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ABSTRACT

Plant breeding using conventional approaches is high cost and time consuming.
Researchers start elaborating the oportunity of plant breeding based on genome
analysis in order tc obtain an efficient process. This approach uses Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) marker and their association with fenotipes. The SNP identification
process actually can be conducted using application software such as SAMtools and
VCFutils. However, the output of the software, such a VCF file, is not easy to be
undertood and managed by breeding researchers. This research aims to integrate
software pipeline yield by previous research and database for storing SNP candidates
and their supporting information such as flanking area-obtained from DNA sequence
aligment and SNP's ID-which is automatically integrated to Soybean SNP reference from
NCBI. Mcreover, the system aiso provides a web based searching feature tor helping
researchers retrieving relevant SNP candidate information.
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ABSTRAK

Upaya penemuan varielas ungqul dengan cara pemuliaan tanaman secara konvensional
membutuhkan waklu yang lama dan biaya yang besar. Kendala tersebut mulai dapat
diatasi dengan memanfaatkan informasi yang diperoleh dari analisis genom, yaitu
berupa markah Single Nucleotide Polymorphism (SNP) beserla asosiasi dengan
fenotipenya. Selama ini, identifikasi SNP dapat dilakukan menggunakan aplikasi
SAMtools dan VCFutils. Keluaran dari aplikasi tersebut adalah informasi SNP yang
disimpan dalam fail berformat Variant Call Format (VCF). Fail dengan format tersebut
sult dimengerti dan diolah oleh peneliti pemuliaan. Penelitian ini  bertujuan
mengintegrasikan perangkal lunak pipeline yang dihasilkan oleh penelitian sebelumnya
dan basis data yang menyimpan informasi berupa SNP dan informasi pendukung
lainnya yang terkait dengan identifikasi SNP, antara lain flanking area yang diperoleh
dan DNA sequence alignment dan 1D kandidat SNP yang terintegrasi dengan dala
referensi SNP kedelai dari NCBI. Selain itu, sistem ini juga dilengkapi fitur pencarian
yang berbasis web untuk memudahkan peneliti pemuliaan menemukembalikan
informasi kandidat SNP yang relevan

Katakunct basis data. pipehine, SNP, pemuligan tanaman, kedelai

PENDAHULUAN

Kedelar merupakan salah salu sumber protein nabali yang secara langsung
dapal digunakan untuk pemenuhan kebutuhan gizi manusia maupun sebagai bahan
penghasi produk berkualitas hl’)ggl i‘ D1 Indoresia kebutuhan tanaman kedeiai
mencapa 235 juta ton per lahun dan cenderung mengalami peningkatan setiap
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tahunnya (Atman 2009, Purna et al. 2009). Peningkatan jumlah tersebut harus diikuti
dengan penemuan varietas unggul agar kualitas kedelai bisa meningkat. Usaha
pernuliaan tanaman kedelai merupakan salah satu cara untuk membantu menghasilkan
varietas baru kedelai yang unggul.

Upaya penemuan varietlas unggul dengan cara pemuliaan tanaman secara
konvensional membutuhkan waktu yang lama dan biaya yang besar. Kendala tersebut
mulai dapat diatasi dengan memanfaatkan informasi yang diperoleh dan analisis genom
pada tanaman kedelai tersebut, yaitu berupa markah Single Nucleotide Polymorphism
beserta asosiasi dengan fenotipenya. Single Nucleotide Pclymorphism atau SNP
(diucapkan “snips”) didefinisikan sebagai variasi dalam urutan DNA yang terjadi ketika
sebuah nukleotida tungyal A, 7. C, G dalam genom berbeda antar anggota spesies
(antar kromosom berpasangan dalam individu). Ketika SNP terjadi di dalam gen, mereka
menciptakan varian yang berbeda (ale/) pada gen tersebut. SNP adalah salah satu
penanda molekuler yang dapat digunakan untuk mempercepat usaha pemuliaan
tanaman. Selama ini, identifikasi SNP dapat dilakukan menggunakan aplikasi SAMtools
dan VCFutils [2]. Proses ini terbagi atas beberapa tahapan, antar lain Sequence
alignment, Alignment post-process. Vanant calling, Filtening SNF Candidates, dan
Making Sense of SNP Data [3]. Keseluruhan tahap identifikasi SNP sangat penting untuk
membantu proses penyilangan menjadi lebih efektif dan efisien.

Pada penelitian sebelumnya telah dihasilkan sebuah sistem identfikasi SNP
kedelai berbasis web yang diberi nama ISNIP [4]. Keluaran dari sistem tersebut adalah
informasi SNP yang disimpan dalam fail bertormat Variant Call Format (VCF). Fail
dengan format tersebut sulit dimengeri dan diolah oleh peneliti pemuliaan. Oleh karena
itu, diperlukan sebuah sistem yang mampu menyimpan informasi SNP kedelai dan fail
VCF tersebut. Hal ini akan memberikan kemudahan peneliti pemuliaan untuk mengolah
informasi SNP kedelai tersebut. Pada penelitian ini akan diintegrasikan perangkat lunak
pipeline yang dihasilkan oleh penelitian sebelumnya dan basis data yang menyimpan
informasi berupa SNP kedelai dan informasi pendukung lainnya yang terkait dengan
identifikasi SNP kedelai, antara lain flanking area yang diperoleh dari DNA sequence
alignment dan ID kandidat SNP yang terintegrasi dengan data referensi SNP kedelai dari
NCBI. Seiain itu, sistem ini juga dilengkapi fitur pencarian yang berbasis web untuk
memudahkan peneliti pemuliaan menemukembalikan informasi kandidat SNP yang
relevan.

METODE PENELITIAN

Data
Data yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari tiga jenis. di antaranya :

1. Data dengan fail berformat VCF yang didapatkan dengan cara menjalankan semua
proses pipeline pada sistem penelitian sebelumnya. Untuk percobaan. pada
peneliian i digunakan 4 varietas tanaman kedelai, di antaranya B3293 5M. Dalorsl,
Grobogan, dan Malabar. Data ini merupakan informasi SNP yang berfungsi sebagai
kunci yang diperlukan untuk proses penyimpanan ke dalam basis data.

2. Data dengan faill berformat FASTA yang didapatkan dar proses sequence aignment
pada sistem penelitian sebelumnya Data ini sebagai informasi pendukurg. yaitu
berupa flanking area untuk setiap SNP kedelai yang disimpan ke dalam basis data

3. Data SNP kedelai yang diambil dari basis data situs resmi NCBI (National Center for
Brolechinoloqy Information). vang terdin atas 20 kromosom dengan kurang iebih
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12.000.000 kemunculan SNP. Data ini sebagai integrasi untuk kandidat SNP yang
akan disimpan ke dalam basis data.
Metode

Peneliian ini dimwulai dengan melakukan analisis untuk menyelesaikan
permasalahan yang terjadi. Selain itu juga dilakukan analisis data dari fail berformat VCF
yang digunakan dengan berkonsultasi kepada pakar Biologi Molekuler mengenai bagian-
bagian penting dalam SNP kedelai, termasuk informasi pendukung lainnya. Setelah
dilakukan analisis, maka didapatkan informasi untuk membangun basis data, termasuk
atribut apa saja yang digunakan.

Basis data yang dibangun ini berfungsi untuk menyimpan informasi SNP kedelai
yang sudah diproses dari pipeline pada penelitian sebelumnya. Untuk memproses data
informasi SNP kedelai agar tersimpan di basis data, maka dilakukan integrasi pipeline
data SNP kedelai dan basis data, termasuk juga harus integrasi data SNP kedelai
dengan data SNP kedelai darn NCBI. Adapun penambahan flanking area diperloleh
dengan mengolah data hasil Multiple Sequence Alignment.

Selain itu, untuk mernbantu peneliti pemuliaan atau pengguna mengolah dan
menemukembalikan data yang sudah tersimpan di basis data, maka dibangun fitur
pencarian berbasis web. Setelah sistem diimplementasikan, dilakukan pengujian dengan
metode Black Box. Tujuan pengujian ini adalah untuk mengidentifikasi adanya
kesalahan pada implementasi integrasi pipeline, yaitu dengan melakukan semua
kemungkinan percobaan beberapa data yang berbeda.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Permasalahan pada penelitian ini adalah peneliti pemuliaan sulit untuk
memahami dan mengolah fail berfformat VCF yang diperoleh dan proses pipeline pada
penelitian sebelumnya yang diberi nama "ISNIP" serta kurangnya informasi pendukung
untuk membantu identifikasi SNP tanaman kedelai. Untuk itu, peru adanya solusi untuk
mengalasi masalah tersebut yaitu dengan mengintegrasikan pipeline dan basis data
yang menyimpan informasi berupa SNP kedelai dan informasi pendukung lainnya.
Proses tersebut akan dimplementasikan dalam antarmuka berbasis web untuk
memudahkan peneliti pemulaian melakukan proses tersebut.

Analisis Data

Langkah awal pada penelitian ini adalah menganalisis data yang digunakan.
Data yang digunakan terdiri dar liga jenis fail berformat VCF yang dihasilkan pada
proses pipeline penelitian sebelumnya. tail tersebut merupakan informasi utama
mengenai SNP. Format data bisa dilihat pada gambar 1.

[
1
|




Seminar Nasional dan Rapat Tahunan Bidang MIPA 2014 | SEMIRATA

Gambar 1 Format Data SNP Fail berformat VCF

Dari Gambar 1 dapat dilihat bahwa fail tersebut bisa dikelompokkan menjadi dua
bagian. yaitu:

1. Header yang berisikan info dan format penjelasan mengenai isi data SNP. Pada
bagian tersebut diawali dengan tanda '# untuk setiap barnsnya. Pada penelitian ini,
sebagian besar bagian tersebut tidak diproses atau digunakan untuk proses
integrasi pipeline dan basis cata. Hanya pada baris terakhir bagian tersebut
memberikan informasi field-field yang akan digunakan, yang berisikan antara lain :

»chrom (kromosom), pos (posisi), id, ref (reference). alt (alternalif), qua! (kualitas),
filte:, info dan fermat.

2. Informasi SNP yang dihasilkan dari proses pipeline. Bagian ini untuk setiap barisnya
memiliki pemisah yang dipisahkan oleh ‘tab’, artinya untuk setiap bagian yang
dipisahkan oleh 'tab’ mengandung informasi di setiap field-nya. Sebagai contoh:

10 1417490 - 63 T 931
- 10: mengandung informasi field chrom.
- 1417490: mengandung informasi field pos.
- . mengandung informasi field id, tanda *." artinya informasinya kosong.
- C: mengandung informasi field ref.
- T: mengadung informasi field alt.
9.31: mengandung informasi field qual.

Pada penelitian ini, bagian ini yang nantinya akan diseleksi untuk proses
disimpannya ke dalam basis data.

Data kedua yang digunakan adalah fail berformat FASTA (.fa atau .fy). Data
tersebut diperoleh dari proses sequence alignment pada penelitian sebelumnya. Format
data bisa dilihat pada Gambar 2.
>gi| 9626243 |ref |NC_001416.1| Enterobacteria phage lambda,

complete genome
GGGCGGCGACCTCGCGGGTTTTCGCTATTTATGAARATTTTCCGGTTTAAGGCGTTTCCGTTCT
PETTCG
TCATAACTTAATGTTTTTATTTAARATACCCTCTGARAAGAAAGGAAACGACAGGTGCTGARAAG
CGAGGC
TTTTTGGCCTCTGTCGTTTCCTTTCTCTGTTTTTGTCCGTGGAATGAACAATGGAAGTCAACAR
AAAGCA

GCTGGCTGACATTTTCGGTGCGAGTATCCGTACCATTCAGAACTGGCAGGAACAGGGAATGCCC
GTTCTG

w a e v A R e 3 2
1oL AAR OO AR LILAVO UL L L TALTOLAL L il 3 STCATAAARAT ST

GCGCCGLGAGGTTGAAGRACTG CGGCAG SCCAGCGAGGC

Gambar 2 Format Dala Faill berformat FASTA
Data tersebut pada inlinya mengandung informasi DNA tanaman kedelai tersebut
Daia ini digunakan untuk mendapatkan flanking area. Flanking area adalah informasi
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DNA yang berada di sexitar SNP. Manfaatnya adalah untuk memudahkan peneliti
pemuliaan menganalisa SNP lebih lanjut. Data ini nantinya akan terintegrasi pada posisi
SNF yang diperoleh pada data sebelumnya dan disimpan ke daiam basis data sesuai
posisi. Nenurut pakar, idealnya untuk memudahkan peneliti menganalisa adalah
mengambil 200-300 pasang basa.

Data ketiga yang digunakan merupakan data SNP kedelai dengan fail yang
diperoleh dan basis data NCBI. Fail ini berformat VCF. Format data bisa dilihat pada
Gambar 3.

#:fileformat=VCFv4 .0

#&source=dbSNP

It

treference=GCF_C00004515.1

##INFO=<ID=RV, Number=0, Type=Flag,Description="RS orientation is

reversed" >

Gambar 3 Format Data SNP Kedelai dari NCBI

Data ini bentuk maupun formatnya memiliki kesamaan dengan data pertama
informasi SNP yang diperoleh pada penelitian sebelumnya. Hanya field chrom, pos dan
ID yang digunakan untuk proses integrasi dengan data dari basis data SNP kedelai dari
NCBI ini. Apabila data hasil percobaan proses pipeline pada penelitian sebelumnya
memiliki chrom dan pos yang sama dengan chrom dan pos pada data ini, maka ID pada
data hasil percobaan akan diisi oleh ID data dari basis data SNP NCBI. Tujuannya uniuk
bisa mengintegrasikan dan membandingkan antara data SNP dari percobaan pipeline
penelitian sebelumnya dan data pada basis data SNP kedelai dari NCBI.
Pembangunan Basis Data SNP

Setelah dilakukannya analisis terhadap data yang digunakan. Selanjulnya adalah
membangun basis data terkail dala tersebut. Perlu diperhatikan bahwa yang akan
disimpan dalam basis data adalah informasi SNP dan informasi. pendukung lainnya.
Untuk keperluan penyimpanan informasi SNP ini dibutuhkan sebuah, yaitu tabel SNP.

Tabel-tabel lain bersifat sebagai pendukung. antara lain tabel Peneliti, Institusi, dan
Komaoditi. Pada tulisan ini hanya difokuskan pada tabel SNP. Atribut dan tipe data dalam
tabel SNP dapat dilihat pada tabel 1. Tabel SNP ini sudah termasuk informasi

pendukung lainnya. yaitu 1D, flank_left dan flank_right. Tabel ini yang menyimpan
informasi SNP yang diperoleh melaui proses pipeline pada penelitian seheliimnya
Fabel 1 Rincian tabel SNP

1D_field ~ Deskripsi
" chrom field yang bensi kromosom -
pos fieddd yanq berisi posisi SNP

Id fiddd yang benisi {D SNP

ref field yang bensi reference
alt field yang bens: alternative
qual fredd vang bensi kuahias
filter fiedd yang benist filter SNP

info fieddd yane bensiinformas

S —————— ———
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GT field yang berisi genotipe SNP
PL field yang berisi Ust of Phred-scaled genotype likelihoods
GQ field yang berisi kualitas genotipe

flank_left field yang berisi flanking area sebelumnya posisi SNP
flank_right field yang berisi flanking area setelah posisi SNP

Integrasi Pipeline dan Basis Data

Untuk mengintegrasikan pipeline dan basis data, maka dipeilukan alur keria
proses terseldut. Alur kerja proses integrasi antar data bisa dilihat pada gambar 4.

Data dari tail VCF diolah untuk setiap barisnya dengan mengabaikan baris yang
diawali simbol '#. Dalam pengolah data tersebut, yang diperhatikan antara lain:
dipisahkan oleh “tab” untuk setiap field-nya, dan memperhatikan kualitas serta
nukleotida tunggal. Kemudian sistem mengambil posisi untuk setiap field-nya dan
digunakan untuk mendapatkan flanking area yang diperoleh dar data pada fail FASTA.
Selain itu juga mengambil chrom dan pos untuk setiap field-nya dan digunakan untuk
mendapatkan ID yang sama dengan data yang berupa fail VCF dari NCBI, yang berupa
data dan basis data SNP kedelai NCBIl. Hingga akhirnya data yang juga saling
terintegrasikan akan disimpan ke dalam basis data.

Cata

(Fite VCF)

ldnolah

Flanking areq Chrom, pos |
Sistem \\

‘_——...—
Posisi SNP Proses  / D
-
'\‘_ﬁ_//

Data 2 20Daa 3

(File
FASTA)

(File SNP
HCBI)

—

ldls-mpan

L P

N—

Gambar 4 Alur Kenja Sistem

Alur tersebut dimplementasikan dalam sebuah cistem berbas's web dengan
bahasa pemrograman PHP. Sistem ini memiliki dua fitur, yailu pemrosesan data dan
pencarian. Untuk melakukan pemrosesan data yang harus dilakukan penelili pemuliaan
adalah memilih fail VCF yang akan diolah dan memasukkan batas minimal kualitas yang
akan disimpan dalam basis data SNP kedelai. Setelah dilakukan proses lersebut. maka
datla yang sesuail knteria tersebul akan tersimpan ke dalam basis dala dan sebagai
mengalami perubahan ID karena telah terintegrasi dengan data basis dala SNP kedela
dan NCBI. Salah satu contoh data bagian yang berubah szbelum dan sesudah diproses
¢apat dihhatl pada gambar 5
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id = rsl24907313
flank area =

AAACCTCCGGGGETTTTTAL

I i e

CCGGGGGTTTTTAAY { )
TTAMAACCCCCGGSGGTTTTTAARARACCC
CCGGGGGTTTTTAAAAACCCCCCGGGGTTT
TTACGTACGTARARAAAAACCCCCGGGGGT
TTTTAAAAACCCCCGGGGGTTTTTAAAAAC

Gambar 5 Contoh Hasil Pemrosesan Data

Pada gambar 5 terlihat ada perubahan pada field 1D dan penambahan flank_area.
Hal tersebut terbukti telah terjadi integrasi antar data pada sistem yang telah dibangun.
Fasilitas Pencarian

Selain fitur pemrosesan data juga ada fitur yang membantu peneliti pemuliaan
mengolah data SNP kedelai lersebul, yaitu fitur pencarnian. Fitur pencarian ini
menggunakan teknik kueri lradisional yang sudah tersedia dalam mysql. Data yang akan
dicari memiliki field yang banyak, sehingga fitur pencarian ini dibuat selain kuen tunggal
juga bisa advanced search dengan mulli-kuen, dalam arti pengguna bisa memasukkan
kueri pencarian lebih dan satu sesuai field yang dunginkan. Antarmuka fitur pencarian
SNP bisa dilihat pada gambar 6.

Gambar b Antarmuka Advanced Search

Hasil pencarian yang diperoleh adalah data SNP yang revelan dengan kueri yang
dirnasukkan. Data yang ditampilkan dalam hasil pencanan barupa dala singkat SNP.
bisa dilihat secara keseluruhan maupun dilzkukan penghapusan data
Pengujian Sistem

Untuk mengetahw performa sistem, maka dilakukan pengujian pada sistem
tersebul Hal ini dilakukan dengan menguji beberapa dala 1 (varelas kedelal) yang
berbeda. untuk mengetahui adanya kesalahan dan waklu eksekus: sampai proses
tersimpannya ke dalam basis data Setelah dilakukan pengupian. tdak ada terjadi
kesalahan dan diperoleh hasil waklu eksekus' yang berbeda-beda Hal tersebut hisa
dilitkat pada tabel 2
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Tabel 2 Pengupian Druia Vanetas Kedelan
Nama Varietas Kedelai Banyak Baris Waktu Eksekusi
B3293 5M 1875 2452 .51 second
Daforst 8027 Over
Grobogan 3031 3362.82 second
Malabar 10391 Over
=

Pada table 2 tedihat wzkitu eksekusi yang lama dan ada yang mengalami over.
Hal tersebut terjadi karena data yang diolah sangat banyak termasuk data dari NCBI

yang digunakan untuk integrasi.
Selain itu, juga dilakukan pengujian kueri untuk pencarnan data informasi SNP

kedelai (Gambar 6).

Search Fitur

Ne (kmm  Par " T Ret An Ousl lGer CT ot 1 Deoud

Gambar 6 Hasil Pencarian Informasi SNP Kedelai
Pada gambar 6 ditunjukkan hasil pencarian dengan mulli-kueri dan terbukt data
hasil pencarian relevan dengan yang dicari dan peneliti pemuliaan bisa melihat detail
data maupun membandingkan dengan data NCBI.
Kontribusi Sistem yang Dibangun
Keuntungan dengan adanya sistem ini, antara lain :

1. Peneliti pemuliaan dapat mengolah data SNP kedelai untuk pemuliaan kedelai.

2. Dengan adanya fitur pencarian, maka peneliti pemuliaan akan lebih mudah untuk
menemukembalikan informasi SNP kedelai yang relevan.

3. Dengan adanya informasi pendukung, maka informasi peneliti pemuliaan tidak
terhatas hanya mengidentifikasi SNP dari percobaan yang dilakukan. melainkan
mampu membandingkan dengan data SNP kedelai dan NCBI yang terbukti baik
kuaiitas SNP-nya dan mampu melihat nukleotida di sekitar SNP (flanking area).

KESIMPULAN

Penelitian ini menghasilkan sebuah sistem berbasis web untuk melakukan
proses integrasi pipeline dan basis data SNP. Sistem yang dihasilkan mampu
mengekstrak informasi SNP kedelai darn fail VCF dan mengintegrasikan dengan
informasi data pendukung lainnya baik yang berasal dan fail FASTA maupun fail VCF
yang berasal dan NCBI. Sistem ini juga mampu membantu peneht pemubaan unluk
mengolah dan menemukembalikan data 'nformasi SNP yang relevan
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