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Pengkajian keragaman genetik telah banyak dilakukan 
melalui s tudi  protein dan isoenzim. Namun demikian 
terdapat masalah yang umum bahwa keragaman genetik 
yang dapat  diungkapkan tidak maksimum. Rendahnya 
poiimorfisme protein disebahkan beberapa ha1 yaitu: (i) 
Adaoya perbedaan pada sekuen DNA yang mengkode 
asam-asam amino yang bermuatan netral tidak akan 
mempengaruhi mobilit&el&troforesi protein yang diha- 
sitkan; (ii) Substitusi asam amino yang bermuatan sama 
tidak akan ban yak mempengaruhi mobi litas protein; (iii) 
Substitusi nukleotida pada basa ketiga dari suatu kodon 
tidak selalu membawa perubahan asam amino yang diha- 
silkan (Kode Wobble); (iv) Adanya sekuen-sekuen DNA 
yang tidak mengkode protein (seperti pada sekuen intron 
atau daerah sisi pengapit lainnya (spacer) tidak akan 
mempengaruhi produk proteinnya. padahal ini merupakan 
daerah hipervariable untuk p a n d a  DNA. 

Untuk mengatasi ha1 tersehut banyak peneliti mngalih- 
kan perhatiannya pada pengkajian kiragaman ginetik 
melalui studi DNA. Hasil yang didapat tzlah manunjuk- 
kan pengkajian DNA mampu mngungkapkan p r b n  
yang lehih teliti dalam membedakan intra dan in t e r sp ie s  
yai!u menyangkut tentang struktur, komposisi, dan orga- 
nisasi gdnom pada  t ingkat  D N A  (Avis er ctl., 1979;  
Botstein er ell.. 1980; Jeffreys er nl. ,  1985; Nakamura et 
crl .. 1987; Burke er al., 1991; Hadrys ei nl.. 1992). 

Queller  er ul. (1993) menandaskan sumbangan yang 
sangat k ra r t i  dari penggunaan penanda DNA (Resrricriorr 
Frcrgmemtr Length Polyrrlorl)hi.sm (RFLP), Mirriscrrellire, 
dan Rnmrdom Amplified Polymorphic DNA (RAPD)) di 
dalam studi keragaman hayati maupun herbagai aspek 
yang menyangkut p m a h a m  genom herbagai organism. 
Material DNA yang digunakan kebanyakan adalah DNA 
inti atau DNA total. Padahal sumher DNA untuk organis- 
me eukariot tidak hanya dari DNA inti tetapi juga didapat 
dari organel-organel sitoplasmiknya seperti mitokondria 
dan kloroplas. 

Beherapa peneliti seperti Avis dan h n s m a n  ( 1983). 
Brown (1983). dan Bou,rsot (1985) mngungkapkan pzran 
yang hesar dari DNA mitokondria (mtDNA) dalam studi 
keragaman genetik dan hiologi populasi. Hal ini ditun- 
jukkan dari derajat polimortismnya yang tinggi, huhungan 
yang jelas antara polimortismz dengan suhstitusi hasa- 
haw pznyusun genomnya. dan lain-lain. 

Di dalam tulisan ini akan diungkapkan apa, hagaimma. 
dan menpapa DNA mitokondria memkrik& hanyak man- 
faat. .wrta huhungannya dengan kqjian keragaman genetik 
dan peniecahan masalah di dalani studi hiologi populasi. 
DI dalam penelaahan dan palhahasan kali ini Iehih 

banyak diungkapkan mengenai mitokondria hewan. Peran 
mitolcondria tumbuhan dapat ditelaah lebih dalam dengan 
merujuk pada artikel yang disitasi. 

ORCANISASI MOLEKULER CENOM 
MITOKONDRIA 

Mitokondria adalah organel yang bertanggung jawah di 
dalam metabolisme aerobik pada sel-sel eukariot. Mito- 
kondria mmiliki  molekul DNA tersendiri dengan ukuran 
kwi l  yang susunannya berbeda dengan DNA inti. Setiap 
sel rnengandung satu sampai ratusan mitokondria. DNA 
mitokondria mempakan DNA utas ganda yang berhentuk 
sirkuler. Ukuran dan sekuen DNA dari genom mitokon- 
dria telah diungkapkan, misalnya pada mencit (Bihh clr 
a!., 1981). manusia (Anderson er ell., 1981). dan sapi 
(Anderson et ctl.. 19821. -, 

Ukuran  Genorn. Ukuran ganom mitokondria hewan 
berkisar dari  14,000-39,000 pasangan hasa (Tahel I ). 
Terlihat bahwa ukuran genom mitokondria minimum 
untuk berfungsinya mitokondria hewan multiseluler 
adalah 14,000 pasangan b a a .  Ukuran genom mitokondria 
relatif sangat kecil bila dibandingkan dengan ukuran 
genom intinya. Karena ukuran genomnya yang relatif 
kecil ini maka genom ini dapat dipelajari w a r d  mnyelu- 
ruh sebagai suatu unit tersendiri.  Genom mitokondria 
tumbuhan jauh lebih besar dan bahkan sampai puluhan 
kali ukuran genom mitokondria hewan. 117-2.400 kh 
(Newton, 1988; Narayanan er (11.. 1993). 

Macnm dun  Susunlrn Gen  Mitokondr ia .  DNA ~ i i i t o -  
kondria hewan secara umum mamiliki jumlah dan jenis 
gen yang sama yaitu 13 daerah yang mengkode protein 
(URFI, URF2. URF3, URF4. URFS. URF6, URFA6L. 
URF4L. Cytochrumne Oxidc~se unit I. Cyrochrurrru Oxirlcrsc 
unit 11, Cytochrunre Oxidcrse unit 111. Cyrochrommrc h dan 
ATPase 6); 2 gen pengkode rRNA yaitu 12s  rRNA dan 
16s  rRNA; 22 gen pengkode tRNA. Sehagai contoh di- 
sajikan susunan DNA mitokondria mencit ( M u s  spp.  ) 
(Gambar I). 

PURIFIKASI DNA MITOKONDRIA 
Prinsip dari ekstraksi DNA mitokondria ialah memis~h-  

kan sitoplasma dari intinya dengan sentrifugasi rendah 
sehingga hanya didapatkan rnitokondria. Untuk Iiieng- 
hindari kontaminasi dari DNA inti dilakukan pznamhahan 
DNAase sehelum mitokondria dilisis. Mitokondria terse- 
hut dilisis denpan larutan .tertentu (misalnya detergen). 
dan proteinnya dihilangkan dengan fenol dan kloroti)rtn. 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan tingzi. 

Teknik puritikasi.yang lain dilakukan dengan penpgir- 
nxin larutan garani yang sangat p k a t  (konsentra\~ t ~ n g g ~ )  
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Tabel 1. Ukuran DNA Mitokondria Berbagai Janis He- 
wan (Brown, 1983; Smith, 1991) 

Ukuran 
@asangan -1 

Vertebrata 
Manusia 
Green Monkey (Cercopithecus raahiops) 
W11y Monkey (Lagothrix) 
Bush Baby (Galago) 
Mencit (Mus) 
Golden Hamster (Mesocricetus auratus) 
Sapi 
Kelinci 
Kadal (Cnemidophorus) 
&nopus (2 spesies) 
Landak laut 
Strongyloccntrotus (3 spesies) 
Lytechinus p iaus  . 
Kerang laut 
Placopeden magellanicus 
Drosophila tieohydei 
D. melanogmer (ORE-R) 
D. rnelanogaster (Jepang) 
Kumbang (Pissodes) 

Kal Jwmfz 
Hadrurur arizonensis 
Nematoda 
Ascaris s u m  

seperti CsCI. Teknik yang kedua ini dapat memisahkan 
molekul-molekul RNA, DNA inti, dan DNA mitokondria 
dalam lapisan yang berbeda. Beberap metode yang diker- 
jakan oleh Lansman et al. (1981) dan Boursot (1985) 
memberikan hasil yang baik untuk analisis genom mito- 
kondria hewan. 

ANALISIS DNA MITOKONDRIA 
Beberapa teknik eksplorasi dapat dimanfaatkan oleh 

para biologiwan untuk menggali informasi yang terkan- 
dung dalam genom mitokondria. Teknik eksplorasi yang 
pertama didasarkan pada sekuen, basa-basa penyusun 
genom mitokondria. Hal ini memberikan informasi yang 
sangat lengkap mengenai urutan basa-basanya, namun 
cara ini membutuhkan tenaga Jan biaya yang sangat 
besar. Beberapa jenis makhluk telah diketahui secara 
lengkap susunan basa-basanya (Tabel 1). Alternatif lain 
yang Iebih efisien dari teknik pertama tadi ialah analisis 
hanya bagian tertentu dari genom mitokondria. Berkat 
penemuan Saiki et al. (1985, 1988) rnengenai amplifikasi 
DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reacriotr), analisis 
genom mitokondria axan partial dapat dilakukan dengan 
mu&. 

Teknik eksplorasi yahg kedua didasarkan pada pnggu- 
naan enzim restriksi (resrricrion endotruclenses) untuk 
membandingkan genom mitokondria antar individu 
maupun t h n .  Pernotongan dmgan v z i m  restriksi yang 
betbada &an menghasilkan potongan DNA yang berbeda 
dari DNA yang sama. Perbadaan ganom mitokondria 
&pat dibandingkan hanya dangan prhandingan jumlah 

mtDNA Mencit '' 
a :r 

Gambar 1. Macam dan ~ u s u n a n  DNA ~ i t o k o h g f i a  
Mencit ( M w  spp.) (Bibb et al., 1981) 

dan ukuran fragmen-fragmen yang dipotong oleh enzim 
festriksi tersebut. Variasi yang dihasilkan oleh perbedaan 
panjang fragmen yang dipotong oleh enzim restriksi ini 
dikenal sebagai Restriction Fragment Length Polymor- 
phism (RFLP). Pendekatan ini relatif sederhana dan 
mampu memberikan informasi dari semua bagian genom 
mitokondria. Setiap situs restriksi dapat dipetakan pada 
molekul DNA mitokondria sehingga menghasilkan peta 
situs restriksi DNA mitokondria. 

PEMILIHAN SEBAGAI PENANDA GENETIK 
Beberapa ha1 yang mendukung penggunaan mtDNA 

sebagai peoanda dalam studi keragaman genetik dan studi 
biologi populasi pa& hewan yaitu: (i) DNA mitokondria 
terdapat &lam jumlah kopi yang tinggi. Jumlah kopekng  
tinggi ini rnenjadikannya mudah diisolasi dan dipurllikasi 
untuk berbagai keperluan analisis genom; (ii) Ukuran 
DNA mitokondria relatif kecil (14-39 kb) sehingga dapat 
dipeiajari sebagai satu kesatuan yang utuh; (iii) Bagian- 
bagian dari genom mitokondria berevolusi dengan kecc- 
patan yang berbeda. Diketahui bahwa tingkat evolusi dari 
suatu gen atau bagian dari DNA mempakan faktor pen- 
ting yang menentukan penggunaan penanda DNA dalam 
studi sistematika dan biogeografi. Gen-gen yang ter- 
konservasi dengan baik dapat dijadikan sebagai dasar 
penelusuran kesamaan asal muasal (ancienr tarn), sedang- 
kan gen-gen yang tak terkonservasi dengan baik yaitu 
gen-gen yang berevolusi dengan cepat dapat digunakan 
untuk perbandingan galur-galur baru. Simon (1991) 
membahas kecepatan relatif dari evolusi setiap gen di 
&lam genom mitokondria. Daerah n o n - d i n g  yang kaya 
akan A + T  pada DNA mitokondria hewan invertebrata 
dan daerah D-Loop pada hewan vertsbrata, termasuk 
manusia, berevolusi cepat. sedangkan gen-gen yang 
mengkode rRNA yang berukurnn besar dan kecil. gen-gen 
cytochrome oxidase subunit I dan 11 (COI dan COII) 
bemvolusi sangat lambat. Daerah D-Loop adalah daerah 
non-coding yang terletak antara ~ R N A ~  dan ~ R N A ~ ,  
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besarnya kurang lebih 900 pasangan basa yang berisi awal 
replikasi dari utas berat (0 ) DNA mitokondria. Secara 
umum evolusi sekuen DN# rnitokondria lebih cepat 5 
sampai 10 kali dari genom inti (Brown et al., 1979) dan 
bahkan gen tRNA seratus kali lebih cepat dari DNA inti 
(Bmwn et al., 1982); (iv) DNA mitokondria hewan tidak 
memiliki inrron ataupun spacer yang berukuran besar 
antar gennya. Hal inilah yang mebyebabkan ukuran 
genom mitokondria hewan lebih kecil dibandingkan 
dengan genom mitokondria tanaman; (v) DNA mitokon- 
dria bersifat khusus karena diturunkan melalui induk 
betinanya tanpa mengalami rekombinasi (strict matertral 
inheritance). Akibatnya afinitas genetik yang diatur o k h  
genom mitokondria m e ~ p a k a n  refieksi dari Phylogeni 
matriarcale; vi) DNA mitokondria sangat polimorf, baik 
untuk intrapopulasi maupun untulr interspesies. 

Manfaat Penp(guman mtDNA 
Penggunaan DNA mitokondria sebagai penanda genetik 

dalam studi variabititas W i k  intraspesifik (inkrpopula- 
. si)telah memkrikan informasi secara kualitatif maupun 

kuantitatif. Penggunaan penanda mtDNA pada tikus jenis 
Peromyscus mantriculatus menunjukkan strukturisasi 
geografik dan polimorfisme yang besar dari populasinya 
(Avis et al., 1979; Lansman et nl., 198 1). Penggunaan 
penanda yang sama mencit jenis Mus spretus di daerah 
Afrika Utara, Spanyol, dan Pemncis Slatan mznunjukkan 
adanya diferensiasi geografik untuk genom mitokondria 
(Boursot, 1985). 

Oleh karena mtDNA berevolusi sangat cepat maka da- 
pat digunakan untuk melacak kejadian yang relatif baru 
seperti pada studi hibridisasi alarni antara dua subspizs .  
Pada mencit Eropa (Mus musculus domesticus dan Mus 
tnusculus musculus), introgresi akl-ale1 dari grup satu ter- 
hadap lainnya menunjukkan ha1 yang lebih menonjol 
untuk genom mitokondria dibandinpkan untuk genom inti 
(Boursot et 01.. 1984). Hal yang sama terlihat pada afri- 
kanisasi lebah-lebah di Benua Amerika yaitu adanya intro- 
grai  gen dari lebah afrika, Apis melliJercc scutellnm, ter- 
hadap Iebah eropa, Apis ntellijicra rneIli/ercr (Smith et nl., 
1989). 
DNA mitokondria bersifat khusus yaitu diturunkan 

melalui induk betina tanpa mengalami rekombinasi. 
Adanya sifat tersebut dapat digunakan untuk suatu re- 

j konstitusi historik dari genealogi matrilinier suatu s p i e s  
maupun antar populasi yang ada. Pada Iebah, semua 

I keturunan dari ratu yang sama membawa DNA mitokon- 
dria yang sama sehingga individu-individu hihrid yang 
ada tidak membawa campumn mtDNA parental. Hibrid 
tersebut hanya rnengandung mtDNA dari induk betinanya. 
Keadaan tersebut sangat berguna untuk memplajari dan 
mngamati asal muasal dan biologi populasi suatu hihrid. 

Studi keragarnan genetit intetspcsifik brdasarkan per- 
hedaan dan pzrsamaan mtDNA dapat menghasilkan re- 
konstruksi filogenik dari heberapa spesies yang saling 
hcrdekatan. Dengan ckmikian. hzrdasarkan penanda serta 
proses terjadinya paneeahan dari s p s k s  yang satu terha- 
dap lainnya. 

Dmgan kmikian dapat disimpulkan DNA mitokondria 
memiliki hanyak sifat khusus dan positif yang dapat di- 
jadikan sehagai penanda genetik sehingga hesar sekali 
manfaatnya untuk studi keragrman genetik dan hiolopi 
ppulasi. Karena genom mitokondria hewan rrlarif kru-  

kuran kecil dan terdapat dalam jumlah banyak maka 
eksplorasi dm penelaahannya lebih mudah. 
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