvinsl rskgflwivh lnhfrtlpywl hdpiearera ltnkrnguen
1831 prtviefaky asviavkfgd ivdmwstine pwwrrvelgyl apysgfppoy lnpeaaklail
241 lhminahala vyrgikkfdte kadkdskepa evgiivnnig vaypkdpnds kdvkaaendn
301 ffhsglffea ihkgklnief dgetfidapy lkgndwigvn yvtrevviyg epmfpsipli
361 tfkogvgoygy acrpgtlskd drpvsdigwe lypegmydsi wveahkyogwpwy ywoengiads
421 kdilrpyvia shikwtekaf edgyevkgyf hwaltdnfew algfrimrfgl yvevnlitker
45831 iprekswvsif reivanngvt kkieeellrg

54/ 86



6. Klik “Distance tree of results” pada bagian akhir apabila ingin
mengetahui phylogenetic tree antar protein yang didapatkan. Sebelum
melakukan analisis ini, harus dipilih database protein yang akan

dibandingkan.
bete galactosidase [Picrophilus foridus DS W 9730]
bete glucosidase [Ferroplasma acidarmanus ferl]
40l high GG Gram+| 2 leaves
iy crenarchaeotes | 2 leaves
4 | eungrchaeotes | 7 leaves
a 9 Eete- mannosidase [Prracaccus abyssi GES]
@ @unnamed protein product o
@ RecMame: Full=Eeter galactosidase; Short-Lactese
W "3] bete mannosidase [Puracaccus furiosus DSH 5633
L] bete: galactosidase ncultured bacterium]
0 bete galactosidase [Sulfolobus tokodaii st 71
& @ ghwcoside hydralase family protein Thermafilum pendens Hrk 5
= thermotogales | 2 leawes
o eunsrchaeotes | 5 leaves
. & Bete- galactosidase [Acidilobys saccharovorans 34515
& # ‘:’a Bete- galactosidase Thermoplasma volcanium G5 51]
4 ] crenarchaeotes | 12 leaves
@ |crenarchaerotes | 2 leaes
] =

= crenarchaeotes | 2 leaves
+qlucoside hwdralase family 1 fanisphaera aggregans DS 17230
sunerchagotes | 2 leaves

"]
"
<] thermotogales | 3 leanes
aomwetes | 2 leales
<A crenarchaeotes | 2 leawes
Q@
H &

Eete- glucasidase Dichaaglom.

9 41 glywcoside hydrolase familep..
PREDICTED: hypothefical protein (Witis vinifere
e ] @ glucosy hudralase, family 1 [Ensipelofichacess ba.

[ “llancelets | 4+ loawes
i ¥ ] = o proteabacteria| 5 leaves
=] high 3C Gram+ | 2 leaves

# & phosphe- bete alucosidase [Clostridium hathewasi DS .
> @ 5 phospho-bete glucosidase glwcoside hudrolase fami..

"]

@ )
<l firmicutes | 3 leawes
{:] firmicutes | 27 leantes

2. Analisis Hasil BLAST

BLAST tersebut memberikan informasi mengenai bakteri apa yang
mempunyai kesamaan dengan urutan DNA sampel sehingga dapat
digunakan untuk identifikasi bakteri. Informasi dari hasil BLAST tersebut
berupa Score, Query Coverage, E-value dan Maximum identity.

Score adalah jumlah keselarasan semua segmen dari urutan
database yang cocok dengan urutan nukleotida. Nilai skor menunjukkan
keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa nukleotida yang tidak diketahui
dengan sekuens nukleotida yang terdapat di dalam genbank. Semakin tinggi
nilai skor yang diperoleh maka semakin tinggi tingkat homologi kedua
sekuens. Query coverage adalah persentasi dari panjang nukleotida yang

selaras dengan database yang terdapat pada BLAST. Max identity adalah
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nilai tertinggi dari persentasi identitas atau kecocokan antara sekuen query
dengan sekuen database yang tersejajarkan.

Nilai E-value merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran
statistik yang signifikan terhadap kedua sekuen. Nilai E-value yang semakin
tinggi menunjukkan tingkat homologi anta sekuens semakin rendah,
sedangkan nilai E-value yang semakin rendah menunjukkan tingkat homologi
antar sekuens semakin tinggi. Nilai E-value bernilai 0 (nol) menunjukkan

bahwa kedua sekuens tersebut identik

Distribuzion of 100 Biast Hits on the Cuery Sequence &

Mousa-over to shaw cefine and scores chck 1a show :Immmé

Color hey fOr alignment scores
%050 e .,,‘

| | 1
1 250 500 7.1)0 1000 1250

Gambar 20 Contoh Analisis BLAST Hasil Sekuensing

Tingkat homologi sekuen tersebut dapat ditunjukkan dengan nilai yang
tertera pada warna grafik hasil BLAST. Nilai pada grafik yang berada di
bawah angka 50 menunjukkan tingkat homologi kedua sekuens rendah yang
dideskripsikan dengan warna hitam dan biru. Warna hijau, merah muda dan
merah menunjukkan tingkat homologi yang semakin tinggi. Pada Gambar 20
Grafik hasil BLAST menunjukkan warna merah yang menandakan bahwa
tingkat homologi sekuen yang tinggi. Homologi adalah kesimpulan bahwa dua
sekuens tersebut sama dan memiliki hubungan evolusi.

Nilai max identity sebesar 99% mengindikasikan bahwa isolat
dianggap sebagai spesies yang sama. Sedangkan homologi 297% dapat
dinyatakan bahwa isolat yang dibandingkan berada pada genus yang sama

dan homologi antara 89-93% menunjukkan famili yang berbeda. Tetapi hal ini
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perlu ditelusuri lagi melalui analisis filogenetik dengan melihat percabangan

yang dibentuk oleh isolat melalui pengamatan posisi yang ditempati diantara

spesies-spesies yang lain atau spesies pembandingnya

[II.EVALUASI BELAJAR

a. Rangkuman

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) merupakan suatu program

untuk pencarian kemiripan sekuen (sequence similarity) dan merupakan

alat dalam identifikasi gen dan karakter genetik. Blast dapat melakukan

pencarian sekuen melalui perbandingan dengan database DNA dalam

waktu singkat analisisnya dapat berupa

a)

b)

d)

e)

b. Latihan

nucleotide blast (blastn) : membandingkan suatu sekuen nukleotida
meragukan (query sequence) yang kita miliki dengan database
sekuen nukleotida.

protein blast (blastp) : membandingkan suatu sekuen asam amino
yang kita miliki dengan database sekuen protein.

blastx : membandingkan produk translasi konsep 6-frame sebuah
sekuen nukleotida (translated nucleotide) yang kita miliki dengan
database sekuen protein.

tblastn : membandingkan suatu sekuen protein yang kita miliki
dengan database sekuen nukleotida yang secara dinamis
ditranslasi pada semua pembacaan 6 frame.

tblastx : membandingkan suatu translasi 6 frame dari nukleotida

1. Jelaskan 5 Metedo Analisis BLAST ?
2. Buat lah langkah - langkah analisis data menggunakan BLAST

berdsarkan data sekuen DNA ?

3. Buat lah langkah - langkah analisis data menggunakan BLAST

berdsarkan data sekuen protein!
4. Apayang membedakan BLASTn dan BLASTp

c. Tugas

Identifikasi bakteri dengan metode 16S rRNA hasil hasil sekuens partial gene

57186



d. Penilaian Tugas
e Tugas dibuat di blog mahasiswa
e Blog di link ke web hybrid learning.
¢ Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama
Universitas Esa Unggul

¢ Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas

VI. DAFTAR PUSTAKA

Brock, T. D. and M. T. Madigan. 1991. Biology of Microorganisms. Pratice
Hall, Englewood Cliffs, New Jersey

Claveri, JM & Notredame, C. 2007. Bioinformatics for Dummies. 2nd Edition.
Wiley Publishing. Indiana Canada.

Jonathan Pevsner. 2015. Bioinformatics and Functional Genomics
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BAB VI. MENDESAIN PRIMER DNA

l. Pendahuluan
a. Pengantar

Pada saat sekarang ini desain primer merupakan salah satu faktor
yang paling penting/langkah-langkah dalam sekuensing DNA sukses.
Berbagai program bioinformatika yang tersedia untuk pemilihan pasangan
primer dari urutan template. Program kebanyakan untuk desain primer PCR
mencerminkan peran sentral PCR dalam biologi molekuler modern. Desain
Primer merupakan salah satu bahan yang digunakan dalam proses
perbanyakan untai DNA dengan menggunakan metode Polymerase Chain

Reaction

Kompetensi Dasar
Mahasiswa dapat memahami dan melakukan design primer dari gen
tertentu unguk digunakan sebagai aplifikasi gen yang ditargetkan.

Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan :
1. Mampu mendesign primer dari gen tertentu
2. Dapat mengkarakteristik primer yang baik
3. Dapat membedakan dalam mendesign degenered primer dan primer
spesifik
Kegiatan Pembelajaran
e Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning Small
grup discussion dan Presentasi
e Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi dan

mempresentasikan hasil literasinya

II. MATERI
Karakteristik Primer Baik

Primer adalah oligonukleotida spesifik yang komplemen dengan
daerah yang ditentukan pada DNA target sebagai tempat dimulainya sintesis
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DNA baru dengan PCR (Glick and Pasternak, 2003). Untuk mendapatkan
daerah tertentu pada DNA target diperlukan desain primer forward dan
reverse dari daerah tersebut. Khusus untuk primer reverse diperoleh dari
sekuen antisensenya. Jadi nukleotida yang didapat dari sekuen ujung 3
daerah DNA target tadi dicari komplemennya baru kemudian dibalik. Disain
primer spesifik merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
keberhasilan amplifikasi DNA dengan PCR. Komposisi, ukuran, dan homologi
primer terhadap DNA target harus ditentukan dengan baik agar diperoleh
produk amplifikasi yang diinginkan saat melakukan PCR.

Beberapa hal yang dipertimbangkan dalam mendisain primer adalah
ukuran primer, temperatur melting(Tm), dan komposisi primer. Saiki (1990)
menyatakan bahwa primer yang digunakan bisa berukuran antara dua puluh
sampai tiga puluh nukleotida. Sambrook dan Russel (2001)menerangkan
bahwa sesuai dengan peraturan Wallace/"Wallace rule”, Tm dapat ditentukan
dengan rumus:

Tm = 4°C (G+C) + 2°C (A+T), dimana

G+C merupakan banyaknya basa G dan C dalam primer yang didisain, dan
A+T merupakan banyaknya basa A dan T.

Namun penentuan Tm sangat bergantung pada konsentrasi Na+ pada buffer
sehingga rumus Tm

menjadi:

Tm = 81.50C + 16.6 (log 10[Na+]) + 0,41(%[G+C])- (500/n)

Dimana n merupakan jumlah nukleotida dan formula ini hanya bekerja
pada [Na+] 1,0 M atau dibawahnya. Sambrook dan Russel (2001) lebih jauh
menyatakan bahwa sebaiknya kandungan basa G+C adalah sekitar 50%.
Apabila basa G dan C terdapat dalam jumlah banyak pada ujung 3’ akan
memungkinkan terjadinya kesalahan, misalnya terbentuk struktur “jepit
rambut” (hair pin). Dalam penentuan primer, diusahakan agar tidak terjadi
perpasangan sendiri (self priming) dan dimer-duplex. Primer yang rendah
kandungan basa G dan C nya masih memungkinkan untuk dipilih, asal
primernya berukuran lebih panjang untuk menghindari Tm yang terlalu
rendah. Tm berhubungan dengan suhu annealing atau suhu dimana

dimulainya hibridisasi/penempelan primer dengan komplemennya pada
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template. Suhu annealing biasanya lebih rendah 5 °C dari Tm (Sambrook dan
Russel, 2001).

Beberapa hal yang perlu dipertimbangkan untuk mendesain primer
sebagai berikut ;

1. Ukuran Primer dan Temperatur malting (Tm)

Menurut old dan Primrose (1994) bahwa primer yang
digunakansebaiknya berukuran 17 — 30 basa, sedangkan saiki (1990)
menyatakan 20 -30 basa dan ditentukan menurut sekuen DNA yang mengapit
daerah yang akan di amplifikasi . Selanjutnya Guarvara-Garcia et al. (1997)
menyatakan bahwa primer yang berukuran 20 basa atau lebih baiasanya
disukai sebab nilai Tm nya dapat mencapai lebih dari 55°C. Perlu dingat
bahwa primer yang berukuran pendek tidak dapat sempurna melakukan
proses annealing disebabkan nilai Tm-nya rendah. Oleh karena itu penentuan
ukuran primer yang berkisar sekitar 20 basa yang paling banyak dipilih.

2. Komposisi Primer

Kandungan G + C pada primer sebaiknya sekitar 50 % (Old and
Primrose 1994), sedangkan Guevara —Garcia (1997) menyatakan penentuan
kandungan G+C tersebut sangat baik digunakan untuk menjamin stabilitas
primer yang tinggi denga penyebaran basanya yang merata kearah ujung 5’
pada primer. Apabila C dan G terdapat dalam jumlah yang banyak pada ujung
3’ akan memungkinkan terjadinya banyak kesalahan, misalnya terbentuk
sruktur jepit rambut. Stabilitas primer biasanya akan menurun pada 5 basa
terakhirdi daerah ujung 3’. Selanjutnya diusakan pula untuk mencegah
terjadinya pepasangan sendiri (self-priming), dimer —duplex dan sruktur jepit
rambut (hair pin) yang sangat penting diperhatikan pada bagian akhir ujung 3’
primer.

3. Desain Primer Menggunakan Program dari Internet

Pelaksanaan desain primer telah dimudahkan dengan adanya
berbagai program yang dapat diakses dari internet atau paket program
komputer seperti oligocalc, primers, primer select (DNA star) dan Cybergene
yang dapat membantu untuk mendesain primer (Guevara-Garcia et al.1997)

Program Primer3plus dapat digunakan untuk menentukan posisi primer
forward dan reverse dalam satu sekuen DNA yang panjang sesuai denga

kriteriayang di berikan misalnya beberapa jumlah basa, kandungan G+C
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damn Tm/Ta. Program tersebut secara langsung menentukan calon primer
dan letaknya tanpa mempertimbangkan apakah primer yang dianalisis berada
pada sekuen yang diinginkan sehingga bila digunakan untuk mendesain
primer spesifik akan menimnulkan kesulitan.

Pada program Cybergenese hanya memasukan sejumlah sekuen basa
yang akan dipilih sebagai primer, kemudian dianalisis apakah ada atau
tidaknya sruktur sekunder seperti polindrom dan jepitan rambut, dan juga
dapat menghitung beberapa kandungan G+C serta Tm/Ta. Sekuen primer
dianalisis secara manual terlebih dahulu dan dipilih yang dianggap layak,
kemudian dimasukan dalam program Cybergene.se, primer yang baik apabila
hasil analisisnya tidak dityemukan sruktur sekunder.

Pada prinsipnya program untuk mendesai primer dari internet
mempunyai kemiripan dalam proses serta hasilnya. Pemilihan salah satu
program yang akan digunakan mendesain primer bergantung pada
kemudahan mengaksesnya, kemudahan prosedurnya serta kelengkapan
informasi yang dapat diberikan oleh program tersebut. Namun demikian
analisis yang dilakukan tidak menjamin bahwa primer yang dipilih secara

langsung berhasil dengan baik sebab masih perlu dilakukan optimasi.

Design Primer spesifik dengan Primer3Plus

Desain primer pada daerah 16S rDNA digunakan untuk mendeteksi
pada kelompok prokariot, salah satunya bakteri yang terdapat dalam produk
herbal. Indikasi kontaminan pada produk herbal seperti obat — obatan lebih
banyak ditemukan mikroorganisme dari kelompok bakteri dan jamur. Salah
satu bakteri yang kontaminan pada produk herbal adalah Staphylococcus
aureus berdasarkan publikasi jurnal “ Bacterial profiles and consumer
preference of some indigenous orally consumed herbal medications in
Nigeria”.

Desain primer yang digunakan dari program dari internet vyaitu
Primer3plus pada laman web Online Analysis Tools. Berikut langkah
langkah dalam mendesain primer spesifik pada Staphylococcus aureus .

1. Mencari sekuen daerah 16S bakteri Staphylococcus aureus pada
website www.ncbi.nlm.nih.gov pada kotak search dan memilih

nukleotida pada kotak database
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£ Staphylocaccus aureus 16 x Y3, Siaphylocacets auieus i % 1, our| ONUINE ANALVSIS TOOL: % 1 =% Primei3Plus x

[ C'  [3 www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/?term=Staphylococcus +aureus+16s
2. 2902 619 bp circular DNA ¥ Top Organisms [Tree] o
Accession: BX571856.1  Gl: 40240382 uncultured Actinomycetales bacterium (5691
GenBank FASTA Graphics  Related Sequences uncultured Staphylococcus sp. (7684)
Staphylococcus aureus (4424)
[0 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305. complete genome uncultured Clostridiales bacterium (1579)
3. 2,516,575 bp circular DNA uncultured Enterobacteriales bacterium (678)

Accession: NC_007350.1 Gl 73661309 All other taxa (8720)

GenBank FASTA  Graphics More
[[] Staphylococeus aureus subsp aureus MRSA252 chromosome. complete genome Find related = |
4 2,902,619 bp circular DNA ind related data 3
Accession: NC_002052.2 Gl 40482253 Database | Select B

GenBank FASTA  Graphics

[[] Staphylococecus aureus strain ATCC 12600 lysy-iRNA synthetase gene. complete cds: and 55 ribosomal RNA. tRNA-Val, fRNA-

5 Thr {RNA-Lys tRNA-Gly {RNA-Leu tRNA-Arg. tRNA-Pro. tRNA-Ala. 168 ribosomal RNA. tRNA-lle. 23S ribosomal RNA. 5S ribosomal
RHA 188 ribosomal RNA. and 238 ribosomal RNA genes. complete sequence Search details =
13,214 bp linear DNA ("Staphylococcus aureus"[Organism]
Accession: L36472 1 GI: 567883 OR Staphylococcus aureus[All
GenBank FASTA Graphics Related Sequences Fields]) AND 163[All Fields]

[0 staphylococcus aureus strain P93-02f 16S ribosomal RNA gene. partial sequence “

6. 606 bp linear DNA e
Accession: DQG47044.1 GI: 109676870 Beemare
GenBank FASTA Graphics PopSet Related Sequences

[[] Staphylococecus aureus strain P91-7354b 168 ribosomal RNA gene. partial sequence Recent activity =

7. 606 bp linear DNA TumOFf Clear
Accession: DQ647042.1 GI: 109676868 Q, Staphylococcus aureus 165 (27518)
GenBank FASTA Graphics PopSet Related Sequences Nucleotide

Vibrio sp. 85 165 ribosomal RNA gene
[0 staphylococcus aureus subsp. aureus COL chromosome. compléle genome B P iy 9
2 partial sequence Nu

2.809.422 bp circular DNA
Accession: NC_002951.2 Gl: 57650036
GenBank FASTA  Graphics

Vibrio albensis strain RC782 16S ribosomal
RNA, partial sequence Nuclectide

B
B Vibrio alginolyticus strain CPVAZ10 168
B

[l Staphylococcus aureus sirain RKAG 165 ribosomal RNA gene. partial sequence ribosomal RHA gene, partial sequer t

www.nebi.nim.nih.gov/nuccore/136472.1

Vibria cholerae strain CA1 168 ribosomal -

Gambar 1. Website www.ncbi.nlm.nih.gov

2. Kemudian akan keluar beberapa Spesies bakteri Staphylococcus
aureus dengan strain berbeda yang memiliki kode sekuen 16s RNA
gene, lalu dipilih yang memiliki ‘partial sequence” yang berarti bahwa
daerah yang kita inginkan telah memiliki sekuen yang lengkap, lalu klik
sehingga diperoleh informasi untuk strain

= Stephylococeus aureusdt % = Staphylococeus aureus st Yosr ONLINE ANALVSIS TOGL: Y % PrimeraPlus

C' | [ www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQE47044.1

Display Settings: (%] GenBank
Change region shown =
Staphylococcus aureus strain P93-02f 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 9
GenBank: DQB47044 1 §
FASTA Graphics PopSet Customize view =
Locus DRE4TO%E 606 b DA limear  BCT 01-0UN-2007
DEFINITION Staphylococcus aureus strain P93-02f 165 ribosomal RNA gene,
partial sequence. Analyze this sequence L
ACCESSION  DQ64704% Run BLAST
VERSION DRE47044.1 GI:1096T76E70
xEvwoRDS . Pick Primers
SOURCE Staphvlococcus aursus Highlight Sequence Features =
ORGANISM reus N
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcus. Find in this Sequence
REFERENCE 1 (bases 1 to 606)
AUTHORS Hsieh,C.¥., Chen,L. and Tsai,3.5.
TITLE Joint lesicns in native colored broiler chicken with natuzal and LinkOut to external resources -
artificial Staphylococcus aureus or Staphylococcus cohnii infection
JOURNAL  Umpbiscned Ribosomal Database Project I
REFERENCE 2 (bases 1 o 606) [Ribosamal Database Project Il
LUTHORS  Hsien,C.¥., Chen,L. and Tsai,S.S. SILVA SSU Database
TITLE Direct Submission [SILVA]

JOURNAL  Submitted (22-MAY-2006) Department of Veterinary Medicine, National
Pingtung University of Science and Technology, 1 Shen-hu Rd.,

Neipu, Pingtung 91207, Taiwan - -
Related information

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..606 Related Sequences
/organism="5taphylococcus aureus"
Y ° PopSet
genomic DNA
Taxonomy

zRIA
i /product="16S ribosomal RNA" Recent activity -
ORIGIN Tum Off Clear
1 gegcagagat atggaggaac accaghtogog SaQgCUACTt LOLgUtctot aactgacgot

61 gatgtocgaa agcotoooa tcasscagoe ttagataccc togtagtcca cgccgtasac

121 gatgagtoct aagtottagy goUtttccge cocttagtge tgcagctaac goattaagca

Staphylococcus aureus strain P93-02f 165
ribosomal RNA gene, partial sequer nucizsti

181 ctecgectgy ggagtacgac cgoaaggttg asactcaaag gaattgacgy ggaccegoac B Staphylococcus aureus subsp. aureus strain
241 aagcggtgga gOaTETEUTT taattogaag Caacgcgaag aaccttacca aatcttgaca MRSA252. complete gename Nuclectide
301 tcctttgaca actctagaga tagagcocTTc COCTTOQQQY gacaaagtga caggtogtgc A PP =

Gambar 2. Partial sequence pada Staphylococcus aureus
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3. Selanjutnya untuk memperoleh sekuen nukleotida yang dicari klik

FASTA dengan tampilan seperti gambar dibawah ini

<« C' | [ www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/530852382%report=fasta&fr

& NCBI  Resources

How To (]

= Proteus mirsbilis | x 1 & Nucleotide BLAST x V. & NCBIBlastgh|L36 x ¥, 3 NCBIBlastgblDO x ¥ = Staphylocaccus = x Y &3,

Sign in to il

Nucleotide Nucleotide [~/

|

Limits  Advanced

Display Settings: FASTA

@ showing 606 bp region from base 665 to 1270

sequence
GenBank: KF495200 1
GenBank  Graphics

RNA gene, partial sequence
GCECAGAGATAT! CCAGIGECGARGECGACTIICTGETCTGTARCTGACGCTGATGTIGOGRR
LECETEEEEAT CARACAGEATTAGATACCCTEETAGT CORCECCETARACEATGAGTGCTARGTETILGE
GEETTTCCECCCCTTAGTGCTGCAGCTARCGCATTARGCACTCCECCTEEEEAGTACGACCECRAAGETTE

ARACTC TTGACGGEGACCCECAC GGAGCATGTGETTTAATTCGAAGCARCGOGRAG
ARCCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACARCTCTAGRGATAGAGCCTTCCCCTT CRARGTGR
CLEETEETECATEETTETCETCAGCTCETETCETGAGATGTTGEET TALET CGRGCGCRACCE

TTAAGCTTAGTTECCATCATTAAGTTGGECACTCTAAGTTEACTECCEETEACARACCEEAGERRGETEE
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATITGGECTACACACGTGCTACAATGGACARTACARAGGE

Staphylococcus aureus strain ATCC 41577 16S ribosomal RNA gene, partial

>gb|KF495200.1]:665-1270 Staphylococcus sureus strain ATCC 41577 165 ribosomal

Help

Change region shown <

) Whole sequence
@ Selected region
from: (665 to: 1270

Customize view =2

Analyze this sequence
Run BLAST
Pick Primers

Highlight Sequence Features

m

CAGCGARACCECEAGGETCAAGCARATCCCATARAGTTGTICICAGT

Find in this Sequence

Related information
Taxanomy

Recent activity _
Tum OFf Clear

B staphylococcus aursus strain ATCC 41577
165 ribosomal RNA gene. partial se 1 o

B Staphylococcus aureus strain ATCC 1
lvsyHRNA synthetase gene. compl tw

Gambar 3. Fasta Nukleotida pada GenBank
4. Setelah kita mendapatkan sekuen gen yang dicari. Kemudian dicari
gen lainnya yang mirip dengan menggunakan program BLAST, Run
BLAST spesies yang diambil langsung pada laman tersebut. Hasil

terlihat pada gambar dibawah ini.

 Staphylococcus aureusit XV © Nucleotide BLAST: Search x _oar ONLINE ANALVSIS TOOL® X ¥ &% Primer3Plus *

X | [4 blastncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides&PROGRAM =blastn&QUERY =DQ647044.1&

a0 in [Repister]

» NCEU BLAST) blastn suite Standard Nucleofide BLAST
[blastn | _blastp | blastx | thiasin | thiast
Enter Query Sequence L mere. L
Enter acoession numberls), gils), or FASTA sequence(s) @ P ——
pasaTess-3 From|
4 7o

Or, upioad file No file chosen @
Job Title

ST D

Choose Search Set

Database Human genomic:+ tansaipt O Mouse genemic-s transcript O Others (nr etc).
Nodeotive collection (o) =

Organism
Gptional

Exclude

Entrez Query
optons

Pragram Selection
Optimize for Highiy similar sequences (megablasty
Meare dissimilar sequences (discentiguous megablast)

(@BIASTI) | seoren using Biastn (Optmize for someswnat similar sequences)

Shewrssute in £ nsw wngon

@ Algorithm parameters

Gambar 4. Tampilan “nucleotide blast’ (bagian bawah).
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5. Setelah di BLAST akan keluar beberapa sekuen gen yang memiliki

kemiripan dengan sekuen yang kita miliki. Dari gambar terlihat garis-
garis berwarna merah yang berarti sekuen-sekuen yang ada memiliki
skor lebih dari 200. Kemudian dipilih organisme lain yang akan
dibandingkan. Dalam memilihnya, dipilih yang berwarna merah dan
juga sekuen yang complete cds. Untuk mengoleksinya dipilih
‘Description” sehingga akan keluar “result” vyaitu hasil koleksi

organisme pilihan kita. Terlihat pada gambar di bawah

2 Staphylocaccusaureus 16 % V. &5 Nucleotide BUAST: Seareh XV < NCEI Blast:gb|DQ647044.1 x Y oar ONLINE ANALVSIS TOOL® % Y 2% Primerapius P wa

« € [ blastncbinlm.nihgov/Blast.cgi

Gambar 5. Hasil Blast- N dengan beberapa sekuens GenBank

6. Setelah mengklik kode organisme lain pada kotak accession,

kemudian kita akan memperoleh informasi tentang organisme yang
telah dipilih tersebut yang memiliki kemiripan dengan spesies yang kita
punya, lalu untuk melihat sekuen nukleotidanya kita klik FASTA.
Setelah itu semua sekuen nukletotida organisme yang kita pilih tadi

dikopi ke notepad
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25 Staphylococcus = % V. 3 Nucleotide BLAST x Y. &3 NCBI BlastgbDQ! % ¥ 2 h o x (2 2 % Y oar ONLINE ANALYST x ¥ I, Primer3Plus

<« € | [) www.nebinlm.nih.gov/nuccore/5508491047report=fasta

Nucleotide  [=]]

Limits Advanced Help

Display Setting FASTA

Staphylococcus epidermidis strain C0181 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: KF575160.1

GenBank Graphics PopSet CuStomizeew =
>gi|5508491041gb|KF575160.1| Staphylococcus epidermidis strain C0181 165

zibosomal RNE gene, partial sequence

ATACATGCAGT TTGCICCITTGACGTT. GAGTAACAC Analyze this sequence -
GTGGGTAACCTACCTATAAGACTGRGATAACTT TAATACCGGATARTATITCGAAC Run BLAST
CGCATGETTCGATAGTGARAGATGETTITECTATCACTTATAGATGEACCCGCECCETATTAGCTAGTTE

GTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCT GATCGGCCACACTGGAACTG Pick Primers
CACACECTCCAGACTCCTACGEEACECAGCACTACSERAT CT TCCACART GEECERARGCOTERCEERE Highlight Sequencs Features

A GAGTGATGAAGGTCTTCGEATCGTARAACTCTGITATTAGGGARGARCATACGTGTARG

TAACTATGCACETCTTGACGETACCTAATCAGARAGCCACBECTARCTACGTECCAGC: ART Find in this Sequence

aceTAGET TATCCGERATIATT T TITTITARGTCIGATG

TERARGCCCACGRCTCARCCOT CORGEaTCATTGEARACT CORAAACT ToACTECACARGACERRAGT S0 B
ARTTCCATGTGTAGCEGTGARAT: a7 TTTCTGET Related information S
TGTAACTGACGCTGATGTECOARACCET GEEEATCARACACGATTAGATACCOTGETAGT COACECERTA

BACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGEEGT TTCCGCCCCTTAGT GCTGCAGCTARCGCATTARGCACTCCECC PopSet
TGEGGACTACGACCECARGGTTGARACT CAARGGARTTGACEGEEACCCGEAC GERGCATETG Taxonomy
GTTTARTTCGAAGCARCGCGARGRACCTTACCARATCTTGACATCCTTTGACAACT CTAGRGATAGARCC

TTCCCeTT GACAGETGETGCATGGTIGTCGTCARCTCETGTCETGAGATGTTGEETT

AAGTCCCGCARCEARCGCARCCCT TAARCT TAGTT GCCATCATTARGT TEGGCACT CTARGTTGACTECT -
GGTGACARACCGGAGGAAGGTGGEEATGACGTCARATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGT Recent activity =
GCTACAATGEACRAT TeceaT TeTTCTCASTT Tumott clear
CEEATTETACTCTGCAACT COACTACAT GAAGCTGEAAT CECTAGTARTCATAGATCAGCATGCTACEET

GAATACGTTCCCEEETCTTGTACAL CACCACGAGAGTTTGTARCACCCE: (e'ed B Staphylococcus aureus subsp. aureus 2172

AGTRACCATITGEAGCTAGCCGTCEARGET complete genome o

Staphylococeus epidermidis strain C0181
16S ribosomal RNA gene, partial se tiuci=

Staphylococeus haemolyticus strain PAH-3
16 ribosomal RNA gene, partial sg tuci=ctios

o T @

gb|DQE47044.1] (606 letters)

BlasT

Gambar 6. Sekuen DNA spesies lain dari hasil BLAST

7. Kemudian dipilih “Get Selected Sequences” lalu selanjutnya dipilih
‘FASTA” dankemudian di “APPLY” sehingga didapat sekuen- sekuen
gen dari sejumlah organisme yang kita pilih. Setiap sekuen kita copy
dan dipindahkan ke file notepad yang sebelumnya (Gambar 3) lalu file

tersebut disimpan. Terlihat pada gambar di bawah

" Statccoccu aureus - orep2” T |- )

File Edit Format View Help
>g11109676870|gb|DQ647044. 1| staphylococcus aureus strain P93-02f 165 ribosomal RNA gene, partial sequence =
GCGCAGAGATATGGAGGAACACC AGTGGCGAAGGC GACTTTC TGGTC TGTAAC TGACGCTGATGTGCGAA T
AGCGTGGGEATCAAACAGGATTAGATACCC TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC TAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGC TGCAGC TAACGCAT TAAGCAC TCCGCC TGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
IAAACTCAAAGGAATTGAC GGGGACCCGCACAAGC GGTGGAGCATGTGGTT TAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTC TAGAGATAGAGCC TTCCCC TTCGGGGGACAAAGTGA
ICAGGTGGTGCATGETTGTC GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGTCCC GCAACGAGCGCAACCC
[TTAAGCTTAGT TGCCATCATTAAGT TGGGCACTCTAAGT TGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGC TACACACGTGC TACAATGGACAATACAAAGGG
CAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGT

>gb|KF495200.1| :665-1270 Staphylococcus aureus strain ATCC 41577 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
GCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC CTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAA
|AGCGTGGGGATC AAAC AGGATTAGATACCC TGGTAGTCCACGCCGTAAMC GATGAGTGCTAAGTGTTAGG

GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGC TACACACGTGC TACAATGGACAATACAAAGGG
|CAGCGAAACCGCGAGGTCAAGC AAATCCCATAAAGT TGTTC TCAGT

>g1|558518419|gb|KF543100.1| staphylococcus haemolyticus strain PAH-3 16s ribosomal RNA gene, partial sequence
IAGAGTTTGATCATGEGC TCAGGATGAACGC TGGC GGCGTGCC TAATACATGC AAGTC GAGCGAACAGACAA =
GGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC TACC TATAAGACTGGG

|CCGCCCGTCACACCACGAGAGT TTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTGGAGC TAGCCGTCGA
|AGGTGGGAC AAATGATTGGGETGAAGTCGTAACAAGGGTAACCG TAAAAC

911550849104 | gb |KF575160.1| staphylococcus epidermidis strain CO181 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
AT ACAT GCAGTC GAGC GAAC AGACAAGGAGC TTGC TCCTT TGACG T TAGCGGC GGAC GGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTACCTATAAGAC TGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGC TAATACCGGATAATATT TCGAAC
ICGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGT TTTGCTATCACT TATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTG
GTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC GACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC GGCCACACTGGAACTG
|AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC T TCC GLAATGGGL GAAAGCCTGACGGAG
ICAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTC TGT TAT TAGGGAAGAACATACGTGTAAG
ITAACTATGCACGTC TTGACGGTACC TAATCAGAAAGCCACGGC TAAC TACGTGCCAGC AGCCGCGGTAAT -

Gambar 7. Sekuen-sekuen gen bakteri 16S hasil BLAST dalam file notepad.

66/ 86



8. Setelah itu sekuen nukleotida yang telah terdapat pada file notepad
tadi akan digunakan untuk mendesain primer dengan menggunakan
program Clustalw multiple alignment pada website
www.ebi.ac.uk/tools/msa/clustalw2 untuk melakukan pensejajaran

sekuen nukleotida yang kita miliki dengan nukleotida dengan

mengupload file notepad tadi dan kemudian diklik submit

<« X [ www.ebiacuk/Tools/msa/clustalw2/ <%

ClustalWw2

Input form | Web services = Help & Documentation <. Share ;| ® Feedback

Tools > Multiple Sequence Alignment > ClustalW2

Multiple Sequence Alignment

Clustalwz is a general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins.
Note: ClustalWw2 is no longer being maintained. Please consider using the new version instead: Clustal Omega

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of[DNA [+ sequences in any supported format

Or. upload afile: [(Choose File | Staplylococ.... aureus.txt

STEP 2 - Set your Pairwise Alignment Options
Alignment Type: @ Slow ¢ Fast
The default ssttings will fulfil the needs of most users and, for that reason, are not visible.

(Glick here, if you want to view or change the default settings.)

Waiting for www.ebiac.uk...

= Stophylococcus o x ¥ & Nucleatide BLAST X V| &5 NCBI B axT= A ST Clustowz < muit x Y[ Prmerpiue 1 NNl

I

Gambar 8. Alignment beberapa spesies Staphylococcus aureus

9. Kemudian akan muncul hasil pensejajaran yang memiliki tanda bintang
merupakan daerah yang conserve dan digunakan sebagai desain
primer yang spesifik terhadap spesies Staphylococcus aureus namun

variavel terhadap spesies lain

= Staphylococcus 2 x Y, 3 Nucleotide BLAST x V. &5 NCBIBlastgblDCl x Y, & RAE IRAE Y <clu x ENPimasnits x

<« C' | [ www.ebi.acuk/Tools/services/web/toolresultebi?jobld=clustalw2-120131202-064340-0395-25185823-0y

ClustalWw?2

>

Input form | Web services | Help & Documentation = Share i ™ Feedback

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustalw2

Results for job clustalw2-120131202-064340-0395-25185823-0y
Result Summary || Guide Tree || Phylogenetic Tree || Submission Details

Download Alignment File || Show Colors | Send to Clustalw2_Phylogeny

CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

9111096768701 gb| DQE47044.1]
911550849104 |gb | KF575160.1 TACAIG T

g1|556518418 | gb|KF543100.1] AGAGTTTEATCATGRCTCAGGATGRACEL GCCTRATACATG 50
911559147994 | gb| KFE61544.1] ~TAGTTTBATCCTEGCTCAGRTTGARCECTES!
gb|CPO0GB38.1|_2275859-2276464

gi1109676870|gb| DQE47044.1]
911550849104 |gb| KF575160.1] CRG-TCGRGCEAATAGACA-
g1|558518419|gb | KF543100.1] CRRGICGAGCGARTAGACA-.
911559147294 | gb | KFE61544.1] CARGT
gb|CPO0GE38.1|_2275858-2276464

911109676870 |gb| DRE47044.1]
911550849104 | gb | KF575160.11
911558518419 |gb | EF543100.11
911559147994 |gb | KFE61524.1]
gb|CEO06232.1|_2275858-2276464

9111096768701 gb| DRE4T044.1]
911550849104 |gb|KF575160.1]
911558518419 gb| KF543100.1]
911559147994 | gb| KF661544.1]
gpICPO0GE3E.1|_2275859-22746464

E—T—

el
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10.Sebelum mengalignment dengan beberapa spesies yang berbeda
terlebih dahulu dialignment dengan spesies yang sama antara
Staphylococcus aureus strain P93-02f dengan Staphylococcus aureus
strain ATCC 41577untuk mengetahui daerah conserve yang spesifik

terhadap spesies tersebut dengan ditandai daerah yang berwarna.

— ———
$# BioEdit Sequence Alignment Editor - [E\Bioteknologi (ETK] 2013\Semester 1\Genetika gas bu Sp.clustalu] [
5% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA \World Wide Web Options Window Help _ =]
=0
2tatal

=] Couier Nev R4 |KTREN ol sequences shode thieshaid 100% |1 [
Mode: [Select / Slide g\ i il Mask: Nane

o

el
& 1 DI3T G oo 2EREEEIN Fave =
o

=)
g1|105676870|gb|DQE47044.1]
gb|KF455200.1]_665-1270 c

Page:6 of 6 | Words:0 | <¥ Indonesian IEEEEENTS L) ()

Gambar 10. Daerah conserve pada Staphylococcus aureus
11.Kemudian File di Download dan disimpan dalam program ClustalW
Multiple aligment yang dapat langsung dibuka dalam BIOEDIT.
Kemudian akan muncul sekuen-sekuen yang telah diClustalW. Untuk
mempermudah kita untuk mencari sekuen yang conserve, sekuen-
sekuen gen yang conserve bisa ditandai dengan memilih “Shade
Indentities and similarities in alignment window”. Pada daerah
concerve yanga bewarna hitam. Untuk desain primer diambil daerah
yang conserve terhadap satu spesies yang sama tetapi tidak conserve
terhadap spesies lain (daerah variabel) pada gambar dibawah ini

ditandai daerah yang tidak berwarna hitam.
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B & [fumte =i =B 8 lotal sequences

Mode: [Select / Side = | ;;\:ﬁ;:n 72510 735

& 1 D I T ool B ERRN TN A [ o

L G ST ———_—_.,

géISEESIEllglgbIKFEASIOOv]|

gi|550849104 |gb|KF575160.1]

gi|109676870|gb|DQE47044.1]

gb | KF495200.1| 665-1270

gi|452108490|gb|RC595561.1]

gi|110585858 |gb|DQ768232.1|

gi|559147994 |gb|RFEE1544.1|

Clustal Consensus
Daerah conserve untuk semua spesies (tidak
cocok untuk desain primer spesifik )

N el =T =

PageiBaf8 | Wordsi0 | o5 Indanesian @@ s = 70 o) U )

$ File Edit Sequence cessory Application  RNA World Wide Web  Options  Window Help

%+ BicEdit Sequence Alignment Editor - [E\Biots B enetika Molekuler\tugas bu utufiwahyu\tambahan lain.clustalw] |

= 0
H Wm B 8 total sequences
= Selection 1038 1o 1038 Seauence Mask: Hone Start
Mods: [Select / Slide ] P Numbeing Mask: None i ot
—— T A rrae Serol L] =

& I D LI oo =R EENTIIEEEE R et @anE Sy e
e o PO
3 570

31556518419 [gb |RES42100.1
9i|550849104|gb|RFS75160.1
31|109676870|gb|DgE47044.1
gb |KF485200.1] 665-1270
911452108490 |gb|RC595561.1
3i|110385858 |gb|DQ768232.1
gi]559147994 |gb|RFGE1544.1
Clustal Consensus

HQd0Qaq0

Daerah conserve terhadap 1 spesies namun
variabel terhadap spesies lain (cocok untuk
desai primer spesifik)

601 CTCAGT

Gambar 11. Daerah Conserve untuk desain primer spesifik

12. Setelah itu untuk mendesain primer yang spesifik untuk
Staphylococcus aureus digunakan website www.primer3plus.com
dengan cara mengupload atau mengkopi sekuen nukleotida
Staphylococcus aureus yang menjadi target kita ke kotak paste
sequence or upload file, pada kotak task kita pilih cloning, dan pada
bagian include region, dituliskan posisi nukleotida kita untuk bagian
forward dan untuk reversenya dengan menuliskan selisih posisi
nukleotida antara posisi reverse dikurang forward. Lalu klik pick
primers.Berikut hasil desain primer dengan menggunakan Primer3plus
pada spesies bakteri Staphylococcus aureus
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23 Proteus mirabi X . & Nucleotide BL. % V. &3 NCBI Blastgb| X ¥ & NCBIBlastigh|l X V. & Staphylococes

€« c

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence

[ www.bioinfarmatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cg

x V3 Staphylococcy X V.

Primer3Manager

About

X

T PVRNEBISE R I, Primer3Plus

Help

Source Code

[ = Back |

Pair 1

Primer reverse

V| Left Primer 1:  gi|109676870|gb|DQ647044 1| Staphylocaccus

CTGGTCTGTAACTGACGCTGA
Length: 21 bp

Sequence I

Start: 42 Tm: 591°C GC: 524 % SELF: 1.0

V] Right Primer 1 |gi[109676870/gblDQ647044 1| Staphylococcus

> Primer forward

GAAGGGGAAGGCTCTATCTCT

Sequence

Start: 336 Length: 21 bp Tm: 581°C GC:

524%

Product Size: 295 bp

| Send to Primer3Manager | | Reset Form |

1 GCGCAGAGAT

AACTGACGCT
101 TGGTAGTCCA
151 CCCTTAGTGC
CGCAAGGTTG
GCATGIGGTT

ATGGAGGAAC
GATGTGCGAA
CGCCGTARAC
TGCAGCTAAC
AAACTCRAAG
TAATTCGAAG

ACCAGTGGCG
AGCGTGGGGA
GATGAGTGCT
GCATTARGCA
GAATTGACGG
CAACGCGARG

AAGGCGACTT
TCAAACAGGA
AAGTGTTAGG
CTCCGCCTGG
GGACCCGCAC
AACCTTACCA

TCTGGTCTGT
TTAGATACCC
GGGTTTCCGC
GGAGTACGAC
AAGCGGTGGA
AATCTTGACA

301 TCCTTTGACA
CAGGTGGTGC
01 TCCCGCAACG
ACTCTAAGTT
01 AAATCATCAT

ACTCTAGAGAR
ATGGTTGTCG
AGCGCAACCC
GRCTGCCGGT
GCCCCTTATG
CAGCGARACC

TAs
TCAGCTCGTG T TGAGA'
TTAAGCTTAG TT
GACRRACCGGE
ATTTGGGCTA
GCGAGGTCRA

GACARAGTGA

Primer reverse
complement

TAAGTTGGGC
GGATGACGTC
ACRATGGACA

TAAAGTTGTT

CACACGTGCT

ATACRAAGGC GCAAATCCCA

CTCAGT

Untuk desain Primer forward terdapat pada urutan basa nukleotida ke
42. Sedangkan untuk desain primer reverse diambil pada urutan basa
nukleotida ke 336. Nukleotida yang didapat dari sekuen ujung 3 tadi
kemudian dicari lalu

komplemennya kemudian dibalik. Atau dapat

menggunakan program “Reverse Complement” yang hal ini langsung
terprogram dari Primer3plus beserta dengan nilai Tm dan persentase G+C
nya. Hasil desain primer spesifik yang diperoleh untuk Staphylococcus aureus

adalah untuk Sebagai berikut

Start | BP | (Tm)°C| GC | Self Nukleotida

Product

42
336

21
21

59.1
58.1

52.4%
52.4%

1.00
2.00

CTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GAAGGGGAAGGCTCTATCTCT

Forward
Reverse

Hasil desain primer ini dapat digunakan untuk mengindentifikasi bakteri
Staphylococcus aureus pada suatu produk herbal yang terkontaminasi oleh
ada nya bakteri tanpa perlu waktu lama dengan identifikasi secara 16S rDNA.
Apabila bakteri yang mengkontaminasi suatu produk herbal kemudian kita
isolasi DNA bakteri langsung dari sampel produk herbal tersebut dan
diamplifikasi dengan primer spesifik terhadap Staphylococcus aureus yang

telah di desain, maka apabila hasil amplifikasi DNA bakteri hasil PCR setelah
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di visualisasi dengan gel agarose dapat dilihat ukuran pita sekitar 600 bp
sehingga dapat diambil kesimpulan bahwa produk tersebut terkontaminanasi
spesies Staphylococcus aureus.

Primer spesifik bagi Staphylococcus aureus dapat didisain melalui
bioinformatika. Dengan Primernya yaitu:

1 Forward : 5 CTGGTCTGTAACTGACGCTGA’3

"1 Reverse : 3’ GAAGGGGAAGGCTCTATCTCT'S

1. EVALUASI BELAJAR
a. Rangkuman
Desain primer merupakan bagian dari bioinformatika yang menjadi
faktor yang paling penting/langkah-langkah menentukan sekuen DNA yang
belum diketahui. Berbagai program bioinformatika yang tersedia untuk
pemilihan pasangan primer dari urutan template. Program kebanyakan untuk
desain primer PCR mencerminkan peran sentral PCR dalam biologi molekuler
modern. Desain Primer merupakan salah satu bahan yang digunakan dalam
proses perbanyakan untai DNA dengan menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction. Primer adalah oligonukleotida spesifik yang komplemen
dengan daerah yang ditentukan pada DNA target sebagai tempat dimulainya
sintesis DNA baru dengan metode PCR
b. Latihan
1. Jelaskan Karakteristik Primer yang baik ?
2. Apa yang menjadi pertimbangan yang penting dalam mendesain
primer?
Jelaskan tentang primer Forward dan primer Reverse !

Apa perbedaan degenered primer dengan primer spesifik ?

c. Tugas

Buatlah desain primer dari gen spesifik dan spesies bakteri spesifik
Penilaian Tugas

1. Tugas dibuat di blog mahasiswa

2. Blog di link ke web hybrid learning.
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3. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul
4. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas
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BAB VII. ANALISIS POHON FILOGENETIK

l. Pendahuluan
a. Pengantar

Filogenetik dikenal sebagai bidang ilmu yang tidak terlepas dengan
analisis bioinformatika. Filogenetika menyediakan fasilitas dalam bidang
epidemiologi manusia, ekologi, dan evolusi biologi. Ketertarikan peneliti
menggunakan analisis filogenetika tidak jarang membuat sedikit
membingungkan dikarenakan ketidak mengertian dalam menggunakan
beberapa metode dalam analisis filogenetik. Analisis filogenetik tidak terlepas
dari evolusi biologis. Evolusi adalah proses gradual, suatu organisme yang
memungkinkan spesies sederhana menjadi lebih komplek melalui akumulasi
perubahan dari beberapa generasi. Keturunan akan mempunyai beberapa
perbedaan dari nenek moyangnya sebab sedang berubah dalam sebuah
evolusi. Dalam mempelajari variasi dan diferensiasi genetik antar populasi,
jarak genetik dapat dihitung dari jumlah perbedaan basa polimorfik suatu

lokus gen masing-masing populasi berdasarkan urutan DNA

b. Kompetensi Dasar
Mahasiswa dapat memahami dan melakukan analisis filogenetik dari

data sekuens DNA sabagai dasar kekerabatan Organisme.

c. Kemampuan Akhir yang Diharapkan
Mahasiswa diharapkan :
a. Mampu mendefinisikan apa itu filogenetik
b. Mampu membuat pohon filogenetik dari data sekuens DNA
c. Mampu menjelaskan dan membaca analsisis percabangan pada

pohon filogenetik
d. Kegiatan Pembelajaran

1. Pembelajaran dilakukan dengan metoda contextual learning Small grup

discussion dan Presentasi
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2. Mahasiswa mencari bahan pustaka, membuat bahan presentasi dan

mempresentasikan hasil literasinya

Il. MATERI
A. Analisis Filogenetika Molekuler

Konstruksi pohon filogenetika adalah hal yang terpenting dan menarik
dalam studi evolusi. Terdapat beberapa metode untuk mengkonstruksi pohon
filogenetika dari data molekuler (nukleotida atau asam amino) Analisis
filogenetika dari keluarga sekuen nukleotida atau asam amino adalah analisis
untuk menentukan bagaimana keluarga tersebut diturunkan selama proses
evolusi. Hubungan evolusi diantara sekuen digambarkan dengan
menempatkan sekuen sebagai cabang luar dari sebuah pohon. Hubungan
cabang pada bagian dalam pohon merefleksikan tingkat dimana sekuen yang
berbeda saling berhubungan. Dua sekuen yang sangat mirip akan terletak
sebagai neighboring outside dari cabang-cabang dan berhubungan dalam
cabang umum (Common branch)

Filogenetika digambarkan sebagai klasifikasi secara taksonomi dari
organisme berdasarkan pada sejarah evolusi mereka, yaitu filogeni mereka
dan merupakan bagian integral dari ilmu pengetahuan yang sistematik dan
mempunyai tujuan untuk menentukan filogeni dari organisme berdasarkan
pada karakteristik mereka. Lebih lanjut filogenetika adalah pusat dari evolusi
biologi seperti penyingkatan keseluruhan paradigma dari bagaimana
organisme hidup dan berkembang di alam

Analisis filogenetika sekuen asam amino dan protein biasanya akan
menjadi wilayah yang penting dalam analisis sekuen. Selain itu, dalam
filogenetika dapat menganalisis perubahan yang terjadi dalam evolusi
organisme yang berbeda. Berdasarkan analisis, sekuen yang mempunyai
kedekatan dapat diidentifikasi dengan menempati cabang yang bertetangga
pada pohon. Ketika keluarga gen ditemukan dalam organisme atau kelompok
organisme, hubungan filogenetika diantara gen dapat memprediksikan
kemungkinan yang satu mempunyai fungsi yang ekuivalen. Prediksi fungsi ini
dapat diuji dengan eksperimen genetik. Analisis filogenetika juga digunakan
untuk mengikuti perubahan yang terjadi secara cepat yang mampu mengubah

suatu spesies, seperti virus
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B. Hubungan Filogenetik dengan penjejeran (Alignment)

Hubungan analisis filogenetika dengan alignment/penjejeran sekuen
ketika sekuen nukleotida atau protein dari dua organisme yang berbeda
memiliki kemiripan, maka mereka diduga diturunkan dari sekuen common
ancestor. Sekuen penjejeran akan menunjukkan dimana posisi sekuen adalah
tidak berubah/conserved dan dimana merupakan divergent/atau berkembang
menjadi berbeda dari common ancestor seperti diilustrasikan pada ilustrasi di
bawah ini. Sekuen 1 dan 2 diasumsikan berasal dari nenek moyang yang

sama (common ancestor). Total terdapat dua sekuen yang berubabh.

GAATC

GA(A/G)T(CIT)

Sekuen nenek moyang

GAGTT

Studi sekuen biologi selalu tidak dapat dihindarkan dari penjejeran
sekuen/alignment. Tujuan dari proses pensejajaran adalah mencocokkan
karakterkarakter yang homolog, yaitu karakter yang mempunyai nenek
moyang yang sama Ketika menghomologikan sekuen, kolom dari penjejeran
dapat digunakan untuk berbagai macam aplikasi seperti mengidentifikasi
residu dengan struktur yang homolog atau yang mempunyai fungsi yang

sama.

C. Kontruksi Pohon Filogenetik

Filogenetik merupakan kajian mengenai hubungan evolusi diantara
organisme atau gen dari segi taksonomi, dianalisis dengan menggunakan
kombinasi antara  biologi, molekuler dan teknik statistik.Dasar
klasifikasitersebut adalah persamaan dan perbedaan sifat morfologi, anatomi
dan molekuler. Sistem tersebut mencerminkan urutan perkembangan serta
jauh dekatnya kekerabatan antartakson, serta menggambarkan persamaan
dan perbedaan sifat berupa morfologi dan anatomi. Taksonomi
filogenetikmerupakan pengelompokan spesies atau jenis baru dengan cara
analisis molekuler dan morfologi. Klasifikasi sistem filogenetik disusun
berdasarkan persamaan fenotip yang mengacu pada sifat-sifat bentuk luar,

faal, tingkah laku yang dapat diamati, dan pewarisan keturunan yang
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mengacu pada hubungan evolusioner jenis nenek moyang hingga cabang-
cabang keturunannya

Filogenetik berdasarkan perbandingan genom dengan pemisahan ke
dalam hubungan evolusioner (clades), kemungkinan akan menggantikan
phenotypica (phenetic) taksonomi. Pengelompokan organisme terdiri dari
phenetic sistem yaitu pengelompokan organisme berdasarkan kesamaan sifat
karakteristik fenotipik (fisik dan kimia). Pengelompokan Phenetic, mungkin
atau tidak mungkin berkorelasi dengan hubungan evolusi.Filogenetik sistem
merupakan pengelompokan organisme berdasarkan pada kesamaan warisan
evolusi. Teknik sekuensing DNA dan RNA dianggap memberikan filogeni
paling berarti untuk menentukan nenek moyang dan evolusi yang terjadi.Oleh
karena itu tujuan dari sistematika ini adalah untuk menciptakan suatu
klasifikasi yang mencerminkan sejarah evolusi organisme.
Maka, diperlukan pengelompokan spesies ke dalam taksa :

1. Monofiletik yaitu jika nenek moyang tunggalnya menghasilkan

semua spesies turunan yang berasal dari takson tersebut, bukan

spesies pada takson lain.

2. Polifiletik yaitu jika anggotanya diturunkan dari dua atau lebih bentuk

nenek moyang yang tidak sama bagi semua anggotanya.

3. Parafiletik yaitu jika takson itu tidak meliputi spesies yang memiliki

nenek moyang yang sama yang menurunkan spesies yang termasuk

dalam takson tersebut
D. Konsep Pohon Evolusi

Pohon evolusi adalah sebuah grafik dua dimensi yang menunjukkan
hubungan diantara organisme atau lebih spesifik lagi adalah sekuen gen dari
organisme. Pemisahan sekuen disebut taxa (atau taxon jika tunggal) yang
didefinisikan sebagai jarak filogenetika unit pada sebuah pohon. Pohon terdiri
dari cabangcabang luar (outer branches) atau daun-daun (leaves) yang
merepresentasikan taxa dan titik-titik (nodes) dan cabang merepresentasikan

hubungan diantara taxa, yang diilustrasikan sebagai A-D pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur pohon evolusi

Oleh karena itu, sekuen A dan B dipisahkan dari sekuen common
ancestor yang direpresentasikan dengan titik-titik di bawahnya; C dan D
adalah mempunyai kemiripan. Pada Gambar 2 menunjukkan bahwa sekuen
A/B dan C/D memiliki common ancestor yang sama yang ditunjukkan dengan
sebuah titik pada bagian paling rendah dari pohon. Hal ini sangat penting
untuk mengenali bahwa masing-masing titik dalam pohon direpresentasikan
sebuah pemisahan garis evolusi gen ke dalam dua spesies yang berbeda.
Panjang masing-masing cabang pada titik berikutnya menunjukkan jumlah
sekuen yang berubah yang terjadi sebelum level pemisahannya. Contohnya,
panjang cabang antara titik A/B dan B menunjukkan spesies mempunyai rata-
rata evolusi yang sama
Dalam mengkonstruksi pohon filogenetika dapat diklasifikasikan menjadi 2
kategori yang digunakan sebagai strategi untuk menghasilkan pohon
filogenetika terbaik. Kategori pertama adalah memeriksa semua atau
sejumlah besar kemungkinan pohon filogenetika dan memilih satu yang
terbaik dengan kriteria-kriteria tertentu. Biasanya disebut dengan metode
exhaustivesearch. Metode maximum parsimony, Fitch Margoliash dan

maximum likehood termasuk dalam kategori ini. Kategori yang kedua adalah
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memeriksa hubungan topologi lokal dari pohon dan mengkonstruksi pohon
terbaik dengan langkah demi langkah. Metode Neighbor-joining dan beberapa
metode Distance lainnya adalah termasuk dalam kategori yang kedua ini
Dalam makalah ini akan dibahas tiga metode saja yaitu: (1) Maximum
parsimony, (2) Distance dan (3) Maximum likehoood yang secara umum
digunakan untuk membentuk pohon evolusi atau pohon terbaik untuk
mengamati variasi sekuen dalam kelompok. Masing-masing metode ini

digunakan untuk tipe analisis yang berbeda.

Metode maximum parsimony

Parsimony atau metode minimum evolution pertama kali digunakan
dalam filogenetik olen Camin and Sokal pada tahun 1965 (FELSENSTEIN,
1978). Metode ini memprediksikan pohon evolusi/ evolutionary tree yang
meminimalkan jumlah langkah yang dibutuhkan untuk menghasilkan variasi
yang diamati dalam sekuen. Untuk alasan ini, metode ini juga sering disebut
sebagai metode evolusi minimum/minimum evolution method. Sebuah
multiple sequence alignment dibutuhkan untuk memprediksi posisi sekuen
yang sepertinya berhubungan. Posisi ini akan menampilkan kolom vertikal
dalam multiple sequence alignment. Untuk masing-masing posisi yang
disejajarkan, pohon filogenetika membutuhkan perubahan evolusi dalam
jumlah terkecil untuk menghasilkan pengamatan perubahan sekuen yang
diidentifikasi. Analisis ini terus menerus dilakukan terhadap masing-masing
posisi dalam penjejeran sekuen. Akhirnya, pohon yang menghasilkan jumlah
perubahan terkecil secara keseluruhan dihasilkan untuk semua posisi sekuen
yang diidentifikasi. Metode ini berguna untuk sekuen yang mirip dan dalam
jumlah yang sedikit. Alogaritma yang digunakan tidak rumit tetapi dijamin
untuk dapat menemukan pohon yang terbaik, sebab semua kemungkinan
pohon yang dibentuk berhubungan dengan kelompok sekuen yang diperiksa.
Untuk alasan ini, metode ini cukup membutuhkan banyak waktu dan tidak
berguna untuk data sekuen dalam jumlah besar dan asumsi lain harus dibuat

untuk root pohon yang diprediksikan.
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Metode jarak/distance method

Metode jarak bekerja pada jumlah perubaha diantara masing-masing
pasangan dalam kelompok untuk mengkonstruksi pohon filogenetika dalam
kelompok. Pasangan sekuen yang mempunyai jumlah perubahan terkecil
diantara mereka disebut neighbors. Pada pohon, sekuen-sekuen ini
menggunakan secara bersama-sama satu titik atau posisi common ancestor
dan masing-masing dihubungkan titik oleh sebuah cabang. Tujuan dari
metode jarak adalah metode untuk mengidentifikasi pohon pada posisi
neighbors dengan benar, dan juga mempunyai cabang yang menghasilkan
data orisinil sedekat mungkin. Penemuan neighbors terdekat diantara
kelompok sekuen dengan metode jarak biasanya langkah pertama dalam
memproduksi sebuah multiple sequence alignment. Metode jarak pertama kali
ditemukan oleh Feng dan Doolitle; pengelompokan program oleh penulis
tersebut menghasilkan sebuah penjejeran dan pohon dari set sekuen protein
(FENG dan DOOLITLE, 1996).

Program CLUSTALW, digunakan untuk neighborjoining distance
method sebagai panduan untuk multiple sequence alignment. Program PAUP
versi 4 merupakan pilihan untuk membentuk sebuah analisis filogenetika
dengan distance method. Program PHYLIP package yang membentuk
analisis distance termasuk program yang secara otomatis dibaca dalam
sekuen dalam PHYLIP infile format dan secara otomatis menghasilkan file
yang disebut dengan tabel distance. Dalam pengukuran jarak genetik
menggunakan model substitusi nukleotida, suatu sekuen DNA akan
dibandingkan satu nukleotida dengan nukleotida lainnya. Jarak ini dapat
mengukur suatu sekuen nukleotida baik yang menyandi protein maupun tidak
Pada jarak matrik (distance matrices) yang dihasilkan, mereka mungkin
digunakan sebagai input yang mengikuti program analisis jarak dalam
PHYLIP. Program PHYLIP semua secara otomatis membaca input file yang
disebut infile dan menghasilkan sebuah outfile. Jadi, nama file harus diedit
ketika menggunakan program ini. Sebagai contoh, distance outfile harus
diedit untuk memasukkan hanya tabel distance dan jumlah taxa, dan ketika
file disimpan dengan nama sekuen infile. Analisis distance dalam program
PHYLIP adalah sebagai berikut:
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1. FITCH mengestimasi sebuah  pohon  filogenetika  yang
mengasumsikan penambahan panjang cabang menggunakan metode
Fitch-Margoliash dan tidak mengasumsikan sebuah molecular clock
(mengikuti rata-rata evolusi sepanjang cabang yang bervariasi).

2. KITCH mengestimasikan sebuah pohon filogenetika tetapi dengan
mengasumsikan molecular clock.

3. NEIGHBOR mengestimasi pohon filogenetika menggunakan neighbor
joining atau metode unweighted pair group dengan rata-rata
aritmatika (UPGMA). Metode neighbor joining tidak mengasumsi
molecular clock dan meghasilkan unrooted tree.

Metode UPGMA mengasumsikan sebuah molecular clock dan rooted
tree. Metode ini secara normal menghitung skor similaritas yang didefinisikan
sebagai jumlah total dari jumlah sekuen yang identik dan jumlah substitusi
konservatif dalam penjejeran dua sekuen dengan gap yang diabaikan. Skor
identitas antara sekuen menunjukkan hanya identitas yang mungkin
ditemukan dalam penjejeran. Untuk analisis filogenetik digunakan skor jarak
antara dua sekuen. Skor diantara dua sekuen adalah jumlah posisi yang tidak
cocok/mismatch dalam penjejeran atau jumlah posisi sekuen yang harus
diubah untuk menghasilkan sekuen yang lain. Gap mungkin diabaikan dalam
kalkulasi atau diberi perlakuan seperti substitusi. Ketika sebuah skoring atau
matrik substitusi digunakan, kalkulasi menjadi lebih komplek tetapi

secara prinsip tetap sama.

Metode neighbor - joining (NJ)

Metode neighbor-joining sangat mirip dengan metode Fitch dan Margoliash
kecuali tentang pemilihan sekuen untuk berpasangan ditentukan oleh
perbedaan alogaritma. Metode neighbor-joining sangat cocok ketika rata-rata
evolusi dari pemisahan lineage adalah di bawah pertimbangan yang berbeda-
beda. Ketika panjang cabang dari pohon yang diketahui topologinya berubah
dengan cara menstimulasi tingkat yang bervariasi dari perubahan evolusi,
metode neighborjoining adalah yang paling cocok untuk memprediksi pohon
dengan benar Neighbor-joining memilih sekuen yang jika digabungkan akan
memberikan estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat

merefleksikan jarak yang nyata diantara sekuen. Pada Gambar 4
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menunjukkan pohon filogenetika yang dikonstruksi dengan metode Neighbor-

joining.

Metode unweighted pair group dengan rata-rata aritmetika (UPGMA)
Metode jarak yang telah diuraikan di atas memberikan sebuah estimasi
yang baik dari sebuah pohon evolusi dan tidak terpengaruh oleh variasi dalam
rata-rata perubahan sepanjang cabang dari pohon. Metode UPGMA adalah
metode sederhana untuk konstruksi pohon yang mengasumsikan rata-rata
perubahan sepanjang pohon adalah konstan dan jaraknya kira-kira ultrameric
(ultrameric biasanya diekspresikan sebagai molecular clock tree). Metode
UPGMA dimulai dengan kalkulasi panjang cabang diantara sekuen paling
dekat yang saling berhubungan, kemudian rata-rata jarak antara sekuen ini
atau kelompok sekuen dan sekuen berikutnya atau kelompok sekuen dan
berlanjut sampai semua sekuen yang termasuk dalam pohon. Akhirnya

metode ini memprediksi posisi root dari pohon.

Pemilihan Outgroup

Jika kita ingin secara independen mendapatkan informasi yang
meyakinkan dari sekuen lebih berhubungan, sebuah prosedur dapat diikuti
dengan menambahkan sekuen pada pohon dan yang paling dekat dengan
root. Modifikasi dapat meningkatkan prediksi dari pohon dengan metode di
atas yaitu dengan menambahkan outgroup pada langkah akhir dari prosedur.
Satu atau lebih sekuen jenis ini disebut sebagai outgroup. Sebagai contoh,
sekuen A dan B berasal dari spesies yang telah diketahui terpisah satu
dengan yang lain pada awal evolusi berdasarkan catatan fosil. A dan B
kemudian diperlakukan sebagai outgroup. Pemilihan satu atau lebih outgroup
dengan distance method dapat juga membantu dengan lokalisasi root dari
pohon Root akan ditempatkan diantara outgroup dan titik yang
menghubungkan sekuen. Sekuen dari outgroup semestinya berkorelasi dekat
dengan sekuen-sekuen yang dianalisa, tetapi juga mempunyai perbedaan
yang signifikan antara outgroup dengan sekuen yang lain daripada diantara
sekuen itu sendiri. Pemilihan sekuen outgroup yang terlalu jauh kemungkinan
akan berperanan terhadap prediksi pohon menjadi salah akibat terdapat

pebedaan yang secara random yang lebih banyak diantara sekuen outgroup
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dengan sekuen lainnya Perubahan multiple sequence pada masing-masing
situs menjadi lebih mungkin dan akan lebih komplek untuk genetic
rearrangements yang komplek. Untuk alasan yang sama, menggunakan
sekuen yang terlalu berbeda dalam metode jarak dari prediksi filogenetik
dapat berperanan terhadap kesalahan yang terjadi (SWOFFORD et al.,
1996). Jumlah perbedaan yang meningkat, perubahan histori sekuen pada
masing-masing situs menjadi lebih komplek dan menjadi sulit untuk

memprediksi.
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Gambar 3. Pohon filogenetika DNA Maximum Likehood sekuen hemagglutinin
H7 virus Avian Influenza H7 low pathogenic

Analsisis Bootstrap

Analisis filogenetika set sekuen yang menjejerkan dengan baik adalah jelas
sebab posisi yang bertanggung jawab dalam sekuen dapat diidentifikasi
dalam multiple sequence alignment dari sekuen. Tipe perubahan dalam

penjejeran posisi atau jumlah yang berubah dalam penjejeran antara
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pasangan sekuen menyediakan dasar untuk menentukan hubungan
filogenetika diantara sekuen berdasarkan metode analisis filogenetika.
Penentuan perubahan sekuen yang telah terjadi menjadi sulit sebab multiple
sequence alignment mungkin tidak optimal dan sebab perubahan yang
banyak terjadi pada penjejeran posisi sekuen. Pilihan metode multiple
sequence alignment tergantung pada tingkat variasi diantara sekuen. Jika
penjejeran yang cocok telah ditemukan, pertanyaannya adalah bagaimana
prediksi filogenetika didukung oleh data dalam multiple sequence alignment.

Dalam metode bootstrap, data dilakukan resampled, dengan secara
random memilih kolom vertikal dari sekuen vyang dijejerkan untuk
menghasilkan penjejeran, dan dalam pengaruh sebuah penjejeran baru
dengan panjang yang sama. Masingmasing kolom digunakan lebih dari satu
kali dan beberapa kolom mungkin tidak digunakan pada semua penjejeran
yang baru. Pohon-pohon kemudian diprediksi dari beberapa penjejeran ini
dari resampled sekuen. Untuk cabang-cabang dalam topologi filogenetika
yang diprediksi menjadi signifikan jika set data resampled seharusnya
berulangkali (sebagai contoh > 70%) memprediksi cabang-cabang yang
sama.

Analisis bootstrap adalah metode yang menguji seberapa baik set data
model. Sebagai contoh validitas penyusunan cabang dalam prediksi pohon
filogenetik dapat diuji dengan resampled dari kolom dalam multiple sequence
alignment untuk membentuk beberapa penjejeran baru. Penampakan cabang
dalam pohon dari sekuen resampled ini dapat diukur. Alternatifnya, sekuen
kemungkinan harus dikeluarkan dari analisis untuk menentukan berapa
banyak sekuen yang mempengaruhi hasil dari analisis. Bootstrap analysis
didukung oleh sebagian besar paket software menguji cabang-cabang yang
dapat dipercaya.

Jarak genetik berdasarkan metode algoritma pembentukan pohon
akan menampilkan data berupa pohon filogenetika. Pohon filogenetika
memberi informasi tentang pengklasifikasian populasi berdasarkan hubungan
evolusionernya. Dalam rekontruksi pohon filogenetika, data molekul lebih
banyak dipakai karena dianggap lebih stabil dalam proses evolusi
dibandingkan dengan data morfologi. Pohon filogenetika dapat berakar

(rooted) atau tidak berakar (unrooted), tergantung metode analisis yang
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dipergunakan. Akar pada pohon menggambarkan titik percabangan pertama
atau asal masing-masing populasi dengan asumsi bahwa laju evolusi berjalan
konstan. Pola percabangan pohon dibentuk berdasarkan jarak matrik antar
pasangan populasi yang dapat menggambarkan fusi genetik yang terjadi
pada kelompok tersebut Panjang cabang menggambarkan jumlah substitusi
basa yang dapat berupa polimorfisme DNA atau haplotipe. Metode
pengolahan data yang digunakan harus sesuai dengan set data yang ada,
agar dapat menghasilkan pola percabangan (topologi) serta panjang cabang

yang benar.

Konstruksi Pohon Filogenetik dengan MEGA 6

program MEGA, (Moleculer Evolutionery Genetics Analysis)
merupakan program untuk membantu menganalisis gen, DNA, kromosom,
ataupun protein pada berbagai organisme, sehingga dapat disusun kesamaan
dan perbedaan materi tersebut pada organisme, serta kedekatan kekerabatan
antar spesies dengan penyusunan pohon phylogenetik. Penggunaan Gen
Bank NCBI dan Program MEGA akan sangat membantu dalam pembuatan
karya ilmiah seperti skripsi dan lainnya.

Tujuan dari perangkat lunak MEGA adalah untuk memberikan alat
untuk mengeksplorasi, menemukan, dan menganalisis urutan DNA dan
protein dari evolusi perspektif. Versi pertama dikembangkan untuk komputasi
terbatas sumber daya yang tersedia pada komputer pribadi rata-rata di awal
1990-an. MEGA juga termasuk penjelajah matriks dan filogenik jarak dan
sebagai modul grafis canggih untuk representasi visual data masukan dan
output hasil. Fitur-fitur ini, yang kita bahas dibawah ini, selain mengatur
MEGA lain urutan program analisis komparatif. Seperti versi sebelumnya,
MEGA dirancang khusus untuk mengurangi waktu dibutuhkan untuk tugas-
tugas biasa dalam analisis data dan untuk menyediakan metode statistik
analisis genetik molekuler evolusi dalam komputasi mudah digunakan meja
kerja.

Pohon filogenetik dibuat untuk memvisualisasikan hubungan evolusi
diantara berbagai spesies atau benda-benda lain. Pohon filogenetik yang
berupa diagram bercabang-cabang ini dapat dikonstruksi berdasarkan

kesamaan atau perbedaan sifat fisik atau genetik seperti sekuen DNA,
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sekuen asam amino (protein), pola pemotongan enzim restriksi, ukuran allel

pada analisa microsatellite, dan lain-lain. Dalam artikel ini kita akan membuat

pohon filogenetik berdasarkan sekuen DNA gen 16S ribosomal RNA dari
bakteri-bakteri.

lIl. EVALUASI BELAJAR

a. Rangkuman

b.

C.

A w0 NP

Konstruksi pohon filogenetika adalah hal yang terpenting dan menarik
dalam studi evolusi. Terdapat beberapa metode untuk mengkonstruksi
pohon filogenetika dari data molekuler (nukleotida atau asam amino)
Analisis filogenetika dari keluarga sekuen nukleotida atau asam amino
adalah analisis untuk menentukan bagaimana keluarga tersebut
diturunkan selama proses evolusi. Hubungan evolusi diantara sekuen
digambarkan dengan menempatkan sekuen sebagai cabang luar dari
sebuah pohon. Hubungan cabang pada bagian dalam pohon
merefleksikan tingkat dimana sekuen vyang berbeda saling
berhubungan. Dua sekuen yang sangat mirip akan terletak sebagai
neighboring outside dari cabang-cabang dan berhubungan dalam

cabang umum (Common branch)

Latihan
Jelaskan tentang Filogenetik secara sistematik?
Tuliskan Metode yang terdapat dalam analisis filogenetik
Apa yang dimasuk dengan Nilai Bootstrap dan UPGMA?

Bagaimana sistem kekeraban yang terbentuk dalam satu percabangan

Tugas

Buatlah konstruksi pohon filogenetik dari bakteri kelompok actinobacteria

dana analisis nilai bootstrap yang terbentuk (sertakan bakteri dari kelompok

lain sebagai outgroup.

Penilaian Tugas

1. Tugas dibuat di blog mahasiswa

2. Blog di link ke web hybrid learning.
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3. Blog tersebut harus mencantumkan logo dan nama Universitas Esa
Unggul
4. Diselesaikan sebelum batas akhir penyerahan tugas
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