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KATA PENGANTAR

Alhamdulilah, puji syukur kepada Allah SWT yang telah
memberikan kesempatan dan kekuatan bagi penulis sehingga
buku ajar yang berjudul Genetika: Prinsip Dasar Berbasis Penelitian
di Perguruan Ti telah selesai disusun.

Genetika merupakan salah satu mata kuliah wajib di
Universitas Nusantara PGRI Kediri pada Program Studi S1
Pendidikan Biologi. Ketersediaan sarana belajar berupa buku ajar
pun menjadi kebutuhan utama dalam perkuliahan. Berdasarkan
analisis kebutuhan yang telah dilakukan pada program studi
tersebut, buku ajar genetika yang telah tersedia saat ini masih
memerlukan perbaikan isi. Khususnya yang berkaitan dengan
konsep-konsep dasar genetika itu sendiri. Selain itu, belum
dilengkapi dengan contoh gambar yang mendukung dan masih
belum bersifat research-based. Oleh karena itu, buku ajar ini hadir
untuk membantu dosen dan mahasiswa, agar d mendukung
mutu proses perkuliahan genetika sehingga dapat mencapai
capaian pembelajaran yang telah ditetapkan.

Buku ini memuat enam bagian. Bagian pertama memuat
informasi tentang sejarah dan ruang lingkup genetika. Bagian
kedua memuat informasi tentang materi genetik dan contoh
bagaimana mengisolasi gr:m)m,f‘ DNA berdasarkan hasil penelitian.
Bagian ketiga memfokuskan pada kajian struktur kromosom.
Pada bagian keempat memuat informasi tentang replikasi materi
genetik. Pada bagian ini juga didukung dengan contoh aplikasi
PCR pada gen TI tanaman |. curcas. Adapun bagaimana mekanisme
ekspresi materi genetik bekerja telah disajikan pada bagian kelima.
Bagian keenam berisi tentang mutasi dan penyebabnya. Bagian
akhir buku ini (bagian ketujuh) memuat bagaimana mengisolasi




v |GENETIEA PRINSIP DASAR BERB&SlS@ ELITIAN DI PERGURUAN TINGGI

gen, mengamplikasi gen target, sekuensing, dan membaca analisis
sekuensing. Bagian ini disusun berdasarkan hasil penelitian
tentang variasi gen T1 pada . curcas.

Keberadaan buku ajar ini tidak lepas dari kontribusi b apa
pithak. Penulis mengucapkan terima kasih kepadaProf. Dr.agr.
Mohamad Amin, M.Si, Dr. Maftuchah, M.P, Prof. Dr. Hj. Siti
Zubaidah, M.Pd yang telah berkenan menjadi editor serta beberapa
pihak yang terlibat secara teknis dalam menyediakan gambar
pen ung pada buku ini.

uku ini masih memerlukan penyempurnaan, oleh karena
itu saran dari pembaca sangat diharapkan. Semoga buku ajar ini

bermantaat.

Kediri, 5 Mei 2017

Penulis
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PETUNJUK PENGGUNAAN

A. Deskripsi

Buku ajar ini merupakan salah satu sarana belajar yang dapat
digunakan pada perkuliahan genetika pada jenjang S1 Pendidikan
Biologi. Buku ajar ini disusun berdasarkan studi referensi maupun
hasil penelitian, khususnya penelitian tentang identifikasi dan
sekuen gen Tl yang telah berhasil dilakukan pada tanaman J.
curcas yang dilaksanakan oleh penulis. Buku ajar ini  memuat
enam bagian. Pada setiap bagian memuat:

1. Indikator capaian pembelajaran

Bagian ini berisi capaian pembelajaran pada setiap bagian
materi buku ajar. Rumusan ini dapat dikembangkan sesuai
kebutuhan sesuai kaidah yang ada.

2 ian materi

erisi deskripsi materi pada setiap bagian dan terdiri atas
sub bagian-sub bagian yang disajikan dengan deskripsi definisi,
contoh, serta didukung dengan gambar penjelas untuk membantu
memahami materi yang disajikan.

3. Rangkuman
Bagian ini memuat isi ringkas materi yang telah dideskripsikan
pada setiap sub bagian.

4. luasi

erisi pertanyaan-pertanyaan yangbertujuan untuk mengetahui
capaian belajar kognitif mahasiswa selama mempelajari bagian
materi buku ajar ini. Bagian ini dapat menjadi salah satu bagian
penugasan terstruktur maupun tidak terstruktur bagi mahasiswa.
5. Daftar rujukan
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%muat referensi yang digunakan pada setiap bagian. Dosen
maupun mahasiswa dapat menelusurnya untuk mendapatkan
informasi yang lebih detail pada suatu topik khusus sesuai judul
referensi yang disertakan.

6. Refleksi belajar

Pada bagian ini, mahasiswa dipandu untuk melakukan
refleksi diri belajar genetika yang telah menggunakan buku ajar
ini. Refleksi belajar ini penting dilakukan agar mahasiswa dapat
mengevaluasi strategi belajar yang dilakukan dan dosen dapat
memberikan bantuan belajar yang sesuai.

B. Prasyarat

Mahasiswa yang menggunakan buku ajar ini harus menempuh
mata kuliah prasyarat Biologi Dasar, Biologi Sel, dan Biokimia agar
mahasiswa memiliki bekal dasar yang cukup minimal tentang
struktur sel, komponen dasar sel, organel dan inti sel, biomolekul,
dan ikatan kimia.

C. Penggunaan Buku Ajar

1. Bagi Dosen
a. Merencanakan pembelajaran yang berpusat pada mahasiswa
b. Menyediakan buku ajar dalam kondisi baik
¢. Menyediakan alokasi waktu untuk mengukur ketercapaian
belajar dengan menggunakan sub bagian evaluasi
d. Menyedikan alokasi waktu untuk memberikan respon dan
bantuan belajar kepada mahasiswa yang melaksanakan
refleksi belajar
2. Bagi Mahasiswa
a. Bacalah secara seksama petunjuk penggunaan buku ajar ini




Petunjuk Pengygunaan x

Cermati bagian dan sub bagian pada buku ajar ini sehingga
membantu memberikan gambaran tentang isi buku dan
kebutuhan belajar Saudara

Bacalah secara seksama setiap ulasan materi dan gambar
yang disajikan. Apabila membutuhkan deskripsi lebih
lanjut, dapat membaca referensi yang diacu.

Disediakan beberapa pertanyaan dalam sub bagian evaluasi.
Pada bagian ini Saudara dapat menyelesaikan pertanyaan
tersebut sesuai instruksi atau arahan dosen

Setelah selesai mempelajari satu bagian pada buku ajar ini,
lakukan refleksi belajar sesuai sub bagian refleksi belajar
yang tersedia pada setiap bagian akhir bagian buku ajar ini.
Minta umpan balik dan bantuan belajar dari dosen untuk
membantu mencapai indikator pembelajaran yang telah
disampaikan oleh dosen.

Pada buku ajar ini tersedia arium, Saudara dapat
menggunakannya saat Saudara mengalami kesulitan dalam
memahami definisi beberapa kata.
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BAGIAN 1
SEJARAH DAN RUANG LINGKUP
GENETIKA

ikator Capaian Pembelajaran
. Mahasiswa dapat menjelaskan sejarah genetika
2. Mahasiswa dapat menjelaskan ruang lingkup kajian genetika

A. Pendahuluan

Sejak zaman dahulu, orang sudah menyadari bahwa seorang
anak akan mirip dengan ayah dan ibunya. Tetapi seberapa dekat
kemiripan itu baru banyak dikaji pada abad ke 19. Penemuan
Gregor Mendel (1823-1884) menjadi titik awal dikajinya genetika
modern. Mendel menggunakan tanaman kacang polong dan
mempelajari karakteristiknya seperti apakah bijinya halus atau
berkerut, apakah bunganya berwarna merah atau putih, dan
apakah polongnya berwarna kuning atau hijau, dll. Mendel bisa
menjawab “ya” atau “tidak” jika ada pertanyaan apakah individu
tertentu mewarisi karakter orang tuanya?.

[Imuwan menghubungkan karakteristik yang ditemukan oleh
Mendel ke gen. Gen adalah unit informasi genetik yang mengatur
perkembangan dan metabolisme tubuh. Gen juga menentukan sifat
keturunan. Setiap gen mungkin ada dalam bentuk alternatif yang
dikenal sebagai alel, kode untuk versi yang berbeda dari karakter
mewarisi tertentu (seperti warna merah versus putih). Alel yang
berbeda dari gen yang sama terkait erat, namun memiliki variasi
kimiawi kecil yang dapat menghasilkan hasil yang berbeda secara
signifikan.
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B. Sejarah Genetika

Sebelum tahun 1860, penemuan yang membuka jalan bagi
pemahaman genetika adalah perkembangan mikroskc ahaya,
penjelasan teori sel, dan publikasi pada tahun 1859 dari The Origin
of Species oleh Charles Darwin. Pada tahun 1665, Robert Hooke
menciptakan istilah sel dalam studinya tentang sel gabus. Antara
tahun 1674 dan 1683, Anton van Leeuwenhoek menemukan
organisme hidup (protozoa dan bakteri) di air hujan. Pada tahun
1833, Robert Brown (penemu gerakan Brown) menemukan inti sel,
dan antara tahun 1835 dan 1839, Hugo von Mohl menggambarkan
mitosis di nukleus. Era ini berakhir pada ta 858, ketika Rudolf
Virchow menyimpulkan konsep teori sel omnis cellula e cellula:
semua sel berasal dari sel yang sudah ada sebelumnya. Jadi, pada
tahun 1858, ahli biologi memiliki pemahaman tentang kontinuitas
sel dan mengetahui nukleus sel.

Pada tahun 1866, Gregor Mendel dengan menggunakan kacang
polong menemukan adanya pewarisan dari tetua pada anakannya.
Pada tahun 1879 sampai 1885, dengan teknik pewarnaan baru,
W. Flemming menggambarkan kromosom yang pertama kali
diketahui oleh C. von Nageli pada tahun 1842 - termasuk cara
kromosom memisah selama pembelahan. Pada tahun 1888, W.
Waldeyer pertama kali menggunakan istilah kromosom. Pada
tahun 1875, O. Hertwig menggambarkan perpaduan sperma dan
telur untuk membentuk zigot. Pada tahun 1880-an, Theodor Boveri,
serta K. Rabl dan E. van Breden, berhipotesis bahwa kromosom
adalah struktur individu dengan kontinuitas dari satu generasi
ke generasi berikutnya meskipun terjadi “penghilangan” antara
divisi sel. Pada tahun 1885, August Weismann menyatakan bahwa
warisan didasarkan secara eksklusif di dalam nukleus. Pada tahun
1887, dia meramalkan terjadinya pembagian reduktional, yang
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sekarang kita sebut meiosis. Pada tahun 1890, O. Hertwig dan T.
Boveri telah menggambarkan proses meiosis secara rinci.
Dari tahun 1900 sampai 1944, genetika modern berkembang

dengan perkembangan teori kromosom, yang njukkan

bahwa kromosom adalah susunan gen yang linier. cla tahun
1900, tiga ahli biologi bekerja secara mandiri yaitu Hugo de Vries,
Carl Correns, dan Erich von Tschermak menemukan kembali
karya Mendel tentang aturan pewarisan. Pada tahun 1903, Walter
Sutton berhipotesis bahwa perilaku kromosom selama meiosis
menjelaskan aturan pewarisan Mendel, sehingga mengarah pada
penemuan bahwa gen terletak di kromosom. Pada tahun 1913,
Alfred Sturtevant menciptakan peta genetik pertama pada lalat
buah. Dia menunjukkan bahwa gen ada dalam urutan linear
pada kromosom. Pada tahun 1927, L. Stadler dan H. ]. Muller
menunjukkan bahwa gen dapaggbermutasi secara artifisial oleh
sinar X. Antara tahun 1930 dan 1932, R. A. Fisher, S. Wright, dan
J. B. 5. Haldane mengembangkan dasar aljabar untuk pemahaman
kita tentang proses evolusi. Pada tahun 1943, S. Luria dan M.
Delbruck menunjukkan bahwa bakteri memiliki sistem genetik
yang normal dan dengan demikian dapat berfungsi sebagai model
untuk mempelajari proses genetik.

Periode dari tahun 1944 sampai sekarang adalah era genetika
molekuler, dimulai dengan demonstrasi bahwa DNA adalah bahan
genetik dan teknologi DNA rekombinan. Pada tahun 1944, O.

Avery dan rekan berdasark meinya, mmenemukan bahwa DNA
adalah materi genetik. ]ammﬂun dan Francis Crick menyusun
struktur DNA pada tahun 1953. Antara tahun 1968 dan 1973, W.
Arber, H. Smith, dan D. Nathans, bersama dengan rekan mereka,
menemukan dan menjelaskan restriksi endonuklease, enzim untuk

memanipulasi DNA melalui teknologi DNA rekombinan. Paul
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Berg adalah orang pertama yang menciptakan molekul DNA
rekombinan pada tahun 1972.

Sejak 1972, ahli genetika telah mengkloning banyak gen.
Para ahli memiliki kemampuan untuk menciptakan organisme
transgenik, organisme dengan gen asing. Misalnya, sekarang kita
memiliki hewan ternak yang memproduksi obat-obatan dalam
susu mereka yang dipanen dengan mudah dan murah. Pada
tahun 1997, mamalia pertama dikloning, seekor domba bernama
Dolly. Urutan genom manusia mulai dikerjakan pada tahun 2000.
Sekarang banyak dikumpulkan informasi di bidang genomik.

C. Ruang Lingkup Kajian Genetika

Menurut Tamarin (2011), ahli genetika bekerja di tiga wilayah
yang berbeda yang masing-masing memiliki perbedaan dalam hal
masalah, terminologi, dan alat. Wilayah yang dimaksud adalah
genetika klasik, genetika molekuler, dan genelika evolusioner.
Dalam genetika klasik, kita mengenal teori pewarisan kromosom.
Gen berada dalam posisi linier pada kromosom dan posisi gen
relatif dapat ditentukan oleh frekuensi keturunannya. Genetika
molekuler adalah studi tentang materi genetik: struktur, replikasi,
dan ekspresinya, serta revolusi informasi yang berasal dari
penemuan teknik DNA rekombinan (rekayasa genetika, termasuk
Proyek Genom Manusia). Genetika evolusioner adalah studi
tentang mekanisme perubahan evolusioner, atau perubahan
frekuensi gen pada populasi. Konsep evolusi Darwin melalui
seleksi alam menemukan landasan genetik sebuah gen di bidang
studi pewarisan mi. Lebih lanjut pada bukua ajar ini, dibahas
tentang Genetika Molekuler.

Materi genetik semua organisme seluler adalah DN A. Molekul
heliks ganda DNA berbentuk seperti tangga yang memutar.
Tulang punggung untai adalah gula (deoksiribosa) dan fosfat.
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Anak ganya adalah pasangan basa. Ada empat basa pada
DNA: g&‘iﬁm timin, guanin, dan sitosin, disingkat A, T, G, dan C.
Basa-basa tersebut saling berbasangan yaitu guanin berbe an
dengan sitosin, dan adenin berpasangan dengan l'imin.sﬁes
Watson dan Francis Crick menyimpulkan struktur ini pada tahun
1953 yang mengantarkan di era genetika molekuler.

Menurut Watson dan Crick, sesuai dengan sifat komplementer
dari pasangan basa DNA menunjukkan cara replikasi yaitu setiap
untai akan bertindak sebagai templat untaian baru, menghasilkan
dua heliks ganda persis seperti induknya. Perubahan pada salah
satu basa dapat terjadi akibat kesalahan pemasangan basa selama
replikasi atau beberapa kerusakan pada DNA yang tidak diperbaiki
pada saat siklus replikasi berikutnya.

Informasi dikodekan pada urutan basa pada satu untai heliks
ganda. ma ekspresi gen, informasi tersebut ditranskripsi
menjadi RNA yang berperan dalam sintesis protein. RNA berbeda
dari DNA dalam beberapa hal: memiliki gula ribosa menggantikan
deoxyribose, RNA memiliki basa urasil (U) menggantikan timin
(T), dan biasanya berbentuk untai tunggal. RNA ditranskripsi
dari DNA oleh enzim RNA polimerase. Informasi DNA yang
ditranskripsi menjadi mRNA untuk urutan asam amino protein.

@ nukleotida membentuk sebuah kodon yang menentukan
satu dari dua puluh asam amino alami yang digunakan dalam
sintesis protein. Urutan basa membentuk kodon disebut sebagai
kode genetika. Proses translasi, menerjemahkan urutan mRNA ke
dalam rangkaian asam amino yang terjadi pada ribosom, struktur
yang ditemukan di semua sel yang terdiri dari rRNA dan protein.

Mekanisme regulasi ekspresi gen biasanya pada tingkat
transkripsi. Agar transkripsi berlangsung, enzim RNA polimerase
harus bisa berjalan terus pada DNA; jika tidak, transkripsi akan
berhenti. Salah satu mekanisme dikenal sebagai model operon
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untuk berbagai mekanisme kontrol dalam prokariota dan virus.

Eukariota umumnya tidak menganclung operon tetapi pengaturan

ekspersi lebih rumit dibanding prokariot.

RANGKUMAN

T

Kajian genetika dimulai pada tahun 1860 saat ditemukan
mikroskop cahaya yang dapat mengamati sel. Era baru genetika
dimulai saat Watson dan Crick membuat permodelan DNA
untai ganda. Kajian genetika semakin berkembang diiringi
kemajuan teknologi yang sekarang ini sudah pada tahap
mengumpulan genomik hampir seluruh spesies.

2. Kajian genetika dibagi menjadi genetika klasik, genetika
molekuler, dan genetika evolusioner. Pada genetika molekuler
dipelajari tentang materi genetik: struktur, replikasi, dan
ekspresinya, serta revolusi informasi yang berasal dari
penemuan teknik DNA rekombinan (rekayasa genetika,
termasuk Proyek Genom Manusia).

EVALUASI

1. Buatlah bagan sejarah kajian genetika!

2. Buatlah bagan tentang ruang lingkup kajian genetika molekuler!

REFLEKSI BELAJAR
Setelah mempelajari materi ini,

1. Tuliskan hal baru apa saja yang Saudara peroleh!

2. Bagian mana dari materi ini yang sulit Saudara pahami?

3. Apa saja upaya belajar Saudara pada materi ini?

4. Apa saja manfaat/ dampak yang Saudara peroleh setelah

mempelajari materi ini?
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BAGIAN II
MATERI GENETIK

Indikator Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa dapat menjelaskan eksperimen yang membuktikan
bahwa materi genetik adalah DNA

2. Mahasiswa dapat menjelaskan eksperimen yang membuktikan

bahwa materi genetik pada virus tertentu adalah RNA

Mahasiswa dapat menjelaskan struktur kimia DNA dan RNA

Mahasiswa dapat menjelaskan struktur untai ganda DNA

G e G

Mahasiswa dapat menjelaskan bentuk lain dari DNA

A. Pendahuluan

Materi genctikgus memiliki syarat-syarat antaralain (a) harus
mampu hadir dalam berbagai variasi, (b) harus dapat menyimpan
informasi, (c) harus dapat mengekspresikan informasinya, (d)
harus dapat melakukan replikasi, (e) harus dapat bermutasi
(Irawan, 2008).

Informasi genetik dikodekan oleh molekul yang disebut
‘nuclein’ karena pada awalnya diisolasi dagesikleus sel eukariotik
oleh F. Miescher pada tahun 1869. Ada F
yaitu deoxyribonucleic acid (DNA) dan ribonucleic aciA}.
Informasi genetik dari setiap genom sel disimpan pada molekul

a jenis asam nukleat

DNA yang panjang, yang masing-masing dapat mengandung
ribuan gen. Dengan demikian setiap gen merupakan segmen linier
dari sebuah molekul DN A yang panjang. Sebaliknya, molekul RNA
jauh lebih pendek, digunakan untuk mentransmisikan informasi
genetik ke mesin sel, dan hanya membawa satu atau beberapa gen.
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B. DNA sebagai Materi Genetik

Materi genetik bagi kebanyakan organisme adalah DNA,
sementara RNA terlibat dalam sintesis protein dan merupakan
materi genetik pada sebagian virus. Percobaan-percobaan yang
membuktikan bahwa materi genetik adalah DNA antara lain:

1. Percobaan Transformasi Griffith

Frederick Griffith pada tahun 1928 melakukan eksperimen
ini dengan menggunakan Streptococcus pneumoniae. Bakteri ini
menyebabkan pneumonia pada manusia dan menyebabkan
kematian pada tikus (Griffith ef al, 2007). Perhatikan eksperimen
Griffith pada Gambar 2.1.

Dalam percobaannya, Griffith menggunakan dua strain yang
berbeda yaitu strain S (smooth) yang sel-selnya dilapisi kapsul
polisakarida sehingga tampak mulus pada media tumbuhnya.
Strain S ini bersifat virulent dan mematikan. Strain lainnya yang
digunakan adalah strain R (rough) yang tidak dilapisi polisakarida
sehingga tampak kasar pada media tumbuh. Strain R ini bersifat
tidak virulen dan tikus tetap hidup meskipun di dalam tubuhnya
terdapat strain ini.
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Gambar 2.1 Eksperimen Griffith (Sumber: Klug et al., 2010}

Griffith merebus strain S kemudian memasukkannya ke tubuh
tikus, hasilnya tikus tetap hidup. Namun, didapatkan hasil yang
mengejutkan saat Griffith memasukkan koloni strain S yang
direbus dan koloni R bersama-sama ke dalam tubuh tikus, tikus
mati dan ditemukan koloni S pada jaringan tikus yang mati.
Griffith menyimpulkan terjadi transformasi sehingga koloni R
yang tidak virulen menjadi koloni S yang virulen.
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2. Percobaan Avery-MaclLeod-McCarty

Bukti langsung pertama yang menunjukkan bahwa
materi genetik itu lah DNA dan bukan protein atau RNA
dipublikasikan oleh O.T. Avery, C.M. MacL an M. McCarty
pada tahun 1944 (perhatikan eksperimen O.T. Avery, C.M.
MacLeod dan M. McCarty pada Gambar 2.2). Dalam melakukan
percobaannya, mereka mengekstrak semua bahan kimia pada
koloni 5. Dugaan awal mereka, karena koloni S memiliki lapisan

polisakarida halus, polisakarida merupakan kandidat untuk agen
transformasi (Griffitth et al, 2007).

-
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Gambar 2.2 Eksperimen O.T. Avery, C.M. MacLeod dan M. McCarty
(Sumber: Klug et al., 2010)
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Karbohidrat, protein, lemak, hasil ekstraksi diperlakukan
dengan protease dan ribonuclease menunjukkan masih terjadi
transformasi sehingga protein dan RNA bukanlah agen
transformasi. Hasil ekstrak koloni S kehilangan kemampuan
transformasi saat diperlakukan dengan enzim deoxyribonuclease
(DNAse), yang memecah DNA. Kesimpulan yang didapatkan
dari eksperimen adalah komponen sel yang bertanggung jawab
bagi aktivitas transformasi dalam bakteri Diplococcus pneumoniae
(pneumococcus) adalah DNA. Sehingga eksperimen ini memberikan
bukti eksperimental pertama bahwa DNA adalah bahan genetik:
DNA mengubah koloni R menjadi koloni S (Tamarin, 2001).
Transtormasi merupakan sebuah model transfer dari informasi
genetik antar organisme atau dari satu organisme ke organisme
lainnya yang terjadi dalam beberapa spesies bakteri, tapi tidak
pada seluruh spesies. Transformasi tidak melibatkan kontak
langsung dengan sel-sel bakteri atau mediasi oleh vektor seperti

virus (Gardner ef al, 1991).

3. Percobaan Hershey dan Chase

Informasi berharga tentang pembuktian materi genetik juga
berasal dari virus. Virus memiliki DNA yang diselubungi suatu
lapisan pelindung yang terbuat dari protein sehingga dengan
menggunakan virus dapat ditentukan apakah protein atau asam
nukleat yang merupakan bahan genetik (Tamarin, 2001).




14 |{._;EN£T1KJ’|; PRINSIP DASAR BERBASIS PENELITIAN DI PERGURUAN TINGGI

1
i

Fugpe added 1o E ol in radiadtive medism

mm r o

Progeny phages become Isbeled

Y
A i
i 2
5] )
i 3

| ]

1 Labaled phages inlect unlabeled bacteria ) .i

| Iy
gk, A
e : o

| Separation ol phage “ghovs” trom bacteral celly

' ' ' !

. & " s A :

Frage “gfnts rilevtied Dac it oo alaeled wilh P Phage “ighonis” are Infex ted Dacieria e unbatscied

arr ardadicled aberle with 'S
l .

Viable P Lilsted plasages are poodoced Wialkile unlabled phages peocdis ed

Gambar 2.3 Eksperimen Hershey-Chase (Sumber: Klug et al., 2010)

Penelitian yang menggunakan bacteriophage  untuk
membuktikan materi genetik dilakukan oleh A. Harshey dan M.
Chase menggunakan fag T2. Fag T2 adalah fag yang menginfeksi
bakteri Escherichia coli. Semua asam nukleat mengandung fosfor,
sedangkan protein mengandung sulfur (dalam asam amino
sistein dan metionin). Hershey dan Chase merancang percobaan
menggunakan isotop radioaktif sulfur dan fostor agar tetap
terpisah dan bisa melacak protein dan asam nukleat virus selama
proses infeksi. Masing-masing medium E. coli diberi isotop
radioaktif S dan *P dan memasukkan fag T2 ke dalam medium-
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medium tersebut. Hershey dan Chase kemudian melanjutkan
untuk mengidentifikasi bahan yang disuntikkan ke dalam sel oleh
fag yang menempel pada dinding bakteri.

Ketika fag berlabel **P dicampur dengan sel E. coli yang
tidak berlabel, Hershey dan Chase menemukan bahwa label *P
memasuki sel bakteri dan turunan fag yvang keluar dari sel yang
terinfeksi membawa sejumlah besar label *P. Ketika fag berlabel
#5 dicampur dengan E. coli yang tidak berlabel, ditemukan bahwa
label #S tetap berada di fag. Hal ini menunjukkan bahwa protein
yang terlabel pada coat fag tidak masuk ke bakteri yang terinteksi,
sedangkan materi di dalam fag, yang terdiri dari DNA, masuk ke
sel bakteri. Oleh karena itu, disimpulkan bahwa DN A bertanggung
Jawab atas produksi fag baru selama proses infeksi, bukan protein
(Tamarin, 2001).

C. RNA sebagai Materi Genetik pada Virus Tertentu

Commarer Byt T W

Gambar 2.4 Rekonstruksi percobaan Fraenkel-Conrat dan Singer
(Sumber: Tamarin, 2001)
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Pada beberapa virus, RNA (ribonucleic acid) adalah materi
genetik. TMV (fobacco mosaic virus) yang menginfeksi tanaman
tembakau terdiri dari RN A dan protein. RN A molekul tunggal yang
panjang dikemas dalam struktur seperti batang yang dibentuk oleh
lebih dari dua ribu salinan protein tunggal. Eksperimen pertama
yang mempublikasikan b a RNA adalah materi genetik adalah
eksperimen rekonstitusi oleh H. Fraenkel-Conrat dan B. Singer
pada tahun 1957. Bagan eksperimennya ada pada Gambar 2.4.

Pada tahun 1955, H. Fraenkel-Conrat dan R. Williams
menemukan bahwa komponen virus dapat dipisahkan secara in
vitro dan dibentuk kembali sebagai virus baru. Penemuan ini
menyebabkan Fraenkel-Conrat dan B. Singer menggabungkan
RNA dari TMV tipe common dengan protein dari TMV tipe M, dan
sebaliknya RN A dari tipe M dengan protein dari TMV tipe common.
Pada kedua kasus tersebut, TMV yang dihasilkan selama proses
infeksi adalah tipe yang terkait dengan RNA, bukan protein. Jadi,
RNA merupakan materi genetik (Fraenkel-Conrat & Singer, 1999;
Tamarin, 2001).

D. @mkﬁn DNA dan RNA

1. Struktur kimia asam nukleat

Struktur kimia DNA dan RNA sangat mirip. Strukﬁutaman}fa
adalah polimer linier yang terdiri dari monomer yang disebut
nukleotida. Nukleotida terdiri dari tiga komponen yaitu fosfat,
gula, dan basa nitrogen (Gambar 2.5). Fosfat dan gula membentuk
tulang punggung setiap untai DNA atau RNA sedangkan basa
nitrogen berikatan dengan gula.
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Gambar 2.5 Struktur Kimia dari Empat Nukleotida pada DNA
(Sumber: Griffith ef af., 2007)

Pada DNA, gulanya adalah 2-deoxyribose, sedangkan
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pada

RNA, gulanya adalah ribose. Keduanya adalah pentosa (gula

5-karbon). Struktur gula pentosa berbentuk cincin. Gula

pada

DNA disebut “deoxyribose” karena pada atom karbon 2’ hanya
memiliki atom hidrogen (H), tidak seperti ribosa (RNA) yang
memilgsacugus hidroksil (OH) pada posisi tersebut (Gambar 2.6).
Fosfat terikat pada atom C nomor 5 dari gula pentosa, sedangkan
basa nitrogen terikat pada atom C nomor 1 dari gula pentosa.
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Gambar 2.6 Ribosa adalah gula lima-karbon (pentosa) yang ditemukan di
RNA. Deoxyribose adalah pentosa DNA. DNA kekurangan satu oksigen jika
dibandingkan dengan ribosa karena memiliki hidrogen menggantikan gugus

hidroksil pada posisi 2’ cincin ribosa (Sumber: Tamarin, 2001)

DNA dan RNA keduanya memiliki empat basa nitrogen (dua
purin dan dua pirimidin). Purin merupakan basa cincin-ganda
dan pirimidin merupakan basa ggacin-tunggal (Gambar 2.5).
Kedua molekul tersebut memiliki purin adenin (A) dan guanin
(G) dan pirimidin sitosin (C). DNA memiliki pirimidin timin (T)
sedangkan RNA memiliki pirimidin urasil (U). Dengan demikian,
tiga dari basa nitrogen ditemukan di DNA dan RNA, sedangkan

timin khusus untuk DNA, dan urasil khusus untuk RNA.
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Gambar 2.7 Basa pada DNA dan RNA (Sumber: Clark, 2005)
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2. Komposisi Basa

Antara tahun 1949 dan 1953, Erwin Chargaff dan rekan
menggunakan metode kromatografi untuk memisahkan empat
basa pada DNA dari beberapa sampel. Dia menemukan bahwa
meskipun jumlah relatif nu@otida tertentu berbeda antar
spesies, jumlah adenin setara dengan timin dan jumlah guanin
setara dengan sitosin. Artinya, komposisi basa pada DNA semua
organisme yang dipelajari, ada rasio 1:1 antara purin dan pirimidin.
Hasilnya memberi wawasan kepada Watson dan Crick dalam

gembangan model DNA. Contoh hasil penelitian komposisi

asa dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi Basa DNA pada Berbagai Organisme

Organisme Jaringan Adenin Timin Guanin Sitosin E:%-
Escherichia coli - 26.0 239 249 252 1.00
(K12)
Diplococcus - 298 316 205 18.0 1.59
pneumoniae
Mycobacterium - 15.1 14.6 349 354 042
tuberculosis
Yeast - 31.3 32.9 18.7 17.1 1.79
Sea urchin Sperma 328 321 1y 18.4 1.85
Herring Sperma 278 275 22.2 226 1.23
Rat sumsum tulang 28.6 284 214 215 1.33
Human Timus 30.9 294 19.9 19.8 1.62
Human Hati 30.3 30.3 195 19.9 1.53
Human Sperma 30.7 312 19.3 18.8 1.62

Sumber: Griffith ¢t al, 2007
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3. Analisis Difraksi

Gambar 2.8 Pola Difraksi Sinar X pada DNA
(Sumber: Watson and Crick, 1953)

Rosalind Franklin dan M.H.F. Wilkins meneliti DNA dengan
menggunakan sinar-X (Gambar 2.8). Sinar X berwarna merah
pada serat DNA dan penyebaran sinar dari serat diamati dengan
menangkap sinar pada gambar film, di mana sinar X menghasilkan
bintik-bintik. Sudut serpihan yang diwakili oleh masing-masing
titik pada film memberi informasi tentang posisi atom atau
kelompok atom tertentu dalam molekul DNA. Prosedur ini tidak
mudah dilakukan (atau untuk dijelaskan), dan interpretasi pola
spot sangat sulit. Data yang ada menunjukkan bahwa DNA
panjang dan kurus dan memiliki dua bagian serupa yang sejajar
satu sama lain dan berjalan sepanjang molekul. Data sinar-X
menunjukkan molekul menjadi heliks (spiral-like). Keteraturan
lain hadir dalam pola spot, namun belum ada yang memikirkan
struktur tiga dimensi yang bisa menjelaskan pola spot tersebut.

4. Model Heliks Gand.a
14
Sebuah makalah pada tahun 1953 oleh ].D. Watson dan

F.H.C. Crick di jurnal Nature dimulai dengan dua kalimat yang
mengantar era baru biologi: “Kami ingin menyarankan sebuah
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struktur untuk garam deoxyribose nucleic acid (D.N.A.). Struktur
ini memiliki bentuk baru yang memiliki kepengmgan biologis
yang cukup besar”. Mereka mengajukan pendapat bahwa struktur
DNA adalah double helix yang memiliki sifat sebagai berikut.

a. dua rantai polinukleotida saling melilit mengitari sumbu,

b. dua rapsai tersebut tersusun antiparalel, ujung 5’ dari salah satu
rantai berpasangan dengan ujung 3’ dari rantai pasangannya,

€. basa-basa dari kedua rantai tersusun rata dan tegak lurus
terhadap sumbu/ mendatar, basa-basa tersebut tersusun
bertumpuk satu di atas yang lain, dan jaraknya 3,4 A (0,34 nm)
dan terletak di sebelah dalam heliks,

d. basa nitrogen dari rantai yang berhadapan membentuk
pasangan sebagai akibat adanya ikatan hidrogen. Pada DNA
ada pasangan A=T dan G=C,

(34

Gambar 2.9 DNA Model Watson dan Crick (Sumber: Griffith et al, 2007)
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e. satu putaran lengkap heliks panjangnya 3,4 A (0,34 nm),
dengan demikian dapat disimpulkan bahwa dalam satu
putaran terdapat 10 pasangan basa,

f. pada setiap segmen molekul terdapat cekungan mayor dan
cekungan minor, kedua cekungan ini tersusun bergantian,

g. diameter heliks ganda ini memiliki ukuran 20 A (2,0 nm).

Ketujuh sifat itu adalah adalah sifat heliks ganda yang
bertujuan untuk mencapai heliks ganda yang stabil tidak mudah
terurai (Irawan, 2008).

Kerangka masing-masing untai terben dari unit gula
fosfat dan deoksiribosa bergantian yang dihubungkan oleh
hubungan fosfodiester. Ikatan fosfodiester menghubungkan
atom karbon nomor 5 ke atom karbon nomor 3 dari deoksiribosa
yang berdekatan. Dengan demikian, setiap kerangka gula-fosfat
dikatakan memiliki polaritas, atau arah 5" ke 3°, dan memahanu
polaritas ini sangat penting dalam memaharmpgsbagaimana DNA
memenuhi perannya. Setiap basa melekat pada atom karbon
nomor 1 dari gula deoksiribosa di kerangka masing-masing untai
dan menghadap ke arah dalam ke arah alas pada untai lainnya.
Ikatan hidrogen antara pasang pangkalan menahan dua helai
molekul DN A bersama-sama.

E. Bentuk DNA

Bentuk DNA yang telah kita
B-DNA. Arah pilinannya ke kanan atau berlawanan dengan arah

barkan sejauh ini disebut

jarum jam bila dilihat di porosnya. Basa bertumpuk hampir persis
tegak lurus dengan sumbu utama, dengan sekitar sepuluh pasang
basa per putaran (34 A). Namun, bentuk DNA bisa berubah jika
kadar air meningkat sampai sekitar 75% yaitu menjadi bentuk
A-DNA. Dalam bentuk ini, basa dalam posisi miring dibandingkan
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sumbu dan ada lebih banyak pasangan basa per putaran. Namun,
bentuk DNA lain variasinya relatif kecil dibandingkan bentuk

lazim B-DNA.

Gambar 2.10 Z (kiri) dan B (kanan) DNA. Garis pink adalah ikatan grup fosfat

(Sumber: Tamarin, 2001)

Pada tahun 1979, Alexander Rich dan rekan-rekannya
menemukan perputaran heliks ke kiri yang disebut Z-DNA karena
kerangkanya membentuk struktur zig zag. Z-DNA ditemukan
dengan analisis kristalografi X-ray dari molekul DNA yang sangat

kecil yang terdiri ulangan urutan G-C pada satu untai dengan

urutan C-G komplementer di sisi lain (purin dan pirimidin).

Z-DNA terlihat seperti B-DNA dengan masing-masing basa
diputar 180 derajat, menghasilkan struktur zig zag (Gambar 2.10).

Awalnya, Z-DNA tidak menarik minat ahli biologi karena
diperlukan konsentrasi garam yang sangat tinggi untuk menjadi
stabil. Namun, ditemukan bahwa Z-DNA dapat distabilkan dalam
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kondisi normal fisiologis jika gugus metil ditambahkan ke sitosin.
Z-DNA mungkin terlibat dalam mengatur ekspresi gen pada

eukariot.
Tabel 2.2 Variasi Struktur DNA
Tipe Pasangan Rotasi/ Plaiieta: Kondisi terjadinya
basa/ pasangan Kelembaban Dalam
untaian untaian
putaran basa relatif larutan
A 11 +32.7° 23 A 75% K" Na*
B 10 +36,0° 19 A 92% Kadar garam
rendah
G 9,33 + 38,6° 19 A 66% -
z 12 -30,0° 18 A - Iedar garam
tinggi

Catatan: Rotasi dinyatakan dengan nilai positif (+) untuk DNA putar kanan dan
dinyatakan dengan negatif untuk DNA putar-kiri. Bentuk C kemungkinan tidak
ada dalam kondisi in vivo.

Sumber: Yuwono, 2005

Struktur Z-DNA %ak hanya terjadi pada molekul yang
mempunyai poli (C-G), melainkan juga terjadi pada bagian
polinukleotida yang basa-basa purin pirimidinnya bergantian,
misalnya ACACACAC. Terlebih lagi jika basa purin pirimidin
bergantian terletak pada molekul DNA yang panjang misalnya
..... TGATCCGCGCGCGCGCAGTCTT......, maka rangkaian purin-
pirimidin tersebut memiliki bentuk Z pada konsentrasi garam 2 M

sedangkan bagian DNA yang lain mempunya bentuk B (Yuwono,
2005)

F. Isolasi DNA

walnya, mengisolasi DNA adalah proses yang panjang dan
sulit untuk mengumpulkan DNA dalam jumlah besar. Dengan
kemajuan teknologi cuku yak DNA yang dapat dikumpulkan
dari bahan yang terbatas. A manusia dapat dianalisis dengan
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menggunakan sedikit sampel darah atau beberapa beberapa sel
dari bagian dalam pipi. Penurunan jumlah DNA yang dibutuhkan
untuk analisis memungkinkan ilmuwan mempersingkat prosesnya
sehinggca DNA dapat diisolasi dalam beberapa jam, bukan

beb a hari.

Elijasi DNA adalah pemisahan molekul DNA dari molekul
lain seperti dinding sel, membran sel, dagy membran inti sehingga
strukturnya dapat dilihat dengan jelas. Ada tiga langkah utama
dalam isolasi DNA, yaitu perusakan dinding sel (lisis), pemisahan
DNA dari bahan padat seperigmmclulosa dan protein, serta
pemurnian DNA (Ardiana, 2009; Fatchiyah et al., 2011). Prosedur
isolasi DNA dapat berbeda-beda tergantung pada tujuan isolasi
DNA dan kuantitas yang dibutuhkan.

Misalnya, bakteri adalah sel tunggal dan tidak mengandung
tulang, lemak, rawan, dll, sehingga DNAnya relatif mudah
diisolasi. Sebaliknya, sampel dari hewan dan tumbuhan harus
digerus menjadi fragmen kecil sebelum ke proses selanjutnya,
karena sel tumbuhan memiliki dinding sel yang sangat keras,
penghancuran sel bisa dengan blender atau menambahkan
enzim degradatif khusus untuk mencerna komponen ginding sel
(Clark, 2005; Fatchiyah et al., 2011). Hasil isolasi DN A merupakan
tahapan penting untuk langkah berikutnya. Oleh sebab itu,
dalam pelaksgmgannya harus dilakukan dengan baik dan bebas
kontaminasi. gama proses isolasi DNA, beberapa hal yang
dapat terjadi antara lain: DNA patah-patah selama proses isolasi,
DNA terdegradasi oleh enzim nuklease, terjadi kontaminasi oleh
polisakarida, metabolit sekunder ikut terisolasi (Fatchiyah et al,
2011).

Dua jenis prosedur umum digunakan untuk isolasi DNA,
sentrifugasi dan ekstraksi kimia. Proses sentrifuge yang dilakukan
bertujuan untuk memisahkan campuran menjadi dua fase yaitu fase
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terlarut dan fase organik. Fase terlarut (supernatan) mengandung
DNA genom karena memiliki berat molekul yang lebih ringan
dibandingkan dengan fase organiknya. Fase organik (pelet) yang
terbentuk berada pada bagian dasar tabung. Menurut Seidman &
Moore (2000) dalam Remelia (2008) pelet yang terbentuk tersebut
merupakan molekul-molekul protein dan polisakarida yang
terdenaturasi.

Bahan kimia vang dibutuhkan untuk isolasi DNA antara
lain nitrogen cair dibutuhkan untuk membekukan jaringan
sehingga memudahkan dalam proses penggerusan (Ausubel ef
al, 1998). Penambahan NaCl dalam buffer isolasi bertujuan untuk
memisahkan molekul DNA dari komponen lainnya dengan cara
membentuk ikatan ionik dengan asapesnukleat (kondisi ionik
vang lebih stabil). Larutan Tris-HCl berfungsi sebagai larutan
penyangga yang menjaga kestabilan pH. Larutan EDTA berfungsi
mengikat kation divalen membentuk inhibitor enzim DNAse.
Dengan demikian, EDTA berfungsi menjaga stru DNA supaya
tidak terdegradasi (Sambrook & Russel, 2001). EDTA berfungsi
sebagai perusak sel dengan cara mengikat ion magnesium (ion
ini berfungsi untuk mempertahankan integritas sel maupun
mempertahankan aktivitas enzim nuklease yang merusak asam
nukleat).

Senyawa lainnya yang ditambahkan pada buffer isolasi yaitu
Na-bisulfit dan CTAB. Na-bisulfit berfungsi untuk anye]ubungi
ion negatif pada ujung struktur DN A sehingga dapat meningkatkan
daya presipitasi DNA terhadap alkohol dingin (Sambrook &
Russel, 2001). CTAB merupakan ditergen yang berfungsi merusak
membran sel serta membentuk suatu kompleks dengan protein
serta polisakarida, tetapi tidak mengendapkan asam nukleat.

Pemberian larutan kloroform:isoamil (24:1) berfungsi untuk
memisahkan DNA dari membran sel yang memiliki berat
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molekul lebih besar. Penambahan senyawa kimia kloroform

dapat menyebabkan lisisnya membran sel serta terdenaturasinya
prﬂtein—prain sel seperti endonuklease. Lisisnya membran
sel akan memudahkan molekul DNA terpisah dari kompleks
CTAB, protein, dan senyawa-senyawa polisakarida (Ausubel,
1998). Isoamil alkohol digunakan untuk mengurangi pembusaan
ekstraksi berlagpesung (Sambrook & Russel, 2001).

Senyawa @rﬁfﬂm merupakan senyawa yang tidak larut
dalam air sehingga memungkinkan adanya pemisahan antara fasa
cair dan fasa organik setelah dilakukan proses sentrifuge. DNA
genom vang dihasilkan dari supernatan kemudian dipresipitasi
dengan bantuan alkohol absolut. Penambahan senyawa alkohol
akan memudahkan tervisualisasinya DNA genom dari supernatan
yang terbentuk. Produk genom selanjutnya dipresipitasi kembali
dengan bantuan senyawa etanol 70% (Van Heusden dkk. 2000
dalam Remelia, 2008). Menurut Ausubel (1998), presipitasi dengan
menggunakan etanol 70% sangat berguna untuk meningkatkan
konsentrasi DNA genom yang terbentuk serta dapat memisahkan
DNA dari sisa-sisa molekul organik yang tidak dibutuhkan lagi
seperti kloroform dan garm-garam organik lainnya.

Sampel DNA genom yang telah berhasil diisolasi dapat
disimpan untuk jangka waktu tertentu sehingga sampel tersebut
dapat digunakan sesuai dengan keperluan analisis yang
dilakukan. Proses penyimpanan sampel DNA genom dapat
dilakukan dengan menambahkan Tris-EDTA ke dalam sampel
kemudian diletakkan pada suhu -20 C. Penambahan senyawa TE
dilakukan untuk menghindari kerusakan DNA genom hasil isolasi
dari endonuklease selama proses penyimpanan. Senyawa Tris
berfungsi untuk mempertahankan pH, sedangkan senyawa EDTA
yang terkandung untuk menghambat aktivitas DNAse.
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RANGKUMAN

1

L

Materi genetik terdiri dari %ﬂxy:’ibmmdﬁc Acid (DNA) dan
Ribonucleic Acid (RNA). Materi genetik bagi kebanyakan
organisme adalah DNA, sementara RNA terlibat dalam sintesis
protein dan merupakan bahan genetik sebagian virus.
Percobaan-percobaan yang membuktikan bahwa materi genetik
adalah DNA antara lain: percobaan transtormasi Griffith,
percobaan Avery-MacLeod-McCarty, dan percobaan Hershey
dan Chase.

Pada beberapa virus, RNA (ribonucleic acid) adalah materi
genetik.

Stmktur%}\ dan RNA adalah polj linier yang terdiri dari
monomer yang disebut nukleotida. Nukleotida terdiri dari tiga
komponen vaitu fosfat, gula, dan basa nitrogen. Keduanya
memiliki empat basa nitrogen (dua purin dan dua pirimidin).
Bentuk DNA berdasarkan pilinan antara lain B-DNA, A-DNA,

Z-DNA (berpilin ke kiri).

solasi DN A adalah pemisahan molekul DNA dari molekul lain
seperti dinding sel, membran sel, dan m ran inti sehingga
strukturnya dapat dilihat dengan jelas. Ada tiga langkah
utama dalam isolasi DNA, yaitu perusakan dinding sel (lisis),
pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein,
serta pemumian DNA.

EVALUASI

1.

Jelaskan percobaan Avery-MacLeod-McCarty untuk
membuktikan bahwa materi genetik adalah DNA!

Bagaimana cara membuktikan bahwa RNA adalah materi
genetik untuk virus tertentu?

Buatlah bagan pembeda struktur kimia DNA dan RNA!
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4. Bagaimana cara memberi nomor pada atom karbon dan
nitrogen yang ada di gula, pirimidin, dan purin?

Terangkan tentang pilinan ke kiri dan pilinan ke kanan!

6. Mengapa dibutuhkan penggerusan padaisolasi DNA tanaman?

EJ'E

REFLEKSI BELAJAR
Setelah mempelajari materi ini,
Tuliskan hal baru apa saja yang Saudara peroleh!

Bagian mana dari materi ini yang sulit Saudara pahami?
Apa saja upaya belajar Saudara pada materi imi?

Gk

Apa saja manfaat/ dampak yang Saudara peroleh setelah
mempelajari materi ini?
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BAGIAN II1
KROMOSOM

Indikator Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa dapat menjelaskan packaging DNA menjadi
kromosom

2. Mahasiswa dapat membedakan kromosom pada eukariot,
prokariot, dan virus.

. Mahasiswa dapat menjelaskan bagian-bagian kromosom

4. Mahasiswa dapat membedakan tipe kromosom

5. Mahasiswa dapat membedakan bentuk kromosom

6. Mahasiswa dapat menjelaskan jumlah dan ukuran kromosom

A. Pendahuluan

C. Von Nageli mewacanakan istilah kromoson untuk pertama
kali pada tahun 1842 (Aristya et al, 2015). Pada tahun 1879, W.
Flemming menemukan struktur seperti benang di dalam inti
sel salamander selama pembelahan sel yang diyakini adalah
kromosom. Kromosom tidak hanya ditemukan pada makhluk
hidup eukariot tetapi juga dapat ditemukan di makhluk hidup
prokariot bahkan yang makhluk yang tergolong aseluler (virus).

Tanaman dan hewan memiliki DNA yang jauh lebih banyak
daripada bakteri sehingga DNA harus mengalami kondensasi agar
dapat dimasukkan ke dalam inti sel. Bakteri membawa sekitar
4.000 gen pada satu kromosom tunggal, yang panjangnya sekitar
satu milimeter. Kromosom eukariotik berukuran lebih panjang
dan harus dilipat sampai lima mikron, memendek 2.000 kali lipat.

Selama interfase, ketika sel tidak membelah, materi genetik
sebagai kompleks nukleoprotein yang disebut kromatin yang

31
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tersebar pada sebagian besar nukleus. Selanjutnya pemadatan
kromatin selama mitosis mr:nghasilkan kromosom metafase yang
dapat dilihat menggunakan mikrnsknp dcngan pewarnaan.

B. Packaging DNA menjadi Kromosom

Dalam proses packaging DN A menjadi kromosom, protein yang
menyusun kromggin selain DNA pada eukariotik adalah histon,
yang terdiri dari Hl, H2A, H2B, H3, dan H4 yang kaya akan asam
amino dan bermuatan positif, sehingga dapat berinteraksi dengan
kelompok fosfat pada DNA yang bermuatan negatif (Lodish et al,
2003). Komposisi histon dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Urutan asam amino histon H2A, H2B, H3, dan H4 sangat mirip
di antara spesies. Misalnya, urutan histon H3 dari jaringan landak
laut dan thymus sapi berbeda hanya satu asam amino saja. H3 dari
spesies kacang dan thymus sapi memiliki perbedaan sebanyak
empat asam amino. Variasi urutan asam amino pada HI1 lebih
banyak daripada urutan histon lainnya. Pada jaringan tertentu,
H1 dapat digantikan dengan histon lain. Misalnya, pada sel darah
merah burung, histon H5 hadir menggantikan H1 (Lodish et al,
2003).

Tabel 3.1 Komposisi Histon

Macam Kandungan Lisin- Jumlah asam | Berat Molekul
Histon Arginin amino (dalton)
H1 Kaya lisin 213 23000
H2A Kaya lisin dan arginin 129 14000
H2B Sedikit lisin 125 13800
H3 Kaya arginin 135 15300
H4 Kaya arginin dan glisin 102 11300

Sumber: Tamarin, 2001; Corebima, 2008

Bagan asosiasi antara DNA dan protein histon ditunjukkan
pada Gambar 3.1. atau dalam bentuk yang lain ditunjukkan
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pada Gambar 3.2 yang memperlihatkan bentukan serupa manik-
manik sepanjang mokelul DNA yang dapat terlihat pada rekaman
mikroskop elektron. Jumlah protein histon ekivalen dengan jumlah

DNA.

Histone H1
L3

o

Trmerwa ke o
SN e prairs

Gambar 3.1 Asosiasi antara DNA dan Protein pada suatu Kromatin Inti Eukariot
(Sumber: Klug et al, 2007)

Bentukan serupa manik-manik itu disebut sebagai nukleosom
(nucleosome). Penggalan DNA yang menghubungkan nukleosom
dengan yang lainnya disebut penghubung (linker). Pada struktur
nukleosom menunjukkan bahwa pada tiap nukleosom terdapat
empat macam protein histon yaitu H2A, H2B, H3, dan H4, masing-
masingnya sebanyak dua molekul. Jadi pada tiap nukleosom
terdapat delapan molekul protein histon atau yang biasa disebut
satu oktamer protein histon. Tiap oktamer itu dililiti oleh DNA
sebanyak hampir 2 kali (13/4 kali). Ukuran DNA yang meliliti tiap
oktamer itu adalah sepanjang 146 pasang nukleotida.

Menurut Clark (2005) H1 memiliki dua lengan yang terbentang
dari pusatnya. Bagian tengah H1 mengikat nukleosome dan kedua
lengan berikatan dengan nukleosom di kedua sisi. Pendapat lain
yang menyatakan bahwa protein histon H1 berperan menstabilkan
dua lilitan DNA (sepanjang 166 pasang nukleotida) atas oktamer
(perhatikan Gambar 3.2). Ada pula pendapat yang menyatakan
bahwa protein histon H1 berperan pada peristiwa pelilitan lanjutan
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atau pelipatan (folding) untai nukleosome membentuk benang
kromatin berdiameter 110 A (perhatikan Gambar 3.1).

Tahap selanjutnya kondensasi mencakup pelilitan dan
pelipatan lanjutan kromatin hingga terbentuknya benang kromatin
berdiamater 300 A (solenoid). Pada tahap ketiga kondensasi,
protein-protein  kromosom non histon membentuk suatu
kerangka yang membantu proses kondensasi lebih lanjut hingga
te uknya kromosom metafase yang sangat padat.

rbﬁuktur kromosom di dalam mitokondria makhluk hidup
apapun berupa molekul DNA untai ganda yang sangat melilit,
tidak b siasi dengan protein-protein semacam histon. Jelaslah
bahwa Ensﬁlﬂsom di dalam mitokondria hanya berupa molekul
DNA untai ganda yang telanjangghdleh karena itu pada kromosom
mitokondria tidak ditemukan bentukan nukleosom semacam
yang ditemukan pada krgmosom inti sel eukariot. Seperti halnya
kromosom mitokondria, Eﬂmﬂsum kloroplas juga berupa DNA
untai ganda telanjang tanpa asosiasi dengan protein struktural
tertentu dan sangat melilit.
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Mucleosome core

Chromatid
(700-nm diameter)

(c) Chromatin fiber
(300-nm diameter)

j|~L0r.1ped domains

H1 Histone
(b) Solencid
{(30-nm diameter)
Spacer DNA
plus H1 histone

Histone octamer plus
147 base pairs of DNA

: (a) Nucleosomes
(6-nm x 11-nm flat disc)

FIGURE 11-10 General model of the association of histones and DNA in the nuclensome, showing
how the chromatin fiber can coil into 8 more condensed structure, uliimately producing a metaphase
chromosome.
Gambar 3.2 Model Umum Asosiasi DNA dan Protein Histon serta Pola
Kondensasinya pada Kromosom Inti Eukariot (Sumber: Klug et al, 2007)

Kromosom virus dan prokariot lebih sederhana jika
dibandingkan dengan kromosom eukariot. Pada virus (bukan
retrovirus), kromosom tersusun dari molekul DNA telanjang, tanpa
tergabung dengan senyawa lain seperti protein. Pada sebagian
besar kelompok virus, molekul DNA merupakan helix rangkap/
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ganda, tetapi pada kelompok virus tertentu, molekul DNA tersebut
hanya b{:rupa suatu untai l'unggal. Kromosom retrovirus tersusun
dari molekul RNA telanjang, tanpa bergabung dengan senyawa
lain seperti protein dan sebagainya (Corebima, 2008).

Pada makhluk hidup prokariot, kromosom tersusun dari
molekul DNA untai ganda (helix rangkap) yang bergabung dengan
protein tertentu (bukan histon seperti pada kelompok eukariot)
serta RNA (Gardner ¢t al., 1991). Escherichia coli, dijadikan bahan
kajian untuk mempelajari kromosom memiliki kromosom sirkular.
Kromosom pada bakteri terdiri dari molekul DNA yang bergabung
dengan protein yang disebut HU dan HI. Protein tersebut kecil
tetapi tersebar di dalam sel. P in ini memiliki asam-asam amino
bermuatan positif yang dapat membentuk ikatan ion dengan fosfat
DNA yang bermuatan negatif.

C. Bagian-bagian Kromosom

tiap kromosom memiliki dua lengan, yang pendek disebut
lengan p (dari bahasa Perancis petif yang berarti kecil) dan lengan

yang panjang lengan q (q mengikuti p dalam alfabet). Lengan
pendek dan lengan panjang dihubungkan oleh suatu struktur yang
disebut sentromer. Sentromer merupakan lekukan primer yang di
kedua sisinya terdapat kinetokor (tempat benang-benang spindel
melekat). Selain lekukan primer, terkadang juga dijumpai lekukan
lain yang disebut lekukan sekunder untuk pengaturan nukleolus
vang disebut Nucleolus Organizer Regions (NORs). Lekukan
sekunder biasanya diikuti dengan satelit (bangunan membulat
dan terikat pada pengaturan nukleolus) (Aristya et al., 2015).
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Telomere

Che G i

Gambar 3.3. Bagian-bagian Kromosom (Sumber: Lodish et af., 2003)

Kromosom dapat diwarnai dengan menggunakan pewama
Giemsa. Dengan pewarnaan semacam ini, maka dapat
diamati perbedaan dalam hal pengikatannya terhadap bahan
pewarna tersebut. Bagian kromosom yang tidak terlalu rapat
pengemasannya yang ditunjukkan dengan mengikat lebih
sedikit pewarna Giemsa disebut eukromatin, sedangkan bagian
kromosom yang lebih rapat dan mengikat pewarna Giemsa lebih
banyak disebut heterokromatin yang tampak padat di mikroskop
cahaya dan elektron. Bagian yang aktif melakukan transkripsi
adalah eukromatin. Hal itu selama replikasi dan transkripsi, histon
sementara lepas dari DNA. Setelah proses transkripsi pada bagian
tersebut selasai, histon mengait kembali pada DNA (Clark, 2005).

Kromosom eukariotik memiliki dua ujung yang disebut
telomer, yang tidak hanya menandai penghentian kromosom
tetapi juga memiliki beberapa fungsi spesifik. Telomer mencegah
ujung kromosom terdegradasi oleh eksonuklease dan mengontrol
ujung kromosom direplikasi dengan benar (Tamarin, 2001).

D. Tipe Kromosom

Kromosom dibedakan atas autosom dan gonosom. Autosom
mak ada hubungannya dengan penentuan jenis kelamin
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sedangkan gonosom menentukan jenis kelamin (sering disebut
juga kromosom kelamin). Setiap sel, baik sel tubuh maupun sel
kelamin memiliki autosom dan gonosom, yang membedakan
adalah jumlahnya, pada sel tubuh selalu diploid dan sel kelamin
selalu haploid. Mesalnya pada sel tubuh manusia, 46 kromosom
atau 23 pasang, maka yang 44 buah (atau 22 pasang) merupakan
autosom, sedangkan 2 yang lageswa adalah gonosom (Gambar 3.4).
Contoh lain misalnya padam buah (Drosophila melanogaster)
yang mempunyai 8 buah kromosom, 6 buah diantaranya adalah

autosom dan 2 gonosom.

Gambar 3.4 Kromosom pada Manusia (nomor 1 sampai dengan nomor 22
adalah kromosom tubuh, nomor 23 adalah kromosom kelamin)
(Sumber: Griffith et al, 2007)

Gonosom ﬂedakaﬂ atas dua macam, yaitu kromo X dan
kromosom Y. Pada manusia (dan kebanyakan Mamalia) baik yang
perempuan (betina) maupun yang laki-laki (jantan) mempunyai
sepasang kromosom seks. Seorang perempuan normal mempunyai
sepasang kromosom X. Seorang laki-laki normal mempunyai
sebuah kromosom X dan sebuah kromosom Y.
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gé telur (ooum) yang dimiliki seorang perempuan normal
adalah haploid mengandung 22 autosom + sebuah kromosom
X. Sebaliknya, seorang laki-laki normal membentuk 2 macam
spermatozoa, yaitu spermatozoa yang membawa 22 autosom
+ 1 kromosom X (disebut ginospermium) dan spermatozoa yang
m wa 22 autosom + 1 kromosom Y (disebut androspermium).
Jadi secara teoritis, lahirnya anak perempuan dan laki-laki dalam
keadaan normal mempunyai peluang sama besar, yaitu masing-
masing 50%.

E. Bentuk Kromosom

Berdasarkan letak sentromernya kromosom dibedakan
menjadi empat macam yaitu:

1. Metasentrik jika sentromer tEl’]E‘tElkgl tengah-tengah kromosom
sehingga kromosom tampak memiliki dua lengan yang sama
panjang, dan mempunyai bentuk seperti huruf V.

2. Submetasentrik jika sentromer terletak pada submedian
atau kira-kira ke arah salah satu ujung kromosom, sehingga
kromosom terbagi menjadi dua lengan yang tak sama panjang
dan mempunyai bentuk seperti huruf J.

3. Akrosentrik jika sentromer terletak pada subterminal (di
dekat ujung kromosom), sehingga bentuk kromosom tidak
membengkok melainkan tetap lurus seperti batang. satu lengan
kromosom sangat pendek, sedang lengan lainnya sangat
panjang.

4. Telosentrik apabila sentromemya terletak di ujung kromosom,
sehingga kromosom hanya memiliki satu lengan kromosom
saja dan berbentuk lurus seperti batang.
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Gambar 3.5 Bentuk Kromosom (Sumber: Klug et al, 2010)

F. ém]ah dan Ukuran Kromosom
h

iap jenis makhluk hidup memiliki ukuran kromosom yang

bervariasi. Umumnya panjang kromosom berjssar antara 0,2-50

mikron dengan diameter antara 0,2-20 pm. Hewan cenderung

memiliki kromosom yang pendek (4-6 um), sedangkan tumbuhan

erung memiliki kromosom yang panjang (mencapai 50 pum).

ada umumnya semakin sedikit jumlah kromosom pada suatu
makluk hidup semakin panjang kromosomnya.

Pada lalat buah (D. melanogaster) dikenal memiliki kromosom
yang berukuran besar atau disebut dengan kromosom raksasa.
Karena besarnya, kromosom lalat buah ini bisa diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya biasa. Pengamatan kromosom
raksasa dari D. melanogaster biasanya diambil dari kelenjar air
liurnya pada saat masih menjadi larva. Dengan menggunakan

mikroskop cahaya akan tampak seperti benang-benang yang
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semuanya berjumlah 8 buah. Sedangkan untuk mengamati secara
seksama tidak cukup dengan mikroskop biasa melainkan harus
dengan mikroskop elektron yang mampu memperbesar bayangan
hingga jutaan kali.

Ukuran kromosom bakteri juga bermacam-macam. Sebagai
contoh misalnya kromosom bakteri E.coli adalah sepanjang sekitar
1100 pm sumber lain menyebut sepanjang 1200 pm. Kromosom E.
coli tersebut. berukuran panjang 1200 um dan tersusun dari 4000
pasang basa atau berukuran 4 x 10° pb. Di lain pihak kromosom
bakteri Haemophilus influenzae berukuran 832 pum, sedangkan
kromosom Mycoplasma galisepficum tersusun dari 300 kb.

Tabel 3.2 Iumlah kromosom pada beberapa spesies

Spesies Jumlah kromosom Spesies Jumlah kromosom

(pasang) (pasang)
MNyamuk 3 Gandum 21
Lalat 6 Manusia 23
Bawang putih 8 Kentang 24
Kodok 11 Sapi 30
Padi 12 Keledai 31
Katak 13 Kuda 32
Aligator 16 Anjing 39
Kucing 19 Ayam 39
Tikus 20 lkan Mas 52
Monyet 21

Sumber: Griffith et al., 2007

Em]ah kromosom dalam sel bervariasi, tergantung pada
jenis makhluk hidupnya. Namun, jumlahggomosom pada tiap
jenis makhluk hidup selalu tetap. Spesies yang memiliki jumlah
kromosom yang sama atau hampir sama tidak menggambarkan
bahwa spesies-spesies tersebut memiliki banyak kesamaan ciri
atau berkerabat dekat. Misalnya antara padi dan pinus sama-sama
memiliki 24 kromosom (12 pasang) tetapi keduanya memiliki
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ciri—ciri yang jauh berbeda. Demikian pula antara kucing dengan
Hydra yang sama-sama memiliki 32 kromosom. Apalagi antara
bawang merah dengan Planaria (cacing pipih) yang sama-sama
mempunyai 16 kromosom.

Jumlah kromosom pada mitokondria dan kloroplas hanya
satu buah yang berbentuk sirkuler ataupun cincin. Ukuran DNA
mitokondria maupun kloroplas sangat beranekaragam. Pada
tumbuhan tinggi misalnya, ukuran DNA kloroplas berkisar
antara 120-160 kb, sedangkan pada Alga berkisar antara 85-292 kb
(Gardner et al., 1991).

RANGKUMAN

1. Dalam proses packaging DNA menjadi kromosom, protein
yang menyusun kromatin gedain DNA pada eukariotik adalah
histon, yang terdiri dari , H2A, H2B, , dan H4. tiap
nukleosom terdapat empat macam protein histon yaitu H2A,
H2B, H3, dan H4, masing-masingnya sebanyak dua molekul.
Jadi pada tiap nukleosom terdapat delapan molekul protein
histon atau yang biasa disebut satu oktamer protein histon.
Tiap oktamer itu dililiti oleh DNA sebanyak hampir 2 kali.
Tahap selanjutnya kondensasi mencakup pelilitan dan
pelipatan lanjutan kromatin hingga terbentuknya benang
kromatin berdiamater 300 A (solenoid). Pada tahap ketiga
kondensasi, protein-protein kromosom non histon membentuk
suatu kerangka yang membantu proses kondensasi lebih lanjut

e ca terbentuknya kromosom metafase yang sangat padat.

. Ep kromosom memiliki dua lengan, yang pendek disebut
lengan p dan lengan yang panjang leng . Lengan pendek
dan lengan panjang dihubungkan oleh suatu struktur yang
disebut sentromer. Ujung kromosom disebut telomer.
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mosom dibedakan atas autosom dan gonosom. Autosom
tidak ada hubungannya dengan penentuan jenis kelamin
sedangkan gonosom menentukan jenis kelamin (sering disebut
paetn kKromosom kelamin).
erdasarkan letak sentromemya kromosom dibed akan menjadi
empat macam yaitu metasentrik, submetasentrik, akrosentrik,

telosentrk.
Qi‘:l:lﬂp jenis makhluk hidup memiliki ukuran dan jumlah
kromosom yang bervariasi. Umumnya panjang kromosom
berkj antara 0,2-50 mikron dengan diameter antara 0,2-20
um. Hewan cenderung memiliki kromosom yang pendek (4-6
um), sedangkan tumbuhan cenderung memiliki kromosom
yang panjang (mencapai 50 um).

EVALUASI

T
&

Apa yang dimaksud kromosom?

Mengapa DNA harus mengalami packaging menjadi
kromosom?

Apa perbedaan kromosom pada eukariot, prokariot, dan virus?
Buatlah tabel perbandingan yang memuat perbedaan jenis-
jenis kromosom berdasarkan sentromemya

Mengapa transkripsi hanya bisa dilakukan pada eukromatin?
Carilah jumal penelitian tentang jumlah dan ukuran kromosom,
buatlah tabel perbandingannya!

REFLEKSI BELAJAR

1.
-8
3:

Setelah mempelajari materi ini,

Tuliskan hal baru apa saja yang Saudara peroleh!
Bagian mana dari materi ini yang sulit Saudara pahami?
Apa saja upaya belajar Saudara pada materi ini?
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4. Apa saja manfaat/ dampak yang Saudara peroleh setelah
mempelajari materi ini?
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BAGIAN IV
REPLIKASI

Indikator Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa dapat membedakan model replikasi

2. Mahasiswa dapat menjelaskan bukti replikasi DNA vyaitu
semikonservatif

3. Mahasiswa dapat menjelaskan enzim yang berperan pada
proses replikasi

g Mahasiswa dapat menjelaskan proses replikasi

5. Mahasiswa dapat menjelaskan proses perbanyakan DNA
secara in vitro yaitu menggunakan metode PCR

A. Pendahuluan

Perbanyakan materi genetik penting dilakukan dalam proses
pertumbuhan sel. Proses tersebut dikenal deng replikasi.
Replikasi adalah peristiwa penggandaan DNA. A perlu
digandakan untuk mempersiapkan terjadinya pembelahan sel,
karena tiap sel baru yang terbentuk akan memiliki kopian DNA
yang sama. Replikasi membutuhkan bantuan dari beberapa
enzim untuk membuka untai DNA, membentuk DNA baru, dan
menggabungkan DNA yang terbentuk.

Mekanisme replikasi oleh Watson dan Crick disebut
semikonservatif. Setiap basa berpotensi untuk dipasangkan dengan
nukleotida bebas. Masing-masing basa hanya akan berpasangan
dengan basa komplementernya, A dengan T dan G dengan C.
Sehingga, masing-masing dari dua untaian tunggal akan bertindak
sebagai templat, atau cetakan, untuk mengarahkan perakitan basa
komplementer dan membentuk heliks ganda identik dengan

45
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aslinya. Nukleotida baru yang ditambahkan diasumsikan berasal
dari kumpulan nukleotida bebas yang ada di dalam sel. Jika
model ini benar, maka masing-masing molekul anakan harus
mengandung satu untai nukleotida parental dan satu untai
nukleotida yang baru disintesis.

B. Model Replikasi DNA

Ada hga model replikasi yang dikenal yaitu konservatif, semi
konservatif, dan dispersif (Gambar 6.1). Pada model replikasi
konservatif, untai ganda DNA induk langsung membentuk salinan
berupa untai ganda DNA baru tanpa ada pemisahan untai ganda

induk terlebih dahulu. Replikasi pertama menghasilkan dua
untai ganda DNA, terdiri dari satu untai ganda DNA induk dan
satu untai ganda DNA yang benar-benar baru. Pada replikasi
kedua, masing-masing untai ganda DNA tersebut langsung
membentuk salinan DNA yang baru lagi. Akhirnya, menghasilkan
empat buah DNA. Satu DNA tetap merupakan DNA induk yang
utuh dan tiga DNA merupakan DNA baru.

Serrsongoryaive
e pACation
— RN
— RN
Cormervatres repiicaton
— RN
— RN

Drape-raivr Feploation

IV
{
RN

Gambar 4.1 Model replikasi (Sumber Tamarin, 2001)
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Hipotesis model semi konservatif ini dikemukakan oleh
Watson dan Crick, menyatakan bahwa untai ganda DNA induk
membuka atau memisah terlebih dahulu sehingga terbentuk dua
buah untai tunggal DNA. Masing-masing untai tunggal tersebut
berfungsi sebagai cetakan untuk membentuk untai tunggal DNA
baru, melalui pembentukan pasangan basa yang komplementer
dengan basa nitrogen DNA induk. Dengan demikian, hasil
replikasi pertama adalah dua buah DN

Masing-masing DNA terdiri dari satu untai tunggal induk
dan satu untai tunggal yang baru. Pada replikasi kedua, masing-
masing untai ganda DNA tersebut membuka kembali sehingga
dihasilkan empat buah DNA. Dua buah DNA mengandung untai
tunggal induk dan dua buah DNA yang lain merupakan untai
DNA baru.

Untai ganda DNA hasil replikasi pertama maupun replikasi
ke du ri DNA induk mengandung segmen camaran antara
untai A induk dan untai DNA baru. Artinya, untai ganda
DNA salinannya terdiri dari dua untai tunggal DNA yang masing-
masing mengandung segmen (bagian atau potongan) DNA induk
dan segmen DNA baru. Pada akhir tahun 1950-an, Matthew
Meselson dan Franklin Stahl melakukan percobaan untuk
menguji ketiga hipotesis tersebut. Ternyata, hasil percobaannya
mendukung hipotesis atau ide dari Watson dan Crick yaitu model
semi konservatif.

C. Replikasi Semikonservatif

Replikasi semikonservatif baru dipastikan pada tahun 1958
dengan eksperimen dari Matthew Meselson dan Franklin Stahl.
Mereka menggunakan isotop atom N yaitu isotop “N (berat atom
14,008) dan isotop N yang lebih berat yaitu “N. Kedua isotop

tersebut dapat dibedakan berdasarkan berat atomnya. Meselson
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dan Stahl menggunakan biakan E. coli pada medium yang
mengandung isotop “N sehingga basa N akan mengandung isotop
“N. Sel kemudian dipindahkan dari medium "N dan dimasukkan
ke dalam medium “N untuk beberapa generasi. Pada tiap generasi,
sel disentrifuse untuk dilihat kandungan N (Gambar 4.2).

Prosedur sentrifugasi gradien cesium klorida digunakan
Meselson dan Stahl untuk membedakan DNA. Jika cesium klorida
diputar dalam sentrifuse dengan kecepatan sangat tinggi (50.000
rpm) selama berjam-jam, ion cesium dan klorida didorong oleh
gaya sentrifugal ke bagian bawah tabung. Pada akhimya, gradien
ion terbentuk di tabung, dengan konsentrasi ion/ kerapatan
tertinggi berada di bagian bawah. DNA yang disentrifugasi dengan
cesium chloride membentuk sebuah pita pada posisi yang identik
dengan densitasnya pada gradien.
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Gambar 4.2 Eksperimen Meselson dan Stahl (Sumber: Tamarin, 2001)

DNA dengan kepadatan berbeda akan membentuk pita
di tempat yang berbeda. Sel yang awalnya tumbuh di isotop
berat "N menunjukkan DNA dengan kepadatan tinggi. Setelah
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menumbuhkan sel-sel ini dalam isotop N selama satu generasi,
ditemukan bahwa DNA memiliki kepadatan menengah,
ditunjukkan setengah merah (*N) dan setengah biru (“*N) di
bagian tengahnya. Setelah dua generasi, DNA yang diamati persis
seperti yang diperkirakan oleh model Watson-Crick.

D. Proses Replikasi

Arthur Kornberg dan mitranya pada tahun 1957, berhasil
mengisolasi DNA polimerase I dari E. coli. Tetapi pada tahun 1969,
ditemukan mutan E.coli yang tidak memiliki DNA polimerase
I dan mampu melakukan replikasi, hanya saja mutan ini tidak
bisa memperbaiki DNA yang rusak. Sehingga dugaan awal yang
menyatakan enzim yang terlibat pada proses replikasi adalah
DNA polimerase I ternyata bukan enzim yang utama pada proses
replikasi (Irawan, 2008).

Sekarang dikenal juga enzim DNA polimerase II dan III
yang berperan dalam proses replikasi. Enzim DNA polimerase I
diduga berperan dalam menghilangkan primer dan menggantinya
dengan wurutan nukleotida, sedangkan yang berperan dalam
sintesis nukleotida adalah DNA polimerase III. DNA polimerase
IT berperan dalam perbaikan DNA yang rusak akibat pengaruh
eksternal, misalnya sinar UV.

Replikasi DNA dimulai pada lokasi spesifik disebut sebagai
asal replikasi, yang memiliki urutan tertentu yang bisa dikenali oleh
protein yang disebut inisiator DnaA. Mereka mengikat molekul
DNA di tempat asal, sehingga mengendur untuk perakitan protein
lain dan enzim penting untuk replikasi DNA. Sebuah enzim
yang disebut helikase direkrut ke lokasi untuk unwinding (proses
penguraian/seperti membuka resleting) heliks dalam alur tunggal.

Helikase melepaskan ikatan hidrogen antara pasangan basa,

dengan cara yang tergantung El‘l{;‘l‘gi. Tibk ini atau wilayah DNA
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yang sekarang dikenal sebagai garpu replikasi (Garpu replikasi

atau cabang replikasi adalah struktur yang terbentuk ketika DNA
bereplikasi). Setelah heliks yang terbuka, protein yang disebut
untai tunggal mengikat protein (SSB) mengikat daerah terbuka
dan mencegah mereka untuk menempel kembali. Proses replikasi
sehingga dimulai, dan garpu replikasi dilanjutkan dalam dua arah
yang berlawanan sepanjang molekul DNA.

Karena adanya ikatan heliks yang terbuka, pilinan yang
ada di depannya akan lebih kuat yang disebut supercoiling.
Supercoiling dengan pilinan yang kuat dapat memutus DNA,
untuk menghilangkannya, enzim DNA girase akan memutus salah
satu heliks sehingga menjadi mengendur. DNA girase termasuk
golongan DNA topoisomerase. Reaksi terbukanya heliks serta
supercoiling membutuhkan energi dar hidrolisis ATP.

Untuk memulai penambahan nuk]eotida#ompl&m&nter,
dibutuhkan 3" gugus hidmksilmng dikatalisasi oleh enzim yang
disebut DNA primase. Enzim in1 mensintesis bentangan pendek
RNA ke untai DNA yang ada. Segmen pendek ini disebut primer,
terdiri dari 9-12 nukleotida. Hal ini memberikan DNA polimerase
plattorm yang diperlukan untuk mulai menyalin sebuah untai
DNA. Setelah primer terbentuk pada kedua untai, DNA polimerase
IIT dapat memperpanjang primer ini menjadi untai DNA baru.
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i

Gambar 4.3 Proses replikasi (Sumber: Tamarin, 2001)

Q\TA polimerase III dapat menambahkan nukleotida baru
hanya untuk ujung 3’ dari untai yang ada, dan karenanya dapat
mensintesis DNA dalam arah 5«23’ saja. Tapi untai DNA berjalan
di arah yang berlawanan, dan karenanya sintesis DNA pada satu
untai dapat terjadi terus menerus. Hal ini dikenal sebagai untaian
pengawal (leading strand).

Di sini, DNA polimerase III (DNA pol III) mengenali 3" OH
ujung RNA primer, dan menambahkan nukleotida komplementer
baru. Saat garpu replikasi berlangsung, nukleotida baru
ditambahkan secara terus menerus, sehingga menghasilkan untai

baru.
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Pada untai berlawanan, DNA disintesis secara terputus
dengan menghasilkan serangkaian fragmen kecil dari DNA
baru dalam arah 5 <—>3'. Fragmen ini disebut fragmen Okazaki,
yang kemudian bergabung untuk membentuk sebuah untai
terus menerus nukleotida. Untai ini dikenal sebagai lagging
Strand (untai tertinggal) sejak proses sintesis DNA pada untai ini
hasil pada tingkat yang lebih rendah.

Di sini, primase menambahkan primer di beberapa tempat
sepanjang untai terbuka. DNA pol III memperpanjang primer
dengan menambahkan nukleotida baru, dan jatuh ketika bertemu
fragmen yang terbentuk sebelumnya. Dengan demikian, perlu
untuk melepaskan untai DNA, lalu bergeser lebih lanjut kebagian
atas untuk memulai perluasan primer RNA lain. Sebuah penjepit
geser memegang DNA di tempatnya ketika bergerak melalui
proses replikasi.

Meskipun untai DNA baru telah disintesis primer RNA hadir
pada untai baru terbentuk harus digantikan oleh DNA. Kegiatan
ini dilakukan oleh enzim DN A polimerase I (DNA pol I). In1 khusus
menghilangkan primer RN A melalui ‘5 ke 3" aktivitas eksonuklease
nya, dan menggantikan mereka dengan deoksiribonukleotida baru
dengan 5" ke 3’ aktivitas polimerase DNA.

Setelah penghapusan primer selesai untai tertinggal masih
mengandung celah antara fragmen Okazaki berdekatan. Enzim
ligase mengi ifikasi dan menyambung celah tersebut dengan
menciptakan 1katan fosfodiester antara 5° fosfat dan 3' gugus
hidroksil fragmen yang berdekatan.

Replikasi ini terhenti di lokasi terminasi ﬁusus yang terdiri
dari urutan nukleotida yang unik. Urutan ini diidentifikasi oleh
protein khusus yang disebut tus yang mengikat ke situs tersebut,
sehingga secara fisik menghalangi jalur helikase. Ketika helikase
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bertemu protein tus itu jatuh bersama dengan untai tunggal
protein pengikat terdekat.

E. Polymerase Chain Reaction

olymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode enzimatis untuk
me-lipatgandakan suatu sekuen nukleotida secara eksponensial
dengan cara in witro (Yuwono, 2008). Metode ini perta kali
dikembangkan pada tahun 1985 oleh Kary B. Mullis. E&tode
ini sekarang telah banyak digunakan untuk berbagai macam
manipulasi dan analisis genetik. Pada awal perkembangannya
metode ini hanya digunakan untuk melipatgandakan molekul
DNA, tetapi kemudian dikembangkan lebih lanjut sehingga dapat
digunakan pula untuk melipatgandakan dan melakukan kuantitasi
molekul mRNA.

Teknik PCR sebenarnya mengekploitasi grbagai sifat
alami replikasi DNA. Dalam proses tersebut, Polimerase-DNA
menggunakan DNA untai tunggal sebagai cetakan untuk
mensintesis untai baru yang komplementer. Di laboratorium,
cetakan untai tunggal dapat diperoleh dengan mudah melalui
pemanasan DNA untai ganda pada temperatur mendekati titik
didih. Polimerase-DNA juga memerlukan suatu wilayah untai
ganda pendek untuk memulai (“prime”) proses sintesis. Pada
PCR, posisi awal dan akhir sintesis DNA dapat ditentukan
dengan menyediakan suatu oligonukleotida sebagai primer yang
menempel secara komplementer pada cet sesuai dengan
keinginan peneliti. Inilah keunggulan PCR yang pertama yaitu
polimerase-DNA dapat diarahkan untuk sintesis wilayah DNA
tertentu.
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1. Komponen PCR

Semua komponen PCR dapat mempengaruhi hasil. Sebagian
besar dari padanya tidak dapat dioptimasi dengan mudah kecuali
konsentrasi MgCl,. Sekalipun demikian, komponen tersebut
hendaknya dipertimbangkan dalam penggunaannya.

a. Kation

Polimerase-DNA Taq memerlukan kation Mg* dalam
penyangga untuk proses penambahan nukleotida. Parameter ini
dapat beragam untuk pasangan primer yang berbeda sekalipun
untuk DNA cetakan yang sama. Karena konsentrasi MgCl, dalam
penyangga adalah suatu peubah yang dapat sangat mempengaruhi
hasil PCR, optimasi komponen ini diperlukan sebelum digunakan
sebagai prosedur yang baku.

b. Reagensia dan Penyangga

Kemurnian semua reagensia merupakan parameter yang
paling penting untuk amplifikasi sasaran yang jarang. Peniadaan
cemaran pada setiap langkah adalah penting diperhatikan.
Untuk berbagai penerapan, reagensia yang berkualitas baik dan
peniadaan cemaran nuklease sudah cukup. Tetapi, peniadaan
cemaran ini melalui perlakuan dengan dietilpirokarbonat, yang
biasa dilakukan, mesti dihindarkan. Adanya bahan kimia ini dalam
konsentrasi yang sangat rendah sudah dapat mengaca@n reaksi.

Larutan Penyangga PCR umumnya mengandung mM Tris
pH 84, 50 mM KCl, gelatin 0,01%, detergen NP40 0,01%, dan
Tween 20 0,01%. Detergen non-ionik dapat diganti dengan Triton
X-100 0,1%. Larutan penyangga ini biasanya sudah disediakan
oleh produsen enzim dalam konsentrasi 10X.

c. Primer
Primer mempakan parameter yang paling sulit diduga dan

ditangani bila terdapat permasalahan dalam pelaksanaan PCR.
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Secara sederhana, beberapa primer memang tidak dapat digunakan

dengan alasan yang sulit diungkapkan. Untuk mengoptimumkan

kemungkinan bahwa primer yang digunakan akan dapat bekerja

dengan baik, beberapa hal perlu diperhatikan.

b

2)

Pertimbangan umum

Satu pasang primer hendaknya menempel (“hybridize”) pada
urutan yang hendak diperbanyak, sementara kemungkinan
penempelan pada posisi lain harus ditekan sekecil mungkin.
Bila sasaran terdapat dalam jumlah yang cukup, perlu
dilakukan pengujian dengan blot Southem dan hibridisasi
oligonukleotida. Jarak antara primer merupakan parameter
yang lentur, dan dapat mencapai 10 kbp. Tetapi, efisiensi
sintesis biasanya akan menurun pada panjang lebih dan 3 kbp.
Jarak yang terlalu kecil juga mengurangi kapasitas PCR untuk
memperoleh informasi urutan, atau untuk mengamplifikasi
ulang dengan primer yang berposisi pada sebelah dalam posisi
pasangan primer yang pertama, bila diperlukan.

Primer hendaknya dirancang untuk memungkinkan
pelaksanaan uji kekhasan produk PCR. Hal ini dapat dilakukan
bila diantara primer terdapat suatu tempat pemotongan untuk
suatu endonuklease pembatas, atau melalui hibridisasi dengan
suatu oligonukleotida yang lain dapat melacak produk PCR
secara khas.

Komplementeritas terhadap sasaran

Untuk berbagai penerapan, primer disintesis khusus agar
komplementer secara sempurna dengan cetakan sasaran. Untuk
yang lain, misalnya untuk kreasi mutasi atau penambahan
urutan pengenalan suatu endonuklease, atau bahkan urutan
khas suatu promotor sehingga produk dapat ditranslasikan
secara in vitro, pasangan basa yang tidak sepadan (“mismatch™)
memang dapat dengan sengaja dilakukan atau tidak dapat
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dihindari. Ketidaksepadanan pasangan basa sebaiknya berada
pada posisi ujung 5 dari primer. Ketidaktepatan pasangan
yang semakin mendekati ujung 3’ memperbesar kemungkinan
hambatan dalam sintesis DNA oleh polimerase-DNA, yang
pada hakekatnya merupakan perpanjangan dari primer
tersebut. Bila klon sasaran telah tersedia, pengujian ketepatan
primer penting dilakukan dalam reaksi pengurutan dengan
polimerase Tag. Kini, berbagai program komputer untuk seleksi
primer dari urutan DNA yang telah diketahui telah tersedia.
Penggunaan primer dengan urutan beragam, vyang
diturunkan dari urutan protein yang disandi oleh gen yang
bersangkutan, atau yang merupakan urutan dari spesies yang
berbeda, memang sering berhasil, sekalipun juga diperlukan
beberapa kali percobaan. Bila bekerja, primer tersebut dapat
sangat berarti, tetapi PCR dengan primer seperti itu sering
menghasilkan produk yang kelihatannya khas, informasi yang
diberikan sering tidak berguna.

Panjang Primer

Primer yang baik mempunyai panjang 20 sampai 30 basa.
Pernyataan, bahwa primer yang lebih panjang dapat membantu
dalam meningkatkan kekhasan PCR dengan nyata, belum
dapat dibuktikan.

Urutan primer

Primer hendaknya mempunyai komponen GC yang serupa
dengan sasaran. Primer dengan distribusi urutan yang
tidak wajar, seperti sederetan polipurin atau polipirimidin,
sebaiknya dihindari. Kondisi demikian dapat menyebabkan
primer mempunyai struktur sekunder yang mengganggu
PCR. Pengecekan berbagai struktur sekunder dari primer
dengan menggunakan berbagai program komputer sebaiknya
dilakukan.
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Primer Dimer

Primer dimer merupakan artefak yang paling sering diamati
bila sejumlah kecil cetakan digunakan untuk siklus yang
banyak. Primer dimer terbentuk bila ujung 3" dari satu primer
menempel pada ujung yang sama pada primer yang lain.
Enzim polimerase kemudian memperpanjang masing-masing
primer sampai ke ujung primer lawannya. Produk ini dapat
menghambat reaksi PCR yang diharapkan. Primer dimer dapat
dihindari dengan menggunakan primer yang tidak saling
komplementer sama sekali, terutama pada ujung 3. Bila itu
terjadi, konsentrasi MgCl, vang tepat dapat meminimumkan
primer dimer dibandingkan dengan produk yang diharapkan.
Lowe et al. (1990) memberikan kriteria untuk pemilihan primer
sebagai berikut panjang berada diantara 18-22 nukleotida,
primer mempunyai CC, CG, GG, atau GC pada ujung 3,
kandungan GC berkisar antara 45-55%, Forward dan backward
primer membatasi urutan yang berkisar antara 100 - 600 bp,
suatu primer tidak menunjukkan kesamaan yang lebih dari 4
bp terhadap primer pasangannya.

Kemurnian Primer

Tingkat kemurnian primer sangat mempengaruhi efisiensi PCR.
Dalam sintesis oligonukleotida sering diperoleh oligo yang
lebih pendek dari yang diharapkan. Oligo cemaran ini akan
mempengaruhi kekhasan reaksi PCR. Oligo yang diinginkan
sebaiknya dipisahkan dari cemaran melalui pemurnian
dengan gel poliakrilamid atau, yang terbaik, kromatografi cair
berkinerja tinggi (“high performance liquid chromatographie”/
HPLC).

Cetakan (template)
Disamping prosedur isolasi DN A yang baku, berbagai prosedur

sederhana dan cepat telah dikembangkan untuk berbagai jaringan.
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Bahkan DNA yang relatif sudah mengalami degradasi pun dapat
digunakan untuk mempesoleh produk PCR dengan ukuran yang
tidak terlalu panjang. a hal penting tentang cetakan adalah
kemurnian dan kuantitas.

Jumlah cetakan sasaran bila dibandingkan dengan urutan yang
tidak spesifik, dapat mempunyai pengaruh yang besar terhadap
hasil yang tidak spesifik. Dengan urutan sasaran yang lebih sedikit,
kemungkinan adanya produk yang tidak spesifik akan lebih besar.
Untuk berbagai penerapan, seperti berbagai prosedur pengurutan
DNA, dimana adanya produk tunggal sangat penting, pemurnian
produk PCR tertentu dan amplifikasi ulang disarankan.

e. Polimerase-DNA taq

Di antara berbagai kelebihan yang diberikan oleh polimerase
Taq adalah ketahanan enzim ini terhadap pemanasan berulang
dan kemampuan untuk mensintegpsaDNA pada temperatur tinggi.
Temperatur yang tinggi ini akan melepaskan ikatan primer yang
tidak tepat dan meluruskan wilayah yang mempunyai struktur
skunder. Akan tetapi, enzim ini tidak tahan pada panas yang
berlebihan, sehingga untuk efisiensi yang terbaik, hendaknya
tidak melakukan pemanasan yang tidak perlu. Untuk tujuan ini,
berbagai protokol menyarankan penambahan Polimerase Taq
setelah langkah denaturasi yang pertama.

Meningkatkan konsentrasi polimerase Taq diatas 2,5 U untuk
satu reaksi kadang-kadang dapat meningkatkan efisiensi PCR,
tetapi hanya sampai pada kondisi tertentu saja. Penambahan yang
lebih kadang-kadang meningkatkan hasil produk yang tidak khas
di luar produk yang diharapkan. Selebihnya, perlu diingat, enzim
polimerase Taq bukan merupakan enzim yang tidak mahal.

Suatu sifat polimerase Taq yang penting adalah tingkat
kesalahan yang diduga dapat mencapai 2 x 10-4 nukeotida dalam
satu siklus. Enzim murni yang dipasarkan oleh berbagai produser
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tidak mempunyai aktivitas 3'-5" endonuklease sebagai mekanisme
perbaikan kesalahan. Untuk berbagai penerapan, hal ini tidak
menjadi masalah. Tetapi, untuk pengurutan klon-klon yang
didapatkan dari PCR atau bila memulai dengan cetakan sasaran
yang sedikit, ini dapat menjadi masalah besar. Pengurutan produk
PCR atau sejumlah klon yang didapatkan dari PCR dengan kontrol
negatif yang sesuai dapat membantu mengatasi masalah ini.

t. Deoksiribonukleosida Trifosfat (dNTPS)

Dalam salah satu usaha untuk meningkatakan efisiensi PCR,
kadang-kadang diupayakan untuk meningkatkan konsentrasi
masing-masing dNTP (dA-, dC-, dG-, dan dTTP). Ini hendaknya
dihindari. Konsentrasi masing-masing dNTP dengan 200 pM
sudah cukup untuk mensintesis 12,5 pg DNA bila sebagia ri
dNTP tersebut telah digunakan dalam sintesis untai baru. P
mengikat ion Mg*, sehingga dapat mengubah konsentrasi efektif
ion ini yang diperlukan untuk reaksi polimerase. Disamping itu,
konsentrasi ANTP yang tinggi (lebih dari 200 uM) meningkatkan
tingkat kesalahan polimerase Tagq.

g. Parameter dalam Siklus Termal

Setiap langkah dalam siklus memerlukan suatu waktu yang
minimum untuk berdaya guna, sementara waktu yang terlalu
banyak dapat tidak bermanfaat banyak dan dapat merusak
polimerase-DNA. Bila waktu dalam masing-masing langkah
tersebut dapat dikurangi, hasil yang lebih baik dapat diharapkan.

2. Pelaksanaan PCR

PCR merupakan teknik laboratorium yang relatif mudah,
relatif lentur dan rentang penerapannya yang luas, sehingga sulit
untuk memberikan contoh reaksi yang khas. Bahan awal dari PCR
adalah DNA yang mengandung urutan yang akan diampliflikasi.
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DNA tersebut tidak harus diisolasi. Jumlah DNA yang diperlukan
juga relahf kecil.

Langkah berikutnya adalah pemanasan dari campuran reaksi
pada 94°C selama beberapa menit. Pada temperatur ini, molekul

A untai ganda terpisah dengan sempurna, menjadi untai
tunggal yang merupakan cetakan untuk primer dan Polimerase-
DNA. Temperatur kemudian diturunkan agar oliggmukleotida
menempel pada posisi yang sesuai pada cetakan. lemperatur
penempelan (“annealing”) ini merupakan peubah kunci dalam
menentukan kekhasan reaksi PCR. Temperatur dan waktu untuk
tahap ini dapat sangat beragam sesuai dengan urutan yang ingin
diamplifikasi. Penempelan primer menghasilkan posisi awal untuk
aktifitas polimerase-DNA. Langkah berikutnya adalah peningkatan
temperatur pada 72°C, yang pakan temperatur optimum dari
enzim polimerase-DNA Taq. Kondisi ini dipertahankan beberapa
menit untuk penyelesaian sintesis DNA.
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Gambar 4.4 Prinsip PCR (polymerase chain reaction). Langkah 1 {denaturasi):
DNA cetakan dipanaskan sampai 34°C (201°F) dan untai DNA dipisah
menjadi dua. Langkah 2 (penempelan primer): temperatur diturunkan untuk
menempelkan primer. Langkah 3 (pemanjangan): temperatur dinaikkan untuk
mengoptimalkan fungsi polimerase dalam mensintesis untai yang kedua. Pada
akhir siklus, jumlah DNA menjadi dua kali. (Sumber: Mulhardt, 2007}

gte]ah satu siklus berakhir, temperatur ditingkatkan lagi
sampai 94°C selama beberapa puluh detik, sehingga DNA untai
ganda yang pendek (untaigggwal dan untai baru) terpisah. Untai
tunggal tersebut kemudian berfungsi sebagai cetakan untuk siklus
sintesis DNA berikutnya. Satu siklus, yang terdiri dari pemanasan
untuk pemisahan untai, penempelan primer, dan sintesis oleh
polimerase-DNA, diulang sampai 30 - 40 kali.
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M@GKUMAN
1. Replikasi adalah peristiwa penggandaan DNA yang terjadi

pada semua sel hidup.

2. Ada tiga model replikasi yang dikenal yaitu konservatif, semi
konservatif, dan dispersif. Model replikasi yang diakui adalah
model semikonservatif yang dibuktikan dengan eksperimen
Meselson-Stahl.

3. Enzim yang terlibat pada proses replikasi adalah helikase,
DNA polimerase I dan III, DNA primase, dan ligase. Untuk

mbuka supercoiling dibutuhkan DNA girase.

4. Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode enzimatis untuk
me-lipatgandakan suatu sekuen nukleotida secara eksponensial
dengan cara in vitro.

5. Komponen PCR adalah primer, larutan penyangga, kation,
DNA polimerase.

6. Tahapan PCR yaitu denaturasi, annealing, dan elongasi.

EVALUASI

1. Veritakan perbedaan dari ketiga model replikasi!

2. Mengapa model replikasi yang dipercaya sekarang adalah

semikonservatif?

3. Sebutkan dan jelaskan fungsi 3 enzim yang berperan dalam

proses replikasi?

4. Mengapa fragmen Okazaki terbentuk?
5. Bagaimana proses replikasi pada lagging strand?
6. Faktor apa saja yang membuat ketidakberhasilan proses PCR?
REFLEKSI BELAJAR
Setelah mempelajari materi ini,
1. Tuliskan hal baru apa saja yang Saudara peroleh!
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2. Bagian mana dari materi ini yang sulit Saudara pahami?

W

Apa saja upaya belajar Saudara pada materi ini?
4. Apa saja manfaat/ dampak yang Saudara peroleh setelah
mempelajari materi ini?
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BAGIAN V
EKSPRESI MATERI GENETIK

ikator Capaian Pembelajaran
. Mahasiswa dapat menjelaskan aliran informasi genetik

2. Mahasiswa dapat menjelaskan enzim yang berperan dalam
proses transkripsi pada prokariot dan eukari

3. Mahasiswa dapat menjelaskan proses transkripsi pada
prokariotik dan eukariotik

4. Mahasiswa dapat membedakan proses transkripsi pada
prokariotik dan eukariotik

5. Mahasiswa dapat menjelaskan proses modifikasi pasca
transkripsi untuk pemprosesan tRNA, rRNA, dan mRNA
eukariotik

6. Mahasiswa dapat menjelaskan proses translasi pada prokariotik
dan eukariotik

7. Mahasiswa dapat membedakan proses translasi pada
prokariotik dan eukariotik

? Mahasiswa dapat menjelaskan kode genetika

9. Mahasiswa dapat menjelaskan hipotesis wooble

A. Pendahuluan

Gen merupakan faktor pengontrol terhadap reaksi biokimia
(metabolisme) pada ma hidup, baik seluler ataupun aseluler.
Reaksi biokimia adalah reaksi kimia yang terjadi dalam tubuh
makhluk hidup dengan bantuan enzim. Menurut Gardner
et al, (1991) terdapat satu atau lebih gen yang berperan dalam
pembentukan tiap enzim. Dalam biologi molekuler terdapat

dogma sentral yang meringkas pola perjalanan ekspresi gen hingga

65
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membentuq.zim (protein). Dogma sentral yang dikemukakan
pa

oleh Crick a Gambar 5.1.
{ '\ Seitragpiication loop
=
Transcription '
.lr‘{-
/.
4 b

Traralation

k

Gambar 5.1 Model Dogma Sentral Mula-mula (Tamarin, 2001)

Namun dengan pengetahuan yang terus berkembang, ternyata
diketahui bentuk-bentuk lain dari aliran informasi genetika, yakni
adanya fenomena transkripsi balik maupun replikasi RNA. Maka
model central dogma pun mengalami penyempumaan (Gambar
5.2). Meskipun demikian, tahapan transkripsi tetap memainkan
peranan yang penting dalam ekspresi gen dan pengetahuan
mengenai hal ini mutlak diperlukan dalam memahami bagaimana

kontrol gen terhadap metabolisme dan selanjutnya pada fenotip
individu makhluk hidup.

Sell- n:-pl.lrmmn
laop

Gambar 5.2 Model Dogma Sentral yang telah mengalami penyempurnaan
(Tamarin, 2001)
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B. Transkripsi

Kata transkripsi berasal dari bahasa Inggris transcription atau
bahasa latin franscriptio yang berarti penyalinan atau perekaman.
Secara fungsional, transkripsi diartikan sebagai transfer informasi
genetik yang terdapat dalam urut-urutan nukleotida DNA menuju
ke urut-urutan nukleotida RNA atau penyalinan/ perekaman
informasi genetik yang ada pada DNA (berupa urutan nukleotida)
yang menghasilkan salinan atau rekaman berupa urutan nukleotida
RNA dan menggunakan DNA sebagai template (cetakannya)
(Corebima, 2008).

Gen terdapat pada untai DNA. Struktur DNA adalah untai
ganda. Namun, transkripsi terjadi hanya pada satu untaian DNA
saja yaitu untai sense (sense strand). Gen yang berbeda mungkin
memiliki untai sense yang berbeda pula. Artinya untai mana yang
dibaca sebagai sense akan berbeda untuk gen-gen yang berbeda
(Gardner et al, 1; Griffith et al, 2007).

Gen yang lengkap terdiri dari 3 bagian utama yaitu daerah
pengendali (regulatory region) yang disebut promoter yang terletak
pada ujung 5, bagian struktural gen yang berisi urutan DNA
yang akan ditranskripsikapsspada eukariotik, daerah ini terdiri
dari intron dan ekson, dan bagian terminator yang terletak di hilir
(downstream) daerah struktural (Gambar 5.3).

Gene
Transcribed regon
Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon
R B —_— —_— — -
—— L]
Ragulation of T T 1. Termination
nitiation of of transcription

transcription

Prolein-ancoding sequence

Gambar 5.3 Struktur gen pada eukariot (berikut contoh pada gambar hanya 3
intron dan 4 ekson) (Sumber: Griffith et al, 2007).
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Gen struktural (pengkode protein) pada eukariotik memiliki
urutan ekson dan intron, atau hanya intron saja (Gambar 5.3). Hal
ini berbeda dari prokariotik karena tidak memiliki susunan intron,
sedangkan beberapa gen virus, seperti virus T4 memiliki intron).
Hasil transkripsi urutan ekson akan mennjadi bagian mRNA dan
ditranslasikan menjadi protein, sedangkan hasil urutan intron
akan dipisahkan dan tidak menjadi bagian mRNA sehingga tidak
ditranslasikan. Jumlah intron pada organisme eukariotik bervariasi
namun terdapat kecenderungan semakin tinggi tingkatan makhluk
hidys eukariotik semakin banyak intronnya (Corebima, 2008).

]galam proses transkripsi, DNA akan diterjemahkan menjadi
bentuk RNA. Ada 3 macam RNA hasil transkripsi DNA, yaitu
mRNA, tRNA dan rRNA. Mo]ﬁ_ﬂ tRNA dan rRNA nantinya
tidak diproses lebih lanjut pada tahap translasi, melainkan tetap
dalam bentuk RNA karena molekul yang digunakan adalah RNA
itu sendiri (Yuwono, 2008). Sedangkan mRNA akan diproses pada
tahap translasi yaitu penerjemahan kodon menjadi asam amino.

Tabel 5.1 Aktivitas tiga macam RNA polymerase pada sel-sel makhluk
hidup eukariotik

PSEE:LIT Sensitivitas
RNA Tipe gen yang skiivitas Letak dalam Terhadap
Polymerase ditanskripsikan sel Amanita
transkripsi
(%) phalloides
| GE”;gZT;:r:‘IiSfBS’ 60 Nukleolus  Tidak sensitif
Terutama gen-gen yang
mengkode protein, atau MNukleoplasma Sangat sensitif
1 secara rinci: hnRMNA, 10
mRNA
Gen-gen tRNA, gengen
1] rRMNA 55, dan beberapa 10 MNukleoplasma Cukup sensitif
snRMNAY

Catatan : snENA = small nuclear RNA
(diadaptasi dari Brown, 1989 dan Russel, 1994 oleh Corebima, 2008)
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Beberapa komponen yang terlibat dalam proses transkripsi
ﬂalah (1) urutan DNA yang akan ditranskripsi, (2) enzim
RNA polimerase, (3) faktor-faktor transkripsi, (4) prekursor
untuk sintesis RNA (Yuwono, 2008). Enzim RNA polimerase
atau RNA franscriptase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi
polimerisasi nukleotida pada RNA.&CIE E. coli, (prokariotik)
gennya ditranskripsi menggunakan satu tipe RNA polimerase
(Corebima, 2008) sedangkan pada eukariot, terdapat tiga tipe RNA
polimerase, yaitu RNA polimerase [, RNA polimerase II dan RNA
polimerase IIl. Terdapat perbedaan RNA polimerase berdasarkan
tipe gen yang ditranskripsikan dan proporsi seluruh aktivitas
transkripsi (Tabel 5.1).

RNA polimerase (holoenzyme) prokariotik terdiri dari 5 unit
polipeptida. 4 subunit berupa core enzyme dan satu subunit o
(sigma). Core enzyme terdiri dari 2a, [, dan [3’. Subunit  dan
" berperan pada proses enzimatis. Subunit a berperan untuk
perakitan dan mengenali promoter (Clark, 2005). Selain enzim
RNA polimerase untuk polimerisasi RNA diperlukan pula protein
yang dikontrol oleh gen Nus A (protein NgsaA) serta protein o
(rho). RNA polimerase pada sel eukariotik terdiri dari beberapa
sub unit, yaitu dua sub unit besar dan sekurang-kurangnya empat
sub unit kecil. Dinyatakan lebih lanjut temuan yang ditangkap
pada berbagai kelompok menunjukkan bahwa sub unit-sub unit
dari sesuatu tipe RNA polimerase (I, II dan III) dikonservasi
selama proses evolusi, karena ukuran dan aktivitasnya sangat
mirip sebagaimana yang ditemukan pada khamir hingga manusia.
Pengetahuan untuk RNA polimerase di organisme eukariotik
masih sedikit karena sedikitnya mutan RNA polimerase yang
ditemukan pada makhluk hidup eukariotik, dan kecilnya volume
RNA polimerase, misalnya pada sel thymus sapi, RNA polimerase
hanyalah sejumlah 0,05 persen dari keseluruhan protein, sedangkan
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pada E coli jumlahnya mencapai 1 persen dari keseluruhan protein
sel sehingga menyulitkan upaya pemumian RNA polimerase.
Pada organel mitokondria dan kloroplas terdapat RN A polimerase

yang berbeda dan mengkatalisis transkripsi gen di masing-masing
organel (Corebima, 2008).

1. Transkripsi pada Prokariotik

Transkripsi berlangsung dalam tiga tahap, yaitu: tahap
inisiasi, elongasi dan terminasi (Corghima, 2008; Campbell et al.,
2008). Gambaran proses transkripsi dapat dilihat pada Gambar
5.4. Tetapi menurut Yuwono (2008) transkripsi terjadi dalam 4
tahap, yaitu tahap pengikatan enzim RNA polymerase, inisiasi,
elo s1 dan terminasi.

ada umumnya, gen yang mengkode protein pada prokariot
adalah gen dengan kopi tunggal (single copy), sedangkan gen
yang mengkode tRNA dan rRNA berupa gen dengan jumlah kopi
banyak (@Hipie copies). Organisasi gen dalam organisme prokariot
disebut operon. Suatu operon adalah organisasi beberapa gen
struktural yang ekspresinya dikendalikan oleh satu promoter yang
sama. Contohnya adalah lac operon, operon yang mengendalikan
kemampuan metahghisme pada E. coli. Terdapat 3 macam gen
dalam lac operon, yaitu gen Z (mengkode [3-galaktosidase), gen
Y (mengkode permease), dan gen A (mengkode trans-asetilase).
Masing-masing gen struktural memiliki kodon inisiasi awal
dan kodon terminasi, tetapi ekspresinya dikendalikan oleh satu
promoter yang sama. a saat transkripsi, terbentuk 1 mRNA
yang membawa kodon untuk 3 macam polipeptida yang berbeda
(polisistronik). Masing-masing polipeptida akan ditranslasi secara
independen dari satu untaian mRNA yang sama (Yuwono, 2008).




E..'E’.FPTE’.L‘I' Materi Genetik | 71

Promoter Transcription unit
5 |.' . L
i : DNA

oy

]\‘ Start point
RANA polymerase
) Initiation

5
3

o

/ \HNA; Tempiate strand
Unwound yun. of DNA '

DMNA
script
v ) Elongation
Rewaound
DNA :
5 = S S 3
RMNA
transcript €} Termination
5 3
3 = 5

3
Completed RNA transcript

Gambar 5.4 Tahapan transkripsi (Sumber: Campbell et al, 2008)

Ekspresi ketiga gen diatur oleh promoter yang sama. Pada
daerah promoter te at daerah yang disebut operator. Operator
berfungsi sebagai pat penempelan protein represor yang
dikode oleh gen i. tivitas promoter diatur oleh gen represor
yang mengkode protein represor. Pada organisme prokariot,
proses transkripsi dapat diringkas dengan menggunakan E. coli
sebagai model.

a. Tahap Inisiasi

Tahap ini berupa penggmalan holoenzyme (RNA polimerase)
pada tapak awal inisiasi (promoter). Promoter adalah urutan
DNA spesifik yang berperan dalam mengendalikan transkripsi
gen struktural (Yuwono, 2008) dan terletak mengawali (upstream)
gen atau kelompok gen yang akan ditranskripsi (Gambar
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5.5). Pengenalan promojgmmini berlangsung melalui pelekatan/
pengikatan holoenzyme A polimerase) pada posisi promoter.
Bagian RNA polimerase yang mengenali promoter adalah subunit
o (sigma) (Corebima, 2008).
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Gambar 5.5 Sekuen Promoter. (a) Promoter terletak di “hulu” (menuju 5') dari
titik inisiasi dan sekuen gen. (b) promoter memiliki daerah dengan urutan yang
sama, seperti ditunjukkan oleh warna kuning pada tujuh rangkaian promoter
yang berbeda pada E. coli. Urutan konsensus untuk semua promoter E. coli
ada di bagian bawah (Griffith et al., 2007)

Semua promoter pada pmkari(:-t mempunyal urut-urutan
nukleotida yang sama atau sangat mirip (Gambar 5.5). Pada
E. coli diketahui ada dua macam urut-urutan promoter yaitu

"“TTGACA-3’ (-35box) dan 5-TATAAT-3" (-10 box atau Pribnow
box). -10 menunjuk pada lokasi box tersebut terdapat berkaitan
dengan posisi awal transkripsi. Urut-urutan promoter sebagai
S-TTGACA-3" dan 5-TATAAT-3° ini disebut juga sebagai
“consensus sequence” (Corebima, 2008).

Pada awal proses pengikatan RNA polimerase dengan
promoter disebut sebagai “kompleks promoter yang tertutup”
atau closed promoter complex. Dalam bentuk closed promoter complex,
enzim polimerase menutupi sekitar 60 bp (base pairs) dari heliks
ganda, bermula dari posisi di depan (upstream) -35 box menuju ke
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arah -10 box. Diduga holoenzyme RNA polimerase secara khusus
mengenali -35 box sebagai tapak pengikatan DNA, meskipun
kesimpulan ini masih kontroversial. Akan tetapi dinyatakan lagi,
bahwa -10 box adalah daerah yang jelas-jelas merupakan tempat
pemutusan ikatan hidrogen antara basa maupun tempat pertama
terbukanya lilitan heliks ganda DNA (Corebima, 2008).

Setelah RNA polimerase berlekatan dengan bagian promoter,
selanjutnya akan membentuk formasi open promoter complex, yakni
struktur yang terbentuk akibat pemutusan ikatan hidrogen maupun
terbukanya lilitan heliks. Dengan terbentuknya open promoter
complex tersebut memungkinkan terjadinya proses polimerisasi
RNA, setelah terlebih dahulu berlangsung polimerisasi pertama
yang menghadirkan dua nukleotida yang pertama.

b. Tahap Elongasi

Tahap elongasi terjadi setelah tahap inisiasi berakhir.
Selama tahap elongasi, RNA polimerasi bergerak sepanjang
DNA, memutuskan ikatan hidrogen dan membuka lilitan heliks
ganda di depannya, serta membuat lilitan heliks ganda DNA
yang ﬁlah ditranskripsi (Griffith ef al, 2007). RNA polimerase
juga menghubungkan ribonukleotida-ribonukleotida ke ujung
3 pada molekul RNA yang sedang diterjemahkan, sesuai untai
template DNA. Dengan demikian terlihat polimerisasi nukleotida
berlangsung dalam arah 5- 3 (Corebima, 2008).

Polimerisasi RNA pada tahap elongasi terjadi pada daerah
DNA vyang terbatas. Selama berlangsungnya polimerisasi, bagian
molekul RNA yang telah terbentuk, secara bertahap terlepas
ikatannya dari untaian DNA pengkode, sehingga memungkinkan
segera terbentuknya kembali heliks ganda seperti semula. Dalam
hubungan ini bagian DNA yang terbuka, atau yang disebut
“gelembung transkripsi” hanya mengandung pasangan basa RN A-
DNA sejumlah antara 12 sampai 17 (Corebima, 2008).
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Selama tahap elongasi, laju polimerisasi nukleotida RNA
tidak konstan (Corebima, 2008). Hal ini berkaitan dengan gerakan
enzim RNA polimerase (core enzyme) sepanjang molekul DNA.
Dinyatakan bahwa kadang-kadang enzim bergerak lambat tetapi
kemudian bergerak cepat atau bahkan bergerak balik dalam
rentang jarak pendek tertentu. Proses polimerisasi nukleotida
RNA dalam berbagai laju tersebut terus berlangsung hingga ke

tahap terminasi.

c. Tahap Terminasi

Terminasi terjadi pada posisi tertentu yang !ﬁlai, tidak jauh
dari ujung akhir gen. Menurut Yuwono (2008), proses terminasi
transkripsi pada prokariot dapat dikelompokkan menjadi 2 kelas,
yaitu: (1) terminasi yang ditentukan oleh urutan nukleotida
tertentu (rho-independent) dan (2) terminasi yang diatur oleh suatu
protein (faktor o) (rho-dependent).

High A-T
= .—I—.

ONA A TTTCCGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAA
X . - | 5
Templata Irvertad repeat Last base
strand ! Transcrigtion transcnbed
_i_
P N
Y \
!. L I.: I.
x\. y
cC G
C G
U A Siemn-loop
|:_ siructure in
G C RMA
G C
A U
A U
LE R ! ﬁ. U . I.I . 3

Gambar 5.6 Urutan basa pengulangan-terbalik yang menandai daerah
terminator DNA. Struktur loop batang dapat terjadi pada RNA karena urutan
komplementer. Pada 3’ terdapat ekor poli-U menunjukkan terminator rho-
independent (Sumber: Tamarin, 2001)
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Pada kelas pertama, terminasi tidak diperantarai oleh suatu
urut-urutan nukleotida spesifik, melainkan diperantarai oleh
suatu sinyal yang lebih komplek. Pada E. coli sinyal terminasi
gen-gen sangat beragam urutan nukleotidanya, tetapi seluruhnya
memiliki suatu sifat yang sama, yaitu sinyal-sinyal itu merupakan
palindrom-palindrom yang komplementer. Palindrom adalah
perpasangan basa yang dapat terjadi tidak hanya antar dua
untaian heliks ganda, tetapi juga pada tiap untaian, bahkan
juga pada RNA hasil transkripsinya; dan efek dari perpasangan
basa di dalam sesuatu untai adalah terbentuknya suatu struktur
menyilang (cruciform structure) pada DNA untai ganda, atau pada
RNA untai tunggal berupa terbentuknya suatu struktur melingkar
seperti tali jerat atau stem-loop structure (Gambar 5.6) (Corebima,
2008; Yuwono, 2008).

Efek palindrom komplementer lebih mungkin terjadi pada
molekul RNA dibanding pada molekul DN A. Karena molekul DNA
relatif lebih stabil akibat ikatan antara basa-basa komplementer
di kedua untai ganda. Karenanya terbentuk struktur melingkar
seperti tali jerat (stem-loop structure) pada RNA hasil transkripsi.
Corebima (2008) menyatakan bahwa struktur itu dipandang
mempunyai peranan penting pada terminasi. Mutasi pada
palindrom komplementer ternyata mempengaruhi kemampuan
transkrip membentuk struktur melingkar seperti tali jerat; dan
keadaan tersebut terbukti mencegah terminasi.

Pada kelas kedua, pengenalan sinyal-sinyal terminasi lain
dibutuhkan adanya suatu polipeptida tambahan, yang disebut
sebagai faktor p (rho). Faktor ¢ ini membentuk suatu asosiasi
temporer dengan core enzyme dari RNA polimerase.
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2. Transkripsi pada Eukariotik

Seperti gen-gen prokariotik, gen-gen eukariotik juga
memiliki promoter dan terminator yang memegang pe
penting menggerakkan proses transkripsi dan memiliki tiga
tahap transkripsi, yaitu inisiasi, elongasi dan terminasi. Namun
perbedaannya dengan prokariotik adalah RNA polimerase tidak
melekat pada DNA selama proses inisiasi. Inisiasi transkripsi
diperantarai oleh faktor-faktor transkripsi yang bersifat spesifik
untuk tiap macam RNA polimerase. Segera setelah inisiasi, RNA
polimerase langsung berikatan pada DNA. Ketiga macam RNA
polimerase pada eukariot membutuhkan prakondisi yang berbeda
untuk terlibat dalam transkripsi (Corebima, 2008). Tiga macam
RNA polimerase mengenali urutan promoter yang berbeda; dan
membutuhkan perangkat protein yang berbeda (disebut “faktor
transkripsi” atau “transcription factor”).

a. nskripsi gen-gen pengkode protein yang dikatalisis oleh
A polimerase II

RNA polimerase II mentranskripsi gen yang mengkode
protein, menghasilkan molekul mRNA dan snRNA. Suatu gen
pengkode protein dapat memiliki sejumlah elemen regulator
transkripsi yang dikatalisis oleh RNA polimerase II. Elemen
regulator dapat terletak di bagian hulu atau hilir tapak inisiasi
RNA pada DNA. Gen dapat memiliki kombinasi tertentu elemen
regulator positif (pengaktivasi transkripsi) dan elemen regulator
negatif (penghalang transkripsi) yang letaknya berdekatan
dengan gen tersebut. Elemen-elemen regulator adalah urut-urutan
DNA yang merupakan tapak pelekatan/pengikatan bagi faktor
transkripsi spesifik maupun faktor regulator (Corebima, 2008).
Yang dimaksud dengan faktor transkripsi adalah protein yang
terlibat pada aktivasi atau represi transkripsi.
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Pada umumnya elemen-elemen regulator terletak dalam jarak
beberapa ratus pasang basa dari tapak inisisasi transkripsi, biasanya
ke arah hulu. Namun demikian beberapa elemen regulator terletak
pada jarak 1000 hingga 30.000 pasang basa dari tapak inisiasi.
Pada saat ini elemen regulator yang letaknya berdekatan langsung
dengan tapak inisiasi transkripsi disebut promoter; sedangkan
yang letaknya jauh disebut enhancer (terkait dengan elemen
enhancer dikenal juga elemen silencer yang kerjanya berlawanan
dengan elemen enhancer, yaitu menghalang transkripsi).

Peranan promoter adalah untuk menentukan apakah suatu
transkripsi dapat terjadi; sedangkan elemen enhancer dibutuhkan
untuk menjamin transkripsi gen secara maksimal. Urutan
nukleotida promoter eukariotik berbeda dengan urutan nukleotida
promoter prokariotik. Promoter yang dikenali RNA polimerase Il
adalah -75 box 5'-GGNNCAATCT-3" dan -25 box 5'-TATAAAT-3.
Urutan nukleotida -25box disebut sebagai Goldberg-Hogness box
(Corebima, 2008). Urutan -25 box berada upstream gen, sedangkan
urutan -75 box seringkali tidak ada. Posisi urutan -25 box bervariasi,
antara 20-30 sebelum tapak inisiasi (Gardner dkk, 1991). Selain
promoter di atas, Corebima (2008) menyatakan adanya promoter
GC (5-GGGCGG-3') yang terletak -60 dan -100 sebelum tapak
inisiasi dan CAAT (5GGCCAATCT-3") yang terletak -80 sebelum
tapak inisiasi.

RNA polimerase tidak mampu mengenali promoternya tanpa
adanya faktor transkripsi (transcription factor = TF). Penamaan
faktor transkripsi disesuaikan dengan macam RNA polimerase
yang diperantarainya. TF II merupakan faktor transkripsi untuk
RNA polimerase II. Beberapa faktor transkripsi melekat pada
urutan spesifik promoter, sedangkan lainnya melekat pada RNA

polimerase II. Faktor kunci adalah TF IID karena melekat langsung
pada promoter TATA (faktor “TATA”). TF IID juga melekat pada
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TF IIA (yang tidak berlekatan langsung dengan molekul DNA) dan
berikatan pula dengan “protein pengikat DNA hulu” (upstream
DNA binding protein) yang berikatan pada urutan enhancer.
Perlekatan yang terakhir inilah yang mengakibatkan struktur
lengkung (lipat) antara promoter dengan enhancer. Fenomena ini
digunakan untuk menerangkan mengapa enhancer dapat bekerja
dari suatu jarak yang jauh dari promoter.

Saat TF IID melekat pada promoter TATA, RNA polymerase
Il dapat ikut melekat bersama TF IIB, TF IIF dan TF IIE yang
membentuk “kompleks inisiasi transkripsi” (Corebima, 2008).
Ketiga faktor tersebut berfungsi untuk merangsang transkripsi dan
mempermudah insiasi transkripsi dengan tepat. Proses transkripsi
yang melibatkan RNA polimerase II ini dapat diamati lebih lanjut
pada Gambar 5.7.
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Gambar 5.7 Proses Transkripsi yang melibatkan RNA polimerase Il
(Sumber: Gilbert, 2003)

Saat terjadi transkripsi dan berlangsung elongasi, terjadi
perubahan distribusi faktor transkripsi. TF IIB dan TF IIE terpisah
dari RNA polimerase, sedangkan TF IIF masih berikatan. Selama
elongasi, TF IIS ikut melekat pada RNA polimerase. Selama proses
transkripsi, TF IID melekat terus pada TATA box, karenanya
transkripsi dapat terus berlangsung hingga muncul sinyal represi
transkripsi.
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b. Transkripsi yang dikatalisasi RNA polymerase 111

RNA polimerase III berfungsi mengkatalisis transkripsi gen-
gen untuk menghasilkan tRNA, 55 rRNA, serta beberapa snRNA.
Kajian pada bagian ini hanya mencakup transkripsi gen-gen 55
rRNA, serta gen-gen tRNA. Secara umum jumlah gen tRNA pada
organisme eukariotik jauh lebih banyak daripada yang dijumpai
dalam makhluk hidup prokariotik (Corebima, 2008). Pada genom
khamir ditemukan sekitar 400 gen tRNA; bahkan pada makhluk
hidup eukariotik yang lebih tinggi perulangan (redundancy) gen
tRNA cenderung lebih banyak dijumpai. Dalam hal ini dinyatakan
bahwa Xenopus laevis memiliki lebih dari 200 kopi tiap gen per
genom.

Beberapa gen tRNA berdiri sendiri, beberapa lain berkelompok,
baik membentuk kelompok gen “redundan” ataupun “bukan
redundan” yang berurutan langsung. Di dalam gen tersebut
tedapat 1 kopi tRNA sedangkan gen lain bersifat redundan. Pada
transkripsi tRNA juga ditemukan adanya intron yang panjangnya
10-60 bp. Intron terletak antara nukleotida pertama dan kedua
dari arah ujung 3" menuju antikodon, bahkan seringkali urutan
transkripsi intron berpsangan dengan antikodon (pada tahap
molekul pre-tRNA). Urutan intron ini hanya ditemukan pada gen
molekul tRNA untuk asam amino tirosin, fenilalanin, triptofan,
lisin, prolin, serin, leusin dan isoleusin.

Pada kebanyz: organisme eukariotik, gen 55 rRNA dapat
terletak pada satu lokasi yang sama, atau pada lokasi yang berbeda
dari gen rRNA lainnya. Pada manusia, gen 55 rRNA berkelompok
terpusat, sedangkan pada Xenopus gen tersebar diseluruh genom
dalam kelompok. Pada Khamir dan jamur lendir, gen RNAr55
bercampur dengan perangkat gen rRNA yang lain. Gen 55 rRNA
ini mengkode 55 rRNA seukuran 120 nukleotida (Corebima, 2008).
55 rRNA merupakan penyusun subunit ribosom besar.
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Posisi promoter gen 55 rRNA berada di dalam gen itu
sendiri. Posisi yang semacam itu disebut ICR (Internal Control
Region). Pelaksanaan posisi promoter gen 55 rRNA dan gen tRNA
dilakukan dengan cara melakukan delesi tumpang tindih atas
urutan nukleotida ke arah hulu dan hilir gen di samping di
dalam gen itu sendiri. Peniadaan ini secara spesifik mengurangi
transkripsi (Corebima, 2008).

Promoter internal (ICR) melalui telaah perubahan pasangan
basa secara individual memperlihatkan adanya dua daerah
fungsional yang disebut box A dan box C (Corebima, 2008).
Promoter internal dapat berfungsi menginisiasi transkripsi apabila
terdapat faktor transkripsi untuk RNA polimerase III, yaitu TF
ITIIA, TF B dan TF IIC. Untuk transkripsi 55 rRNA diperlukan
ketiga faktor, namun dalam transkripsi tRNA hanya diperlukan
TF IIB dan TF IIIC. Pola kerjanya adalah TF IIIA berikatan
dengan box C ICR dan mengoptimasi perlekatan TF IIIC pada box
A. TF III B berikatan dengan kedua macam TF (TF IIIA dan TF
ITIC) dan berfungsi sebagai suatu faktor inisiasi transkripsi atau
transcription initiation factor (Corebima, 2008). RNA polymerase 111
mulai mengkatalisis transkripsi 50 bp ke arah hulu dari awal box
A.

Terminasi transkripsi kedua tipe gen (gen untuk 55 rRNA
dan gen untuk tRNA) berkaitan dengan urutan nukleotida pada
ujung 3’ gen tersebut. Untuk gen 55 rRNA, pada untai antisense
terdapat sederetan nukleotida berbasa T berjumlah 4 atau lebih,
yang dikelilingi oleh urutan nukleotida yang kaya akan GC.
Sedangkan untuk DNAL, daerah terminasinya adalah adanya
sederetan nukleotida berbasa T. Hal ini didapat dari penelaahan
penambahan urutan nukleotida berbasa T sejumlah 4-6 kedalam
gen, ternyata menghentikan transkripsi pada daerah tersebut.
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Selain ICR, menurut Corebima (2008), terdapat pula urutan
nukleotida lain yang berada di luar gen pengkode, bisa dibagian
hilir atau hulu, yang mempengaruhi aktivitas transkripsi. Mutasi
atau delesi yang melibatkan urutan tersebut biasanya mengurangi
aktivitas transkripsi atau pada beberapa kasus meniadakannya.

c. Transkripsi yang dikatalisasi RNA polimerase I

Urut-urutan nukleotida DNA untuk 185, 5,85 maupun 285
rRNA biasanya terletak berurutan di daerah nukleolus dalam
inti, dan ditranskripsikan bersama menghasilkan satu molekul
RNA precursor. Urut-urutan gen pada DNA membentuk suatu
unit transkripsi (franscription unit). Pada organisme eukariotik,
terdapat suatu deretan unit-unit transkripsi yang berjejer berurutan
langsung (tandem), yang jumlahnya tergantung pada spesies
makhluk hidup; dan setiap unit transkripsi ditranskripsikan oleh
RNA polymerase menghasilkan suatu molekul prekusor rRNA (pre-
rRNA). Lebih jelasnya, lihat Gambar 5.8.

Tiap unit transkripsi dapat berulang banyak kali. Karenanya,
terbentuk susunan gen RNAr yang berulang. Jumlah perulangan
gen rRNA bervariasi antara berbagai spesies makhluk hidup
eukariotik, berkisar 100 sampai dengan 1000 kali. Misalnya pada
khamir (140 unit trnskripsi), Drosophila (260 unit transkripsi) dan
pada sel hela (1250 unit transkripsi).

Molekul prekusor TRNA mengandung 3 urutan rRNA serta
urutan penyelanya. Urutan penyela ini disebut sebagai spacer
sequengga( Corebima, 2008). Spacer sequences terdiri dari 2 macam,
yaitu (External transcribed spacer) dan ITS (internal transcribed
spacer). Urutan penyela nantinya akan disingkarkan dari prekursor
rRNA. Variasi ukuran panjang penyela berkaitan dengan variasi
panjang unit transkripsi IDNA. Antar unit-unit transkripsi terdapat
NTS (non transcribed spacer) yang terletak pada ujung 5" maupun
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3" tiap unit transkripsi. Urut-urutan penting yang mengontrol
transkripsi rDNA berada di dalam daerah NTS. Ukuran panjang
NTS juga bervariasi antara spesies satu dan lainnya, misalnya
katak (3-9 kb) sedangkan manusia (sekitar 90 kb).

Intron juga ditemukan pada gen rRNA organisme eukariotik
tingkat rendah seperti Physarium, Tetrahymena dan Drosophila.
Hasil transkripsi intron akan dipotong dari prekursor rRNA
untuk menghasilkan rTRNA yang siap pakai. RNA polimerase I
hanya mengkatalisis transkripsi dari unit transkripsi prekursor
rRNA, sedangkan RNA polimerase Il dan III dapat mengkatalisis
transkripsi aneka ragam gen (Corebima, 2008).

Urutan promoter RNA polymerase 1 terletak di hulu tapak
inisiasi transkripsi. Terdapat 2 daerah, yaitu (1) elemen promoter
inti (core promoter element) yang terlipat menutupi titik awal
transkripsi membentang dari posisi +7 hingga -45; dan (2) elemen
kontrol hulu (upstream control element) yang membentang dari
posisi -107 hingga -186. Pembagian daerah promoter ini terjadi
pada promoter rDNA manusia sedangkan pada kodok, daerah
promoternya tidak terbagi dengan jelas, hanya membentang dari
posisi +6 hingga -141. Urut-urutan promoter ini khas pada tiap
spesies. RNA polimerase hanya dapat mengkatalisis transkripsi
gen rRNA yang berasal dari spesies berkerabat dekat pada sistem
transkripsi in vitro karena berkaitan dengan faktor transkripsi
yang dibutuhkan untuk transkripsi rDNA.




84 |GEN£T1K& PRINSIP DASAR BERBASIS PENELITIAN DI PERGURUAN TINGGI

Nontrangcribed spacer \ Transcription unil
' ™

| 7_* e =8 T BN T I
B T = = N | [ T T I
(a) Tandem array of D&

transcription units Transcribed

spacer

(b) One DNA i BN 58 @S

transcription =y asme e

uni

Transcriplion by
RNA polyrmerase |

() ANA primary | SN 5s
transcript (455) TR,

RMA processing
(cleavage) Transcribed spacers
gegraged

sty E=""]
bt B
185 585 285
TANA rANA ANA

Gambar 5.8 Unit transkripsi DNA r pada makhluk hidup yang tersusun berjejer
berurutan langsung dan mengalami transkripsi (sumber: Anonim, tanpa tahun)

RNA polimerase I tidak melekat langsung pada promoter
(seperti RNA polimerase II dan III). Yang berlekatan langsung
pada promoter adalah faktor-faktor transkripsi (Corebima,
2008). Pelekatan faktor transkripsi pada promoter membentuk
suatu kompleks dan RNA polimerase I melekat pda kompleks
tersebut. Pada manusia ditemukan 2 faktor transkripsi, yaitu hUBF
(human upstream binding factor atau faktor pengikatan/pelekatan
hulu manusia) melekat langsung pada kedua daerah promoter
rDNA manusia dan mengaktitkan transkripsi. Protein lain, SLI
dibutuhkan untuk pengenalan promoter serta inisiasi transkripsi
vang dikatalisis oleh RNA polimerase 1. SLI tidak berlekatan
langsung pada promoter, tetapi berinteraksi dengan promoter
melalui interaksinya dengan kompleks hUBF-DNA. Apabila hUBF
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dan SLI sudah melekat pada promoter, maka RNA polimerase |
ikut melekat dan proses transkripsi mulai berlangsung (Corebima,
2008).

Terminasi prekursor tTRNA bervariasi pada makhluk hidup.
Pada Xenopus terdapat 2 tapak terminasi transkripsi yang penting,
yaitu T2 dan T3. Tapak T2 berukuran 235 bp ke arah hilir dari
ujung 3’ urutan rDNA 285, sedangkan tapak T3 berukuran 200
bp ke arah hulu tapak inisiasi transkripsi dari unit transkripsi
rDNA berikutnya. Tapak T2 dan T3 sama-sama mengandung
urutan identik seukuran tujuh nukleotida yaitu 5-GACTTGC-3'.
T2 merupakan tapak primer yang digunakan untuk mengakhiri
transkripsi prekursor rRNA, sedangkan T3 merupakan tapak
terminasi yang aman dari kegagalan (fail-safe termination sile).
Unit-unit transkripsi TDNA tersusun dalam suatu deretan berjejer,
maka sistem terminasi yang aman dari kegagalan tersebut
memungkinkan molekul RNA polimerase secara potensial mulai
beraktivitas pada satu unit transkripsi dan diteruskan ke unit
transkripsi berikutnya dalam deretan tersebut (Corebima, 2008).

C. Modifikasi Pasca Transkripsi

Pada dasarnya, hasil transkripsi dari gen pengkode protein
(mRNA), tRNA maupun rRNA dan snRNA belum siap pakai,
baik pada prokariotik maupun eukariotik. Kebanyakan RNA non
ribosomal yang disintesis dalam nukleus terdiri dari molekul yang
sangat besar. RNA ini merupakan bagian dari heterogenous nuclear

RNA (hnRNA) dan disebut pre-mRNA.

1. RNA pada prokariotik siap pakai

Pada prokariot, RNA hasil transkripsi langsung berfungsi
sebagai molekul mRNA yang akan ditranslasikan pada biosintesis
protein (Corebima, 2008). Pada organisme prokariotik proses
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translasi dapat berlangsung ketika transkripsi belum sepenuhnya
selesai. Hal ini disebut sebagai coupled transggption and translation
atau transkripsi dan translasi berpasangan. El ini terjadi karena
tidak ada membran inti yang memisahkan transkripsi dan translasi
dan arah transkripsi maupun arah translasi sama-sama 5a 3’

(Gardner et al, 1991).

2. RNA pada eukariotik tidak siap pakai

Hasil transkripsi pada eukariotik tdak dapat langsung
ditranslasikan. Kebanyakan, namun tidak semua, gen pada
eukariot memiliki intron (intervening sequences) di antara ekson
(expressed sequences). Gen yang tidak mengandung intron misalnya
gen untuk histon dan interferon. Menurut Gardner et al. (1991)
terdapat sekuen yang tetap pada semua ujung intron vyaitu
ekson-GT.....(intron)....AG-ekson. Dan hal ini yang diperkirakan
bertanggungjawab pada proses splicing intron.

Splicing adalah peristiwa pengeluaran intron melalui proses
pemotongan dan penggabungan kembali ekson (Gardner et al,
1991). Secara sederhana penyingkiran hasil transkripsi intron
setelah lebih dahulu urut-urutan tersebut keluar, dan lengkungan
keluar itu terputus oleh enzim nuklease.

Pada Gardner et al. (1991) dijelaskan terdapat 3 tipe berbeda

pada pemotongan intron RNA, yaitu:
34
a. Pemotongan ntron pada prekursur IRNA menggunakan

endonuklease yang diikuti reaksi ligasi oleh aktivitas ligase

b. Pem(:-tnr@n intron pada prekursor rRNA secara autokatalitik
dengan reaksi unik yang dimediasi oleh molekul RNA itu
sendiri tanpa melibatkan aktivitas enzim

c. Pemotongan intron hasil transkripsi nuclear pre-mRNA
(hnRNA) melalui 2 tahapan reaksi yang dilakukan oleh
kompleks partikel ribonucleoprotein yang dikenal sebagai
spliceosome.
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a. Pemrosesan pre-tRNA menjadi tRNA fungsional

Produk awal hasil transkripsi tRNA pada makhluk hidup
prokariotik dan eukariotik disebut prekusor tRNA atau pre-tRNA.
IRNA ini lebih panjang daripada tRNA siap pakai, memiliki
urutan ujung kepala (leader) pada ujung 3’ dan urutan ekor (trailer)
pada ujung 3" (Gambar 5.9) (Corebima, 2008). Urutan kepala dan
ekor disingkirkan selama proses pembentukan tRNA siap pakai,
baik pada eukariotik maupun prokariotik. Proses ini berlangsung
di dalam inti pada eukariotik. tRNA siap pakai berukuran sekitar
4S dan terdiri dari untai tunggal berisi 75-90 nukleotida. Urutan
nukleotida bervariasi bergantung pada macam tRNA.

Proses modifikasi tRNA berlangsung melalui 3 tahapan, yaitu
(1) penyingkiran urutan kepala (oleh enzim RNase P), ekor (oleh
enzim Rnase Q/D), dan penyela (spacer), (2) penyingkiran hasil
transkripsi intron (diputus oleh enzim endonuklease spesifik
dan digabung oleh enzim ligase), dan (3) penambahan urutan
nukleotida 5" CCA 3" pada ujung 3" dikatalisasi oleh enzim IRNA
nucleotidyl transferase (Gambar 5.10).
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Gambar 5.9 Prekusor tRNA (pre-tRNA) (a) dan mature tRNA (tRNA yang siap
digunakan saat translasi) (Sumber: Corebima, 2008)
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Gambar 5.10 Proses modifikasi tRNA (Sumber: Corebima, 2008)

Gardner ¢t al. (1991) menyatakan proses penyingkiran intron
tRNA ini telah dipelajari pada ragi. Proses pemotongan intron
ini terjadi dalam 2 tahapan yaitu (1) enzim splicing endonuklease
(tRNA endonuklease) yang terikat membran ggaikleus memotong
di dua tempat pada ujung intron prekursor tKNA menghasilkan
ujung 5°0OH dan 2'-3" gugus fosfat siklik pada ujung 3, dan (2)
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enzim splicing lignse (RNA ligase) menghubungkan kedua ujung
tRNA melalui 4 tahapan yaitu: (1) penambahan gugus fosfat ke
ujung 5'OH dengan bantuan kinase dan ATP; (2) gugus fosfat
5" diaktivasi melalui tragsfer gugus AMP ke ujung dari AMP-
ligase intermediet; (3) 2'-3" fosfat siklik dibuka oleh aktivitas cyclic
phosphodiesterase yang memproduksi 2° fosfat dan 3" hidroksil
bebas; (4) ligasi akhir terjadi melalui penyerangan nukleofilik
3’0OH bebas ke 5 fosfat dengan pelepasan AMP. Keempat reaksi
ini dikatalisis oleh splicing ligase. Proses ini terjadi pada hampir
semua eukariot, kecuali pada mamalia. Perbedaan proses terjadi
pada langkah keempat yaitu menghubungkan 2’-3" ujung fosfat ke
ujung 5'OH.

b. Pemrosesan pre-rRNA

Pada proses splicing TRNA, aktivitas splicing yang memisahkan
intron dari prekursor rRNA adalah karena faktor intrinsik dalam
molekul RNA itu sendiri. Proses ini disebut aktivitas autokatalitik
atau self excission process. Proses ini juga ditemukan pada sejumlah
besar rRNA, tRNA, dan prekursor mRNA pada mitokondria dan
kloroplas (Gardner et al, 1991). Pada proses autokatalitik ini tidak
diperlukan sumber energi eksternal dan sumber protein (enzim).
Sebaliknya, melibatkan seri@ransf&r ikatan phosphoester. Menurut
Yuwono (2008), mekanisme pemotongan intron secara autokatalitik
dibedakan menjadi 2, yaitu gen-gen yang mengandung intron
grup I dan intron grup |

Pada intron grup I, proses splicing melibatkan penambahan
nukleotida guanin pagasujung 5 intron (Yuwono, 2008). Atau oleh
Gardner et al. (1991), reaksi ini membutuhkan nukleosida guanin
atau nukleotida dengan gugus 3'0OH bebas (GTP, GDP@MP atau
guanosin) sebagai ko-faktor. Nukleotida guanin akan menyerang
nukleotida adenin pada ujung 5" intron dan melepaskan ekson
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1. Gugus OH pada ekson 1 menyerang ekson 2 dan melepaskan
intron yang linier (Yuwono, 2008)

Pada intron grup II penyerangan dilakukan oleh adenin yang
ada dalam intron sehingga terbentuk struktur lariat. Mekanisme
splicing intron grup II mempunyai kemiripan dengan mekanisme
splicing menggunakan spliceosome (pemrosesan mRNA). Hal ini
memberikan gambaran adanya kemiripan fungsi antara snRNP
(spliceosome) dengan gugus katalitik pada intron grup Il. Dugaan
lanjutan adalah intron pada mRNAS gen inti secara evolusioner
berasal dari intron grup Il yang ada pada bakteri.

Jadi, intron dipotong dengan transfer ikatan 2 phosphoester
dan intron yang dipotong ini dilingkarkan menggunakan transfer
ikatan phosphoester lainnya. Proses autokatalitik splicing ini
terdapat intramolekuler secara alami, dan tidak bergantung pada
konsentrasi. Lebih lanjut, prekursor RNA mampu membentuk
pusat aktif dimana kofaktor guanosin 3’'OH berikatan.

c. Pemrosesan pre-mRNA

Modifikasi pasca transkripsi pada mRNA eukariotik meliputi
penyingkiran hasil transkripsi intron (splicing) dan modifikasi
ujung mRNA hasil transkripsi (5" capping dan penambahan ekor
poly A). Sedangkan menurut Gardner ¢f al (1991) proses modifikasi
pasca transkripsi terhadap mRNA berlangsungﬁ]jpuﬁ tahapan
pemotongan prekursor mRNA (pre mRNA) menjadi molekul
mRNA yang lebih kecil, penambahan 7-methyl guanosine (mRNA
caps) pada ujung 5, penambahan +200 sekuen adenylate nucleotida
(poly A) pada ujung 3', pembentukan kompleks dengan protein
tertentu.

5" Capping
roses ini sebenarnya adalah penambahan nukleotida berbasa
guanin (umumnya 7-methyl guanosine) pada nukleotida di ujung
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5’. Penambahan tersebut terjadi melalui ikatan tak lazim antara 5’
dan 5. Terjadi pula proses penambahan 2 gugus CH3 pada dua
nukleotida pertama dari untai RNA. Tahapan proses 5" capping
adalah sebagai berikut: (1) Enzim polimerase Il memulai transkripsi
pada nukleotida yang memiliki basa tempat penambahan cap
(tapak penutup atau cap site), (2) Bila hasil transkripsi mula-mula
sepanjang 20-30 nukleotida, suatu struktur penutup (yang telah
mengalami metilasi) ditambahkan pada ujung 5" hasil transkripsi
tersebut. (3) Penutup (cap) merupakan tempat ujung 5° mRNA
tempat berikatan dengan ribosom (Corebima, 28}.

Tudung mRNA menurut Yuwono (2008) memiliki 4 fungsi
yaitu: (1) melindungi mRNA dari degradasi, (2) meningkatkan
efisiensi translasi mRNA, (3) meningkatkan pengangkutan mRNA
dari nukleus ke sitoplasma, dan (4) meningkatkan efisiensi proses
splicing mRNA.

Penambahan Ekor Poly A

Pada ujung 3" mRNA eukariotik terjadi penambahan urutan
nukleotida yang berjumlah 50-250 nukleotida berbasa adenin.
Struktur ini dikenal sebagai ekor poly A. Penambahan ekor poly A
ini terjadi pada mRNA semua spesies, kecuali pada mRNA protein
kistron pada mamalia. Penambahan ekor poly A merupakan
mekanisme yang pemberian sinyal yang menandakan ujung akhir
dari mRNA eukariotik (Corebima, 2008).

Pada eukariot, tidak ditemukan nukleotida terminasi
transkripsi spesifik (seperti protein p pada prokariotik), sehingga
proses transkripsi akan berlangsung terus hingga mencapai ratusan
bahkan ribuan nukleotida melalui tapak penambahan poly A. Pada
suatu saat tertentu terjadi pemutusan pada tapak tersebut (dengan
bantuan enzim endonuklease khas RNA) sehingga dihasilkan
ujung 3’'OH dan selanjuinya pada ujung itu ditambahkan ekor
poly A (Corebima, 2008).
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Pada posisi 10-30 nukleotida di hulu tapak poli A terdapat
urutan AAUAAA yang bertanggungjawab menandai lokasi tapak
poli A, selain urutan nukleotida lain di hilir tapak poli A yang juga
ikut berpegan. Penambahan ekor poli A dikatalisasi oleh enzim
polymerase poly (A). Peranan ekor poly (A) berhubungan dengan
stabilitas mRNA (Corebima, 2008). Hal ini diketahui dari percobaan
mRNA protein globin yang masih memiliki ekor poly A normal,
disuntikkan dalam oosit katak, akan tetap aktif ditranskripsikan
selama jangka waktu yang cukup lama, sedangkan jika yang
disuntikkan tanpa ekor poly (A), maka mRNA tersebut akan
didegradasi.

Pemotongan intron

Proses pemotongan ini dilakukan oleh struktur kompleks
RNA/ protein disebut spliceosome. Spliceosome adalah struktur/
kompleks penyambungan atau splicing complex. Spliceosome mirip
dengan ribosom kecil; mengandung set molekul RNA kecil yang
disebut snRNA dan set protein yang masih belum diketahui dengan
jelas strukturnya. Spliceosome terdiri dari asosiasi beberapa snRNP
(small nuclear ribonucleoprotein particle) yang terikat pada mRNA
prekursor. snRNP sendiri merupakan asosiasi antara snRNA (small
miclear RNA) dan prt)tei.me\da 5 jenis snRNA yang terlibat sebagai
komponen spliceosome yaitu Ul, U2, U4, U5 dan U6 (snRNA U3
dilokalisasi dalam nukleolus dan kemungkinan terlibat dalam
pembentukan ribosom). snRNA tidak terdapat bagian molekul
RNA bebas melainkan berada pada snRNP.

Salah satu kemungkinan peranan spliceosome dalam
penyingkiran intron adalah RNPsn membantu pelipatan prekusor
mRNA menjadi struktur tertentu yang mengakibatkan prekursor
mRNA dapat mengkatalisasi penyambungan sendiri. Model
perakitan spliceosome adalah sebagai berikut. (1) RNPsn Ul
berikatan dengan tapak penyambungan di ujung 5’ (terjadi akibat
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perpasangan basa RNPsn Ul dengan urutan tapak penyambungan
di ujung 5'), (2) RNPsn U2 berikatan dengan daerah titik cabang,
(3) Partikel U4/U6/U5 yang belum dirakit bergabung dengan
kompleks yang sedang terbentuk, (4) RNPsn U4 berasosiasi dengan
kompleks tadi, dan mengakibatkan terbentuknya spliceosome
yang aktif (Corebima, 2008).

Model penyingkatan intron yang lain dikenal dengan mRNA
splicing. Proses splicing meliputi tahapan yaitu (1) pemutusan
sambungan di ujung 5 intron. Ujung 5" hasil transkripsi intron
mempunyai urutan nukleotida berbasa GU, sedangkan ujung
3" memiliki urutan nukleotida berbasa AG. Urutan nukleotida
tersebut merupakan nukleotida yang conserved (selalu sama
letaknya): ekson-GU...intron...-AG-ekson. Urutan tersebut spesifik
untuk intron hasil transkripsi. Terjadi pemutusan sambungan di
ujung 5" intron (Gardner et al, 1991). (2) pelengkungan keluar
urutan intron. Ujung 5° yang bebas selanjuinya melengkung
dan berhubungan dengan suatu nukleotida berbasa A (yakni
nukleotida yang merupakan bagian dari suatu urutan titik cabang
atau branch point sequence). Nukleotida ini terletak pada hulu
ujung 3. Akibatnya terbentuk struktur lengkungan keluar yang
disebut sebagai struktur lariat (lariat structure). Urutan konsensus
titik cabang pada mamalia adalah YNCURAY (Y=pirimidin, R=
purin, N= basa apapun). Nukleotida berbasa A terletak pada
posisi urutan nukleotida ke 18 hingga 38 ke arah hulu ujung
sambungan 3’. Sedangkan pada ragi, urutan pada titik cabang
ini lebih rigid sekalipun posisinya lebih bervariasi, yaitu urutan
UACUAAC. Posisi struktur lariat terjadi karena ikatan ujung 5’
dengan basa A (yang ditebalkan). Struktur lariat terjadi karena
adanya ikatan fosfodiester 2’-5" yang tak lazim antara ujung 5’
dan basa A di titik cabang. Ikatan tersebut tepatnya terjadi antara
gugus OH di karbon no.2 nukleotida berbasa A dengan gugus
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fosfat di atom karbon no. 5 dari nukleotida berbasa G (Corebima,
2008). (3) pemutusan hubungan hasil transkripsi di ujung 3’
intron dan penyambungan kedua ekson. Pemutusan hubungan
hasil transkripsi ini dilakukan dengan bantuan enzim nuklease.
Setelah pemutusan ujung 3’, urutan intron dikeluarkan dari hasil
urutan nukleotida pada mRNA. Hasil transkripsi intron yang
tersingkir ini pada mulanya masih tetap bertahan dalam struktur
lariat. Dengan bantuan debranching enzyme, struktur lariat diubah
menjadi struktur linier dan didegradasi. (4) penggabungan hasil-
hasil transkripsi ekson.
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Gambar 5.11 Proses splicing pada sel ragi (sumber: http://8e.devbio.com/images/
ch0%/rna21p.GIF)

D. Translasi

Sebelum membahas proses translasi, terlebih dulu kita pahami
tentang struktur riboso ibosom tersusun atas subunit besar
dan subunit kecil yang mengandung satu atau lebih molekul
rRNA. Subunit kecil memiliki tempat khusus yang disebut tempat

P (peptidyl) dan tempat A (aminoacyl). Sub unit besar memiliki
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tempat khusus yaitu E, P, dan A. Ribosom prokariot dan eukariot
dibedakan berdasarkan ukuran dan kecepatan sedimentasinya,
yaitu untuk prokariot adalah 705 dan eukariot adalah 805.

Setelah membahas ribosom, sebelum proses translasi, asam
amino harus menempel p tRNA. Proses penempelan asam
amino pada tRNA terjadi dalam dua tahap yaitu mengaktitkan
asam amino dan menempelnya asam amino pada tRNA. Proses
aktivasi asam amino memerlukan tenaga dari pemecahan ATP
menjadi AMP. Reaksi pemecahan ini menghasilkan AMP dan
pirofosfat, dan asam amino intermedier atau aminoacyladenylic
acid. Asam amino intermedier ini akan terikat pada AMP dan
terus terikat sampai AMP diganti oleh molekul tRNA. Setelah
itu, asam amino akan melekat pada ujung 3’ dari tRNA menjadi
aminoasil-tRN A, dan AMP menjadi bebas. Pengikatan itu dikontrol
oleh enzim sintesase t-RNA aminoacyl. Enzim bekerja spesifik
karena hanya mengenal satu jenis asam amino dan hanya dapat
mengikatkannya pada tRNA yang cocok.

1. Proses translasi pada prokariot

Translasi berlangsung dalam 3 tahap yaitu tahap inisiasi,
elongasi, dan terminasi (Griffiths et al, 2007; Irawan, 2008; Klug et
al, 2010).

a. Tahap Inisiasi

Sub unit besar dan kecil ribosom selalu terpisah jika tidak
sedang melakukan proses translasi. Inisiasi translasi pada bakteri
melibatkan beberapa komponen vaitu subunit kecil, mRNA,
inisiator tRNA, GTP, Mg*, dan protein inisiator yaitu IF (initiation
factors). Pada bakteri terdapat tiga protein inisiator yaitu IF1, IF2,
dan IF3 untuk inisiasi yang benar. Peranan I[F3 untuk menjaga
subunit 30S yang dipisahkan dari subunit 50S, IF1 dan IF2
bertindak untuk memastikan bahwa hanya inisiator tRNA yang
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memasuki situs P (Griffiths ef al, 2007). Langkah inisiasi dapat
dijelaskan pada Gambar 5.12.

Initiation of Translation
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Step 1. mRNA binds to small subunit along
with initiation factors (IF1, 2, 3)
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Initiation complex

Step 2. Initiator RMA™ binds to mRNA
codon in P site; IF3 released

¢ o
D
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N '
L i
crie cte

Step 3. Large subunit binds to complex; IF1 and IF2 refcased,
EF-Tu binds to tRMA, facilitating entry into A site

Gambar 5.12 Inisiani translasi (Sumber: Klug et al, 2010)

Langkah pertama inisisasi yaitu subunit kecil ribosom
melekat pada mRNA. Pelekatan ini dapat terjadi bila ada IF
pada urutan konsensus 5-AGGAGG-3'. Pada bakteri, asam amino
pertama yaitu metionin dimodifikasi dengan substitusi gugus
formil (-COH) pada salah satu atom H sehingga menghasilkan
N-formylmethionine. Selanjutnya dengan bantuan IF2, tRNA
dengan amino acid formylmethionine (fmet) masuk ke tempat I’ dan
IF3 dilepas. Dengan adanya perlekatan tersebut struktur ini disebut
kompleks pembukaan (inifial complex). Kompleks pembukaan
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selanjutnya dikombinasikan dengan subunit besar. Pada proses
ini IF2 dan IF1 akan dilepas, sedangkap GTP akan dihidrolisis
menjadi GDP. Dengan menempelnya subunit besar, maka pada
ribosom terdapat dua tempat yang berhubungan dengan mRNA
yaitu tempat peptidyl (P) dan tempat aminoacyl (A), dan tempay
ketiga yang tidak dilewati mRNA yaitu E (exit). P sudah diisi oleh
IRNA™ A akan diisi kodon kedua. Terbentuknya kompleks ini
mengakhiri inisiasi.

b. Tahap elongasi

Tahap pemanjangan melibatkan dua protein yaitu elongation
factor Tu (EF-Tu) dan elongation factor G (EF-G). Tempat A yang
masih kosong saat proses inisiasi akan ditempati oleh tRNA yang
sesual dengan pasangan kodon pada mRNA yang ada di tempat
A. bila tempat A sudah ditempati oleh aminoasil tRNA maka
enzim peptidyl transferase akan mengkat@asi pembentukan ikatan
peptida antara asam amino yang ada di tempat PP dengan asam
amino yang ada di tempat A. melalui katalisasi faktor protein
kedua, EF-G, yang tampaknya masuk ke dalam situs A, tRNA
di tempat A dan P dialihkan ke tempat P dan E dan mRNA
bergerak melalui ribosom sehingga kodon berikutnya diposisikan
di situs A. Saat EF-G meninggalkan ribosom, situs A terbuka
untuk menerima kompleks berikutnya (Gambar 5.13).
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Gambar 5.13 Proses elongasi (Sumber: Klug et al, 2010)

c. Terminasi

Siklus berlanjut sampai kodon di situs A adalah satu dari
tiga kodon berhenti: UGA, UAA, atau UAG. Ingat bahwa tidak
ada tRNA yang mengenali kodon ini. Sebagai gantinya, protein
yang disebut faktor pelepasan (RF1, RF2, c@ RF3 pada bakteri)
mengenali kodon berhenti. Pada bakteri, 1 mengenali UAA
atau UAG, sedangkan RF2 mengenali UAA atau UGA; Keduanya
dibantu oleh RF3. Interaksi antara faktor pelepasan 1 dan 2 dan
situs A berbeda dari kompleks terner dengan dua cara penting.
Pertama, kodon berhenti dikenali oleh tripeptida pada protein RF,
bukan oleh antikodon. Kedua, faktor pelepasan masuk ke situs A
dari subunit 30S namun tidak berpartisipasi dalam pembentukan
ikatan peptida. Sebagai gantinya, molekul air masuk ke pusat
peptidyl transferase dan mengarah pada pelepasan polipeptida
dari tRNA di situs P. Subunit ribosomal terpisah, dan subunit 305
sekarang siap untuk membentuk kompleks inisiasi baru.
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Gambar 5.14 Proses Terminasi (Sumber: Klug et al., 2010)

2. Proses translasi pada eukariot

Proses translasi pada eukariot pada dasarnya sama seperti
pada prokariot hanya saja kebanyakan mRNA pada eukariot
memiliki konsensus 5'-ACCAUGG-3" yang berfungsi melekatkan
pada subunit kecil tRNA. Amino acid formylmethionine tidak
dibutuhkan saat inisiasi, tetapi urutan awalnya tetap AUG
sehingga tRN A awal adalah tRNA™. Faktor inisisasi sama seperti
pada prokariot.

E. Kode Genetika

1. Tiga Nukleotida per Kodon

Dua puluh asam amino berbeda bergabung selama translasi.
Dengan demikian, setidaknya 20 kodon yang berbeda harus
dibentuk dengan menggunakan empat simbol yang tersedia dalam
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pesan mRNA. Oleh karena itu jumlah nukelotida pada satu kode
genetika yang menspesifikasi satu macam asam amino, secara
teoritik harus dapat memenuhi kebutuhan sebanyak 20 macam
asam amino. Dalam hubungan ini adalah tidak mungkin bahwa
jumlah nukleotida pada satu kode genetika hanya satu atau dua,
jika jumlah tersebut hanya satu maka hanya ada empat macam
asam amino saja yang dispesifikasikan (4': yaitu yang masing-
masing dispesifikasi oleh A, U, G dan C); dan jika jumlah itu dua
maka asam amino yang dispesifikasi baru mencapai 16 macam (4*
yaitu masing-masing sebagai AU, UA, UU, GC, dan sebagainya).
Akan tetapi jika jumlah nukleotida pada satu kode genetika itu
tiga, maka asam amino yang dispesifikasi mencapai 64 macam
asam amino (4% yaitu AAA, AAU, UAU, GCA, dan sebagainya);
dan jumlah ini realistik karena sudah melampaui 20 macam asam
amino.

Bukti eksperimental pertama yang menunjukkan bahwa
jumlah nukleotida pada satu kode genetika adalah tiga ditemukan
pada 1961 oleh F.H.C. Crick, dkk. atas dasar percobaan pada
virus T, Tabel 5.2 menunjukkan hasil pecobaan Crick dkk yang
menemukan jumlah tiga nukleotida per kodon.

Tabel 5.2 Bagan analisis genetik yang dilaksanakan Crick, dkk.
atas mutasi Proflavin pada locus II T4 yang menghasilkan bukti
eksperimental bahwa kode genetika tersusun dari tiga nukleotida

Alel - ATG ATT GTA CCC AAA GGG TIT ... CCC TAG

; TAG TAA CAT GGU TTT CCC AAA GGG ATC
m-RNA: AUG AUU GUA GGG AAA GGG UUU ... CCC UAG
Protein met ile Val Pro lys gly Pha ... Pm  (term)

(Sumber: Gardner et al., 1991)
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2. Pengungkapan Kode Genetik

Permasalahan dalam hal pengungkapan kode genetika yaitu
menentukan: (1) kodon mana yang menentukan asam amino, (2)
berapa banyak kemungkinan 64 kodon digunakan, (3) bagaimana
kode tersebut dibaca, dan (4) apakah spesies yang berbeda
menggunakan kodon yvang sama atau berbeda (Gardner et al,
1991). Berikut akan dijelaskan secara mendetail bagaimana proses-
proses di atas terjadi.

Asam amino terdiri atas 20 jenis sebagai penyusun protein,
tetapi hanya empat basa yang berbeda pada mRNA. Sehingga
pada dasarnya tidak bisa secara sederhana menggunakan satu
basa dari asam nukleat untuk mengkode sebuah asam amino
ketika membuat sebuah protein. Selama translasi, basa-basa mRNA
dibaca dalam kelompok yang terdiri atas 3 basa yang dikenal
sebagai kodon. Setiap kodon mewakilkan sebuah bagian dan asam
amino. Karena ada 4 basa yang berbeda, ada 64 kemungkinan
grup yang terdiri dari tiga basa, sehingga ada 64 kodon yang
berbeda pada kode genetik (Clark, 2005).

Kode genetik merupakan kode untuk mengkonversi sekuen
basa pada asam nukleat, dibaca dalam grup-grup yang terdiri
atas masing-masing 3 basa setiap grup kedalam sekuen untai
polipeptida (Clark, 2005). Seperti yang disebutkan di atas, kode
genetik digunakan oleh sel dengan kode triplet. Dengan setiap
tiga sekuen nukleotida atau kodon, akan “dibaca” dari sebuah
titik start pada mRNA. Dari ke 64 kemungkinan kodon pada kode
genetik, 61 merupakan asam amino spesifik individu dan 3 kodon

(Lodish et al, 2004). Tabel 2 menunjukkan bahwa kebanyakan
asam amino dikodekan oleh lebih dari satu kodon. Kode genetik
yang ditunjukkan pada Tabel 2 berlaku umum untuk hampir
seluruh organisme, dengan beberapa perkecualian seperti yang
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akan dijelaskan pada bagian “keuniversalan kode genetik” pada

bagian berikutnya.
Protein dibuat oleh

beberapa asam amino dikodekan lebih dari satu kodon. Kodon

asam amino yang berbeda, sehingga

AUG yang mengkode metionin bertindak sebagai kodon start,
sehingga untai polipeptida yang baru dibuat berawal dari asama
amino metionin. Kodon GUG yang mengkode valin juga bertindak
sebagai kodon start tetapi jarang, tetapi jika pembentukan protein
dimulai dari kodon ini, maka asam amino pertama yang akan
membuat protein juga metionin (Clark, 2005).

Tabel 5.3 Kode Genetik. 64 kodon yang ditemukan pada mRNA
ditunjukkan dengan asam amino yang cocok dengannya

2nd (middle) base

1s1 T 1 , 3 Srd
base [ (‘_J ‘_\ (I base
UUU Phe JUCL Ser JUAU Tywr JUGL Cys U
L [ UUC Phe |UCC Ser | UAC Twr | UGEC Oy C
. UUA Leu JUCA Ser | UAA stop | U'GA stop A
UUG Len JUCG Ser | UAG stop] UGG Trp G
CUU Leu |CCU Pro | CAU His | CGU Arg U
(‘ CUC Leu |CCC Pro JCAC His | CGC Arg C
4 CUA Leu |CCA Pro | CAA Gin | CGA Arg A
CUG Leu |CCG Pro | CAG Gin | CGG Arg G
UU lle JACU Thr | AAU Asn | AGU Ser u
uC lle CC Thr | “AC Asn | \GC Ser C
UA Hle CAThr | “AA Lys GA Arg A
UG Met | MCG Thr | MAG Lys | VGG Arg G
GUU Val JGCU Ala | GAU Asp | GGU Gly U
2 GUCV: l.] GOC Ala | GAC Asp | GGC Gly C
(,I GUA Val JGCA Ala | GAA Glu | GGA Gly A
GUG 1 COG Ala | CAG Glu | GGG Gly G

(Sumber: Clark, 2005)

Untuk membaca kodon, sepasang molekul adapter diperlukan.
Molekul tersebut dikenal dengan RNA transfer (tRNA), vang
mengenali kodon pada mRNA pada satu sisi dan membawa asam
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amino yang cocok yang ditempelkan pada ujung tRNA yang
lain. Adapter tersebut mewakili kelompok ketiga dari RNA yang
diberi nama transfer RNA sejak adapter tersebut membawa asam
amino ke ribosom untuk mengenali kodon mRNA. Ada sejumlah
kodon dan ada beberapa tRNA yang berbeda. Jumlah kodon lebih
banyak dibandingkan tRNA, karena ada beberapa molekul tRNA
dapat membaca lebih dari satu kodon mRNA. Pada satu sisi,
tRNA mempunyai sebuah antikodon yang terdiri atas 3 basa yang
melengkapi tiga basa kodon mRNA. Kodon dan antikodon saling
mengenal satu sama lain melalui berpasangan basa dan saling

ngikat satu sama lain dengan ikatan hidrogen. Pada ujung
tRKNA yang lain, tRNA membawa asama amino yang cocok atau
sesuai dengan kodon yang dikenal.

3. Hipotesis Wobel (Wobble)

ika satu macam tRNA tersedia untuk tiap-tiap kodon mRNA
yang menentukan satu asam amino, maka akan terdapat 61
tRNA. Jumlah sebenarnya lebih kedl, yaitu sekitar 45. Angka
ini mencukupi karena beberapa tRNA mempunyai antikodon-
antikodon yang dapat mengenali dua atau lebih kodon-kodon
yang berbeda. Kemampuan ini mungkin disebabkan karena aturan
pemasangan basa antara basa ketiga suatu kodon dan basa yang
terkait dari antikodon tRN A tidaklah seketat aturan-aturan untuk
kodon-kodon DNA dan mRNA. Pelonggaran aturan pasangan
basa ini disebut wobel (wobble). Posisi pasangan basa pada kondisi
wobel adalah basa ketiga (3') pada mRNA kodon berikatan dengan
ﬁsa pertama (5) antikodonnya pada tRNA (Lodish et al, 2004).
isalnya basa U dari antikodon tRNA dapat berpasangan baik
dengan A atau G di posisi ketiga dari kodon mRNA (Campbell et
al, 2008). Tabel 5.4 menampilkan pasangan basa pada posisi wobel.
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Tabel 5.4 Pasangan Basa pada Posisi Wobel

Basa pertama Pasangan dengan basa ketiga kodon
antikodon Normal Kararmnbal
G C u
U A G
| - C atau U atau A
C G Tidak mengalami wobel
A ] Tidak mengalami wobel

(Sumber: Clark, 2005 dengan modifikasi)

Basa adenin jarang ditemukan pada antikodon dalam posisi
wobel, banyak tRNA pada tumbuhan dan hewan memiliki inosin
(I) yang merupakan sebuah produk deaminasi dari adenin pada
posisi wobel. Inosin dapat berpasangan dengan C, U atau A.

sebuah tRNA dengan inosin pada posisi wobel dapat mengenali
kodon A, C atau U pada mRNA (Gambar 5.15).
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Gambar 5.15 Pasangan basa pada kodon dan antikodon pada posisi wobel
(Sumber: Lodish et al, 2004)
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4. Keuniversalan Kode genetik

eperti yang sudah dijelaskan pada bagian sebelumnya,
bahwa kode genetik yang ada pada Tabel 2 berlaku untuk hampir
seluruh organisme. Namun, ada beberapa pengecualian bahwa
kode genetik tersebut tidak sepenuhnya digunakan oleh seluruh
organisme, seperti pada beberapa protozoa, mikoplasma, dan
genom mitokondria hewan dan jamur. Tabel 5.5 menunjukkan
beberapa perbedaan kode genetik yang digunakan pada protozoa,
mikoplasma, dan genom mitokondria hewan dan jamur.

Tabel 5.5 Perkecualian Keuniversalan Kode Genetik Pada Beberapa
Genom Organisme

Kodon Universal Keterangan

UGA Stop Pada Mycoplasma mengkode Trp, pada mitokondria jamur,
protozoa, mamalia, dan cacing pipih mengkode Trp

UAA Stop Pada paramecium mengkode GlIn, pada mikotondria cacing
pipih mengkode Tyr

CuG Leu Pada Candida mengkode Ser

AUA lle Pada mitokondria jamur, protozoa, dan mamalia mengkode
Met

(Sumber: Clark, 2005).

RANGKUMAN

1. Prose: spresi materi genetik yaitu transkripsi, modifikasi
pasca transkripsi, dan translasi.

2. Transkripsi adalah transfer informasi genetik yang terdapat
dalam urut-urutan nukleotida DNA menuju ke urut-urutan
nukleotida RNA atau penyalinan/ perekaman informasi
genetik yang ada pada DNA (berupa urutan nukleotida) yang
menghasilkan salinan atau rekaman berupa urutan nukleotida
RNA dan menggunakan DNA sebagai femplate (cetakannya).
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L

Enzim pada proses transkripsi pada prokariot adalah
holoenzyme, dan pada eukariot berbeda untuk sintesis mRNA,
tRN A, dan rRNA.

Splicing adalah peristiwa pengeluaran intron melalui proses
pemotongan dan penggabungan kembali ekson untuk MH
eukariotik

Translasi adalah transfer informasi genetik yang terdapat
dalam urut-urutan nukleotida RNA menuju ke urut-urutan
asam amino.

Jumlah nukleotida pada satu kode genetika adalah tiga untuk
membentuk 20 macam asam amino.

EVALUASI

Sl L U

Jelaskan bagaimana transkripsi diawali!

Apa perbedaan RNA polimerasi pada prokariot dan eukariot?
Apa perbedaan inisiasi translasi pada prokariot dan eukariot?
Mengapa dapat terjadi peristiwa wooble?

Bagaimana proses modifikasi tRNA?

REFLEKSI BELAJAR

.l L S

Setelah mempelajari materi ini,

Tuliskan hal baru apa saja yang Saudara peroleh!

Bagian mana dari materi ini yang sulit Saudara pahami?

Apa saja upaya belajar Saudara pada materi ini?

Apa saja manfaat/ dampak yang Saudara peroleh setelah
mempelajari materi ini?
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BAGIAN VI
MUTASI

Indikator Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa mampu menjelaskan penyebab mutasi

2. Mahasiswa mampu membedakan macam-macam mutasi gen

3. Mahasiswa mampu membedakan macam-macam mutasi
kromosom

A. Pendahuluan

Materi genetik dapat berubah melalui mutasi, rekombinasi,
dan pindahnya satu segmen DNA karena elemen transposabel.
Maten genetik dapat mengalami perubahan karena faktor internal
dan eksternal. Beberapa ggefinisi mutasi dari berbagai sumber.
Menurut Gardner et al. ﬂl} mutasi sebagai perubahan materi
genetik yang dapat diwariskan dan tiba-tiba. Tamarin (2001)
menyatakan bahwa mutasi adalah proses perubahan struktur
pada gen (atau kromosom). Corebima (2000) menyatakan mutasi

merupakan peristiwa yang lumrah terjadi.

B. Penyebab Mutasi

Mutasi yang spontan maupun yang terinduksi dapat
disebabkan Dleﬁfﬂktnr-faktor lingkungan dan faktor internal
materi genetik. Mutasi spontan adalah perubahan materi genetik
yang terjadi tanpa sebab-sebab yang jelas, sedangkan mutasi

terinduksi ialah terjadi karena pemaparan makhluk hidup yang

109
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disebabkan oleh radiasi pengion, radiasi ultraviolet, dan berbagai
senyawa kimia.

1. Keadaan atau Faktor Internal Materi Genetik sebagai Sebab
Mutasi

a. Kesalahan pada raeplikasi DNA

Watson dan Crick mengusulkan bahwa mutasi bisa terjadi
secara spontan selama replikasi DNA jika terjadi kesalahan
pasangan. Jika basa DNA mengalami perubahan posisi proton
yang mengubah sesuatu sifat kimia menjadi salah satu bentuk
tautomeriknya (terjadinya langka) selama proses replikasi,
pasangan basa yang tidak tepat akan terjadi (Tamarin, 2001).

Pada basa purin dan pirimidin, perubahan tautomerik
mengubah sifat perikat idrogennya. C* dapat membentuk
ikatan hidrogen dengan A, G* dengan T, T* dengan G serta A*
dengan C. ¥, G*, T%, dan A* adalah bentukan yang jarang dari
basa C, G, T, dan A akibat Tautomerisme (C* adalah tautomer dari
S, G adalah tautomer dari G, T* adalah tautomir dari T, serta A*
adalah tautomer dari A). Lihat Gambar 6.1.

Efek perikatan antara basa-basa purin dan pirimidin dengan
pasangan tautomer pada saat replikasi DNA. Sewaktu pasangan
tidak lazim memisah pada replikasi berikutnya, masing-masing
akan berpasangan dengan basa komplementernya, sehingga
terjadilah mutasi. Lihat Gambar 6.2.
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(Sumber: Tamarin, 2001}
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b. "Penggelembungan” Unting di Saat Replikasi

Dapat terjadi pada unting lama (template) maupun unting
baru. Jika berlangsung pada unting lama maka akan terjadi delesi
pada unting baru, sebaliknya jika penggelembungan terjadi pada
unting baru, maka akan terjadi adisi pada unting baru tersebut.

Perhatikan Gambar 6.3.

¢. Perubahan Kimia: Depurinasi dan Deaminasi Basa-Basa
Tertentu

Pada depurinasi, suatu purin (adenin dan guanin) tersingkir
dari DNA karena terputusnya ikatan kimia antara purin dan gula
deoksiribosa. Jika purin tersingkir tidak diperbaiki maka di saat
replikasi tidak terbentuk pasangan basa komplementernya yang
lazim, melainkan terbentuk secara acak basa apapun (pada unting
baru) dan pada proses replikasi berikutnya menimbulkan mutasi
(pergantian basa), sehingga basa baru yang terbentuk tidak sama
dengan basa yang mula-mula.
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Gambar 6.3 Delesi dan Adisi akibat penggelembungan unting saat replikasi
(Sumber: Tamarin, 2001)
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Deaminasi sitosin dan 5-metilsitosin: Urasil (sebagai hasil
deaminasi sitosin) bukan merupakan basa yang lazim pada DNA.
Oleh karena itu sebagian besar urasil akan disingkirkan kembali
dan diganti dengan sitosin melalui sistem perbaikan. (Proses
perbaikan itu meminimkan terjadinya mutasi). Jika suatu urasil
tidak diperbaiki maka akan menyebabkan penggandaan adenin
pada unting DNA baru hasil replikasi berikuinya, dan akibatnya
terjadi mutasi berupa perubahan pasangan basa C-G menjadi T-A.

Deaminasi 5-metilsitosin akan menghasilkan timin (basa yang
lazim pada DNA) yang tidak dapat diperbaiki akibatnya langsung
menimbulkan  mutasi perubahan pasangan basa 5-metilsitosin
C-G menjadi T-A (Gambar 6.4). DNA makhluk hidup prokariotik
maupun eukariotik mengandung sejumlah kecil basa 5-metilsitosin
C, maka dampak deaminasi 5-metilsitosin semakin terasa karena
perubahan 5-metilsitosin C-G menjadi T-A tidak dapat diperbaiki,
sehingga lokasi basa 5-metilsitosin C pada genom sering terlihat
sebagai titik-titik panas mutasi atau Mutational hot-spot, pada
lokasi itu frekuensi terjadi mutasi lebih tinggi daripada frekuensi
rata-rata (Gambar 6.5).
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Gambar 6.4 Contoh Deaminasi Pada Molekul DNA (Sumber: Clark, 2005)
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d. Perpindahan atau Transposisi Elemen Transposabel

Dapat berakibat terjadinya mutasi gen yaitu terjadi insersi ke
dalam gen yang dapat mempengaruhi ekspresi gen dengan cara
insersi ke dalam urut-urutan pengatur gen, dan menyebabkan
mutasi kromosom atau aberasi kromosom. Bukti tentang peran
transposisi elemen transposabel sebagai salah satu sebab terjadinya
mutasi pada Drosophila,. Contoh: alel mutan pada Drosophila karena
insersi elemen transposabel antara lain: W, Wr, WH, Whd(Gardner
et al., 1991) yang merupakan alela ganda yang terletak pada lokus
White kromosom.

Hot spot

g ~

50 100 150 200 250 300
Distance along gene (base pairs)

Gambar 6.5 Sebaran Mutasi Pada Molekul DNA Berdasarkan Panjang Basa
(Sumber: Clark, 2005)

e. Gen Mutator

Gen mutator ialah gen yang ekspresinya mempengaruhi
frekuensi mutasi gen-gen lain dan frekuensi mutasi gen-gen lain
itu biasanya meningkat. Contoh: makhluk hidup yang sudah
diketahui memiliki gen mutator adalah E coli dan Drosophila.
Yaitu gen mutator pada E coli ialah mut D yang mengubah sub
unit E DNA polimerasi IIl. Dan muf S menyebabkan terjadinya
pergantian purin dengan purin atau pirimidin dengan pirimidin,
maupun pergantian purin dengan pirimidin dan sebaliknya, dan




Mutasi | 15

mutan mut T menyebabkan terjadinya pergantian A-T menjadi
C-G.

2. Faktor Lingkungan sebagai Penyebab Mutasi

Penyebab mutasi tidak hanya berasal dari intermal materi
genetik itu sendiri, tetapi juga faktor dalam lingkungan. Penyebab
mutasi dari dalam lingkungan dibedakan menjadi beberapa
bagian vaitu yang bersifat fisik, kimiawi, dan biologis. Berikut
akan dijelaskan satu persatu dari penyebab-penyebab tersebut.

a. lzglyebab mutasi yang bersifat fisik

enyebab mutasi dalam lingkungan yang bersifat fisik adalah
radiasi dan suhu. Radiasi sebagai penyebab mutasi dibedakan
menjadi radiasi pengion dan radiasi bukan pengion (Gardner et
al, 1991). Radiasi pengion berenergi tinggi, sedang radiasi bukan
gion berenergi rendah. Contoh radiasi pengion misalnya
radiasi sinar X, radiasi sinar gamma, dan radiasi kosmik. Pada
saat ini radiasi pengion diinduksi oleh sinar X, proton dan neutron
yang dihasilkan mesin, maupun oleh sinar a, , dan y yang
dibebaskan isotop radioaktif dari elemen seperti **P, **S, cobalt 90,
dan sebagainya. Contoh radiasi bukan pengion misalnya radiasi
sinar ultraviolet (UV).

Radiasi pengion mampu menembus jaringan/tubuh makhluk
hidup karena berenergi tinggi. Selama menembus jaringan/tubuh
makhluk hidup, sinar bertenaga tinggi ini berbenturan dengan
atom-atom sehingga terjadi pembebasan elekiron dan terbentuklah
ion-ion positif. Ion-ion positif tersebut selanjutnya berbenturan
dengan molekul lain, sehingga terjadi pembebasan elektron dan
terbentuklah ion-ion positif lebih lanjut, dan melalui cara ini
terbentuklah suatu sumbu ion sepanjang jalur terobosan sinar
bertenaga tinggi itu (Gardner ef al, 1991).
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Radiasi ultraviolet merupakan radiasi elektromagnetik dengan
panjang gelombang dari 100-400 nm. Radiasi UV ini berpengaruh
langsung pada DNA. Basa-basa DNA menyerap gelombang
sampai pada sekitar 254 nm, dan UV sangat dekat dengan panjang
gelombang ini, sehingga diserap oleh DNA secara efisien. Sinar
UV mengakibatkan basa-basa pirimidin yang saling berdekatan
untuk bereaksi silang satu dengan yang lainnya membentuk dimer
(Gambar 6.6). Dimer timin secara khusus lebih sering. Meskipun
DNA polimerase dapat melakukan prosesing dengan melewati
seluruh dimer timin, ini akan meninggalkan sebuah bagian untai
tunggal yang membutuhkan perbaikan. Proses perbaikan DNA
pada gilirannya menyebabkan insersi dari basa-basa yang tidak
tepat pada untai baru yang disintesis. Oleh karena itulah dapat
menyebabkan mutasi.
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Gambar 6.6 Pembentukan Dimer Timin oleh Sinar UV (Sumber: Clark, 2005)

Pada tumbuhan dan hewan tingkat tinggi sinar UV dapat
menembus lapisan sel-sel permukaan karena berenergi rendah,
serta tidak menimbulkan ionisasi. Sinar UV membebaskan
energinya kepada atom-atom vy dijumpai, meningkatkan

E tingkat energi yang lebih

elektron-elekiron pada orbit luar
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tinggi. Atom-atom yang memiliki elektron-elektron sedemikian
dinyatakan tereksitasi atau tergiatkan.

Molekul-molekul yang mengandung atom yang berada dalam
keadaan terionisasi maupun tereksitasi, secara kimiawi lebih reaktif
daripada molekul yang memiliki atom-atom yang berada dalam
keadaan stabil. Reaktivitas yang meningkat dari atom-atom pada
molekul DNA merupakan dasar dari efek mutagenik radiasi sinar
UV maupun radiasi sinar pengion. Reaktivitas yang meningkat
tersebut mengundang terjadinya sejumlah reaksi kimia, termasuk
mutasi. Pada kenyataannya radiasi pengion dapat menyebabkan
terjadinya mutasi gen dan pemutusan kromosom yang berakibat
delesi, duplikasi, inversi, translokasi, serta fragmentasi kromosom
umumnya (Gardner ef al, 1991).

b. Penyebab mutasi dalam lingkungan yang bersifat kimiawi
Penyebab mutasi dalam lingkungan kimiawi disebut juga
sebagai mutagen kimiawi. Mutagen-mutagen kimiawi dapat
dipilah menjadi 3 kelompok yaitu analog basa, agen pengubah
basa (base modifying agent), dan agen penyela (infercalating agent).

Analog basa

Senyawa-senyawa yang tergolong analog basa adalah yang
memiliki struktur molekul sangat mirip dengan yang dimiliqmsa
yang lazimnya terdapat pada DNA. Dua contoh analog basa adalah
5-bromourasil (5-BU) dan 2-aminopurin (2-AP). 5-bromourasil
analog timin. Posisi karbon ke-5 ditempati oleh gugus brom, yang
sebelumnya ditempati oleh gugus metil (CH,). Pada bentuk keto
(vang lebih stabil) 5-BU berpasangan dengan adenin, sebaliknya
pada bentuk enol (yang lebih jarang) 5-BU berpasangan dengan
guanin (Gambar 6.7)
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Gambar 6.7 Perpasangan antara 5-BU yang berperan sebagai timin dan 5-BU
yang berperan sebagai sitosin (Griffith et al., 2007)

5-BU menginduksi mutasi peralihan antara kedua bentukan
5-BU, sesaat setelah analog basa itu diinkorporasikan dalam bentuk
keto (bentuk normal), maka analog basa itu berpasangan dengan
adenin. Jika bentuk keto 5-BU beralih ke bentuk enol (bentuk yang
jarang) selama replikasi, maka analog basa itu akan berpasangan
dengan guanin. Pada proses replikasi, dari pasangan G - 5-BU
akan muncul pasangan G-C dan bukan A-T (mutasi transisi dari
A-T menjadi G-C). Tetapi jika pertama kali diinkorporasikan ke
DNA dalam bentuk enol, dan selanjutnya berralih ke bentuk keto,
maka 5-BU akan menginduksi suatu mutasi transisi dari G-C ke
A-T.

2-aminopurin juga memiliki 2 bentuk yaitu bentuk amino
(bentuk normal) serta bentuk imino (bentuk yang jarang). Pada
bentuk amino, 2-AP berperan sebagai adenin dan berpasangan
dengan timin. Pada bentuk imino, 2-AP berperan sebagai
guanin dan berpasangan dengan sitosin. Seperti 5-Bu, 2-AP juga
mengindukasi mutasi transisi yaitu A-C menjadi G-C atau G-C
menjadi A-T, tergantung bentuknya (Gambar 6.8).




Protonated Cylosine
2-AP
(a) (b)

Gambar 6.8 (a) perpasangan antara 2-AP yang berperan sebagai adenin serta
(b) 2-AP yang berperan sebagai guanin (Griffith et al., 2007)

Berkenaan dengan analog basa, dikenal pula AZT
(azidothymidine), semacam racun yang diberikan kepada penderita
AIDS untuk melawan HIV. AZT dapat diinkorporasikan
ke ¢cDNA (hasil transkripsi balik yang dikatalisasi oleh enzim
reversetranscriptase. Dalam hal ini AZT berperan sebagai suatu
analog timidin, yang dapat menghambat cDNA virus, sehingga
menghalangi sintesis virus yang baru.

Agen pengubah basa

Senyawa-senyawa yang tergolong agen pengubah basa adalah
mutagen yang secara langsung mengubah struktur maupun
sifat kimia dari basa. Yang termasuk kelompok ini adalah agen
deaminasi, agen hidroksilasi, serta agen alkilasi.

Salah satu agen deaminasi adalah asam nitrit. Asam nitrit
(HNO,) menyingkirkan gugus amino (-NH,) dari basa guanin,
sitosin, dan adenin. Perlakuan asam nitrit atas guanin menghasilkan
xantin (berperilaku seperti guanin sehingga tidak terjadi mutasi).
Perlakuan nitrit atas sitosin menghasilkan urasil yang berpasangan
dengan adenin (terjadi mutasi transisi CG menjadi TA). Perlakuan
nitrit atas adenin menghasilkan hypoxanthin, sehingga lebih
berpeluang berpasangan dengan sitosin dibanding dengan timin
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(terjadi mutasi transisi AT menjadi GC). Suatu mutan yang timbul
akibat mutasi yang diinduksi oleh asam nitrit dapat berbalik oleh
asam nitrit juga. Kerja asam nitrit pada basa guanin, sitosin, dan
adenin dapat ditunjukkan pada Gambar 6.9.
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Gambar 6.9 Kerja asam nitrat pada basa DNA (Tamarin, 2001)

Agen hidroksilasi, mutagen hydroxylamine NH,OH bereaksi
dengan sitosin, mengubahnya dengan menambah gugus hidroksil
(OH), sehingga terbentuk hydroxylaminocytosine yang hanya
berpasangan dengan adenin (terjadi mutasi transisi CG menjadi
TA). Mutasi yang disebabkan oleh mutagen hydroxylamine NH,OH
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berikutnya tidak dapat memulihkan mutan akibat pengaruh
mutagen itu sebelumnya, mutan dapat pulih karena pengaruh
mutasi yang diinduksi oleh mutagen lain seperti 5 BU, 2 AP,
maupun asam nitri
Agen alkilasi gyﬁ methane sulfonate (CHSO,CHCH,) dan
ethyl ethane sulfonate (CH,CH SO CHCH,) adalah agen yang
dapat mengubah cincin purin. MMS (methylmetane sulfonate)
mengintroduksi  gugus alkil (misalnya -CH-CH,-CH,) ke
dalam basa pada sejumlah posisi. Dalam hal ini, agen alkilasi
menyebabkan perubahan pada basa yang berakibat terbentuknya
pasangan yang tdak lazim. MMS mengubah guanin menjadi
"-methylguanine yang berpasangan dengan timin (terjadi mutasi
transisi GC menjadi AT). MMS mengubah timin menjadi O*
ylpurine (terjadi transisi TA menjadi GC). Secara keseluruhan
ﬁ;t dilihat pada Gambar 6.10.
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Gambar 6.10 Kemungkinan yang terjadi akibat alkilating agen
(Griffith et al, 2007)
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Agen interkalasi

Mutagen kimia berupa agen interkalasi bekerja dengan cara
melakukan insersi antara basa-basa berdekatan dengan pada satu
atau kedua unting DNA. Contoh agen interkalasi antara lain
proflavin, acridine, ethidium bromide (EtBr), dioxin, dan ICR-70.
Struktur proflavin dan acridine dapat ditunjukkan pada Gambar
6.11.

H,M CH,CH.C!

CH,
CH,

H CH,
H,C CH, N
HN NH, N ~N AOCH,
Gl
Preoflavin

Acridine orangs ICR-181

sk Narogenous
-~ basas

... Intercalated
moiecules

{a) (1]

Gambar 6.11 Struktur molekul proflavin, acridine orange dan ICR-191 serta
interaksinya dengan DNA (Griffith et al, 2007)

Ea agen interkalasi melakukan insersi antara pasangan basa
yvang berdekatan pada DNA templat (pada waktu replikasi) maka
suatu basa tambahan dapat diinsersikan pada unting DNA baru
berpasangan dengan agen interkalasi.

Setelah satu atau lebih dari satu kali berlangsungnya replikasi,
yang diikuti oleh hilangnya agen interkalasi, akibat yang muncul
adalah terjadinya suatu mutasi rangka karena insersi suatu
pasangan basa. Jika yang terjadi adakah insersi suatu pasangan
basa baru maka sewaktu unting ganda DNA tersebut bereplikasi
sesudah hilangnya agen interkalasi, akibatnya yang muncul adalah
terjadinya suatu mutasi rangka karena delesi satu pasang basa.
berkenaan dengan mutasi rangka tersebut, akibat yang muncul
selanjutnya adalah bahwa semua asam amino yang dikode sesudah
titik mutasi dapat dikatakan menyimpang sehingga protein yang
dihasilkan bersifat nonfungsional. Dampak mutasi yang timbul
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karena mutasi rangka yang diinduksi oleh agen interkalasi dapat
pulih kembali melalui perlakuan dengan agen-agen interkalasi.

Menurut Gardner et al (1991) mutagen kimia dapat dikelompokkan
menjadi 2 kelompok, yaitu yang berpengaruh terhadap DNA yang sedang
bereplikasi maupun yang tidak bereplikasi dan yang hanya berpengaruh
terhadap DNA yang sedang bereplikasi.

¢. Penyebab mutasi dalam lingkungan yang bersifat biologis

Mutagen biologis yang sudah dilaporkan adalah fag. Efek
mutagenik yang ditimbulkan fag terutama berkaitan dengan
integrasi DNA fag, pemutusan, dan delesi DNA inang. Suatu
gen bakteri yang diinterupsi oleh DNA Mu biasanya tidak aktif,
terjadilah mutasi inang bakteri yang diinsersi. Berkenaan dengan
fag A, sekitar 1% lisogen yang tidak normal menghasilkan fenotip
bakteri mutan, sepanjang fag tersebut masih ada. Dalam hubungan
dengan pemutusan DNA dan delesi, dikatakan bahwa mutagenesis
fag dapat terjadi karena kerusakan DNA akibat pemutusan dan
delesi, seperti pada herpes simplex, SV40, rubella, dan chicken pox,
yang mungkin timbul oleh efek nuklease atau karena gangguan
perbaikan DNA.

C. Macam-macam mtasi Gen

Mutasi yang terjadi pada tingkat gen yaitu mutasi titik (point
mutation) yang hanya menimpa satu pasang nuklﬁda pada suatu
gen. Mutasi titik terdiri dari dua macam yaitu mutasi depan
(forward mutation) dan mutasi balik (reverse mutation). Mutasi ke
depan (forward mutation) adalah mutasi yang mengubah wild-type.
Mutasi balik (reverse mutation) dapat memulihkan polipeptida yang
sebelumnya bersifat fungsional sebagian atau tidak fungsional
akibat mutasi sebelumnya. Mutasi balik yang memulihkan fungsi
protein sepenuhnya terjadi jika mutasi terjadi tepat pada sife yang

sama (sesual mutasi sebelumnya).
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Macam mutasi titik antara lain:

1. Mutasi pergantian pasangan basa
Mutasi pergantian basa adalah perubahan akibat pergantian
basa o basa lainnya. mutasi pergantian basa terdiri dari
mutasi transisi dan mutasi transversi. Mutasi transisi merupakan
pergantian basa purin dengan basa purin lainnya atau basa
mwamidin dengan basa pirimidin lainnya. Mutasi transversi adalah
pergantian basa purin dengan basa pirimidin atau sebaliknya.

111
Original sequence AAA b
TTTGGGCCC
LA LI Ll 1L
Single-slep
v
BEEREREERE
Raolecarient AAACT CGGAG
TTTGAGCCC
L1
: v
TTTTTTrTTT
Addition AAAT GG
TTG CCC
1Ll Ll 1l
¥
TTTTITTIT
Daletior AAAMCCGGG
TTTGGCCC
14
Double-step |
vy
Second ingependen] changs TYTTTITT I
(single-siep replacemeant, then AAA GAG
00N Sngls Step TTTG G
repRacETEE ) L1l LL1
v
rTr11
Back mytabon AAA GGG
{of ungle alep replatamsnt TTTG GG
Ll L1l
b
B ELRRR Tir1
I||I'|.,||;p-'u uppreLsor AR GGG
Gingls- alep aadtion, then gt
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Gambar 6.12 Jenis mutasi titik DNA. Perubahan langkah tunggal adalah
penggantian, adisi, atau delesi. Mutasi titik kedua pada gen yang sama dapat
terjadi baik dalam mutasi ganda, reversion terhadap penekanan asli, atau
intragenik. Dalam kasus ini, penekanan intragenik diilustrasikan dengan
penambahan satu basa diikuti dengan penghapusan di sebelah bawah basa
yang berbeda. (Tamarin, 2001)
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2. Mutasi misens

Mutasi misens yaitu perubahan suatu pasangan basa yang
mengakibatkan terjadi perubahan satu kode genetika yang mengakibatkan
asam amino berubah dan terjadi perubahan fungsi protein.

INA muration

‘b;r GUA = GAA a_,’t-
Amino acid
change
ALA =L
ORIGINAL MUTATED
PROTEIN PROTEIN
{glumnine ha exma
negative charge
and folkds incormeaily)

Gambar 6.13 Contoh mutasi misens (Sumber: Clark, 2005}

3. Mutasi nonsense

Mutasi nonsense adalah pergantian pasangan basa yang berakibat
terjadinya perubahan pengkode asam amino menjadi kode terminasi.
Terjadinya mutasi nonsense mengakibatkan polipeptida yang terbentuk
tidak lengkap sehingga protein tidak fungsional.

“DNA Cene ! ,

MNiow \tulnuliuﬂ Owruganal
d i L0 muanon LI T‘th"
Shortened

prodein

DEGRADATION

Gambar 6.14 Contoh mutasi nonsense {Sumber: Clark, 2005)
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4. Mutasi netral

Mutasi netral adalah pergantian suatu pasangan basa yang merubah
kode genetika sehingga asam amino yang juga berubah tetapi tidak
menimbulkan perubahan fungsi protein. Fungsi protein tidak berubah
karena asam amino baru secara kimia ekivalen dengan asam amino
mula-mula.

DNA mucinon
CUA = A q?‘
Amino acwd
change
ALA =-» LY
ORIGINAL MUTATED
PROTEIN PROTEIN

Gambar 6.15 Contoh mutasi netral (Sumber: Clark, 2005)

5. Mutasi diam

Mutasi diam adalah pergantian suatu pasangan basa yang
merubah kode genetika tetapi tidak merubah asam amino sehingga
tidak menimbulkan perubahan fungsi protein.

6. Mutasi frameshift

Mutasi titik dapat terdiri dari penggantian, penambahan, atau
penghapusan basa. Mutasi Point yang menambah atau mengurangi
basa adalah, berpotensi, efek yang paling menghancurkan pada
sel atau organisme karena mereka mengubah kerangka membaca
gen dari tempat mutasi dan seterusnya. Sebuah mutasi frameshift
menyebabkan dua masalah. Pertama, semua kodon dari frameshift
on akan berbeda dan dengan demikian menghasilkan (paling
mungkin) protein yang tidak berguna. Kedua, informasi sinyal
berhenti akan salah baca. Salah satu kodon baru mungkin kodon
nonsense, yang menyebabkan terjemahan berhenti sebelum
waktunya. Atau, jika perangkat terjemahan mencapai kodon
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nonsense yang asli maka tidak lagi dikenali karena hal itu
dalam bingkai bacaan yang berbeda, dan oleh karena itu, proses
penerjemahan berlanjut melampaui akhir gen.

Addition Dhabation

Dwachion of DMA yynitaus Dirscian of DNA wynihasis
T —caT 3 — CTAEATN
3 —GCARARACTTAS — 3 —@ACTOTCTCTCTGCA —
Farmdy wy- B iod wrand wipe Twrpaain thard sl
Fabw base cogm o Faiw aiery o oyl
ol © O GAGAGA
1 — O ARAAACGTAG ¥ — B4, STCTOTCToA -
Laos vimsepws oy LG MRS Py
FEEARL M TEEEGE Mg
. ca'mirTrecate 5 CT GAGAGAGACGT
3 — @0 ANARACGTAC — 3 -Wm..
Farws runs o v s
e aBn repac ek
5 — COTIRTTTGCATS - 5~ COTITITGCATS - 5 — CTEAGAGAGATOT 5 CTGAGAGAGAGACOT
3 GCAARRAACGTAC 1 GCAARAACGTAC ¥ BGACTCTCTCTGCA ¥ GACTCTCTCTCTGCA
A= T base par adidod G C ard A+ T base pabis delawmd

Gambar 6.16 Contoh mutasi frameshift (Sumber: Griffith et al, 2007)

D. Mutasi Kromosom

1. Perubahan struktur

a. Delesi

Delesi adalah hilangnya suatu segmen materi genetik dari
suatu kromosom akibat proses perubahan struktural. Bila delesi
terjadi di bagian ujung kromosom maka disebut delesi terminal,
sedangkan bila delesi terjadi bukan di ujung kromosom maka
disebut delesi interkalar. Delesi dapat disebabkan faktor internal
yaitu kesalahan saat proses rekombinasi dan faktor eksternal yaitu
panas, radiasi, virus, serta senyawa kimia.

Delesi dapat dideteksi dengan bantuan analisis kariotipe. Jika
bagian kromosom yang mengalami delesi cukup besar, dapat
terlihat ketika kromosom-kromosom homolog disandingkan.
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Selain itu, juga dapat dilakukan dengan bantuan pengamatan
tentang ada tidaknya lengkungan disaat kedua kromosom
homolog berpasangan (Gambar 6.17).

{a) Origin of terminal deletion

A BCDESTF 8 CDE F
: ....-‘

| A +
Break -l (Lost)
(b) Origin of intercalary deletion
D C D C
Break . -Break
A B E F A B E F
: J—- BB
Deleted chromosome (Lost)

(<) Formation of deletion loop

Area missing in
deleted chromosome c D
AiB Dk F
R R R IR B A B E F
Normal chromosome  Synapsis SRS SRR
A S e =
Homolog with deleted Formation of deletion loop
region C and D

Gambar 6.17 Delesi terminal (a), delesi interkalar (b), dan lengkungan delesi
saat kromosom homolog dipasangkan (Sumber: Klug et al., 2010)

@Dntnh delesi yang terkenal pada manusia adalah yang
menimbulkan sindromCri-du-chat. Delesi penyebab timbulnya
sindrom itu bersifat heterozigot. Delesi terjadi pada lengan pendek
kromosom 5. Teriakan para bayi pengidap sindrom ini terdengar
seperti bunyi meong kucing. Sindrom itu juga ditandai dengan
ukuran kepala yang kecil, abnormalitas pertumbuhan yang parah,
serta adanya keterbelakangan mental. Para penderita biasanya
meninggal pada masa bayi atau awal masa kanak-kanak sekalipun
ada juga yang tetap hidup hingga dewasa.
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H e ge s
GINGEN T | B YRR T T
LI TR T )

Gambar 6.18 Kariotipe sindrom cri-du-cat (Sumber: Klug et al., 2010)

Contoh delesi lain pada manusia adalah yang menimbulkan
leukimia myelositis kronis. Delesi tersebut terjadi pada kromosom
22. Sebenarnya delesi pada kromosom 22 menimbulkan leukimia,
berkenaan dengan delesi pada kromosom 22 tersebut juga
mengalami translokasi menuju kromosom lain. Dalam hal ini
sebagian lengan panjang kromosom 22 biasanya ditranslokasikan
ke kromosom 9.

b. [wlikﬁi

uplikasi adalah mutasi kromosom yang terjadi karena
keberadaan suatu segmen kromosom yang lebih dari satu kali pada
kromosom yang sama. [ika segmen yang mengalami duplikasi itu
berurutan maka disebut duplikasi tandem. Jika sebaliknya disebut
reverse tandem, dan jika duplikasi terletak di ujung kromosom
maka disebut duplikasi terminal.

A H & D E

A B C C D E

o

Gambar 6.19 Duplikasi (Sumber: Griffith ef al., 2007)
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Satu contoh duplikasi adalah yang menimbulkan mata Bar pada
D. melogaster. Individu D. melogaster yang bermata Bar memiliki
mata serupa celah akibat berkurangnya faset mata. Pewarisan sifat
mata Bar ini memperlihatkan ciri semidominan. Duplikasi yang
menimbukan mata Bar terjadi atas segmen kromosom 16 A dari
kromosom X.

Berkenaan dengan duplikasi sudah diketahui pula bahwa pada
makhluk hidup eukariot, beberapa gen struktural mempunyai dua
atau lebih kopi yang identik per genom. Di samping itu ada pula
gen-gen struktural lain yang sud ah terbentuk melalui duplikasi atas
sesuatu gen purba, tetapi sudah berubah dan sekarang mengkode
polinukleotida-polinukleotida yang agak berbeda. Contoh-contoh
gen semacam itu adalah kelompok gen imonoglobulin dan
kelompok gen globulin. Dalam hal ini sudah diketahui bahwa
urut-urutan pada kelompok gen globulin a sangat mirip dengan
yang terdapat pada kelompok gen globulin .

Heterorygous Bar Homorygous Bar Heterorygous
Diowbabar
/e Bsa B/8 Ba/a
C [ N ) C -
- . ] C ) - E—— I a
800 tacets 350 tacets 70 facets 45 facets

Gambar 6.20 Duplikasi yang menyebabkan mata bar pada D. melanogaster
(Sumber: Tamarin, 2001)
c. Inversi

Inversi adalah pembalikan 180 segmen-segmen kromosom.
Pada inversi ada materi genetik yang hilang. Dalam hal ini yang
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terjadi adalah perubahan atau penataan kembali urutan linear gen.
Ada dua macam mversi yaitu perisentrik dan paras&ntrik.

{a) Paracentric inversion heterarygote () Pericentric inversion heterozygole
A § T D & F A 8 E D £ ¥
— 1 1 i
e === = I — = = =
A B C D E F A B C
4 € b # e I

3%‘ : ;

Ireeriion koop, indhdng rassover

1 -
2
1 .-
4
Resultant garmetes Resullant gametes
l_‘m’-éﬂnﬂiiltlﬁ NCO Narmal e | ey 1+ NCO Normal sequence
5CO Dicentric A c a 5C0 Duplication and
2“ 4 duplication and deletion 2 & deletion
3 £ b y NCO Iverted sequence o_d ¢ b & [ y NCT Inverted sequence
m . A& B EaE & -8

r SO0 Acenlrc: I # b ¢ D E ¥ _SCGDi.lpl-caﬂm-rd
4@1 duplication and deetion Sl 4 delstion .

Gambar 6.21 Inversi parasentrik (a), dan inversi perisentrik (b)
{(Sumber: Klug et al, 2010)

Segmen yang mengalami inversi mungkin pendek atau
panjang; bahkan dapat juga mencapai sentromer. Dalam hubungan
ini jika inversi tersebut mencapai sentromer, maka itu adalah
inversi perisentrik dan sebaliknya tidak mencakup sentromer
maka itu adalah inversi parasentrik. Inversi parasentrik tidak
mengakibatkan perubahan suatu lengan kromosom; sedangkan
inversi perisentrik dapat menimbulkan perubahan panjang
lengan kromosom. Dinyatakan lebih lanjut bahwa inversi dapat
menghasilkan gamet-gamet yang menyimpang, dan sebagaimana
yang telah dikemukakan inversi terbukti mempunyai peranan
besar pada proses evolusi.
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d. Translokasi

Pada translokasi terjadi perubahan posisi segmen kromosom
maupun urutan gen yang terkandung pada kromosom itu.
Translokasi dibedakan menjadi yang intrakromosom dan
interkromosom. Pada translokasi intrakromosom, perubahan posisi
segmen kromosom itu berlangsung di dalam satu kromosom,
terbatas pada suatu lengan kromosom atau antar lengan kromosom.
Translokasi interkromosom dibedakan menjadi yang nonresiprok
dan resiprok. Pada translokasi interkromosom yang nonresiprok,
terjadi perpindahan segmen kromosom dari sesuatu kromosom
ke suatu kromosom lain yang nonhomolog. Pada translokasi
interkromosomal yang resiprok terjadi perpindahan segmen
kromosom timbal balik antara dua kromosom yang nonhomolog.

Pada individu-individu pengidap translokasi homozigot,
dampak genetika dari translokasi adalah berupa perubahan
pautan gen. Fenomena semacam itu terjadi pada translokasi
intrakromosom maupun yang interkromosom (yang nonresiprok
maupun resiprok). Dampak translokasi terhadap hasil meiosis
berlangsung pada tipe translokasi yang diidap. Pada beberapa
kasus, beberapa gamet yang dihasilkan juga mengalami duplikasi
atau delesi, oleh karena itu seringkali tidak hidup, salaah satu
perkecualian adalah sindrom Down familial yang terjadi akibat
duplikasi yang disebabkan oleh translokasi. Dalam hal ini dikatakan
bahwa sindrom Down familial ini disebabkan oleh translokasi
Robertson. Pada translokasi Robertson yang memunculkan sindrom
Down famihal, lengan panjang kromosom 21 bergabung dengan
lengan panjang kromosom 14 atau 15.
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2. Perubahan jumlah

a. Fusi sentrik dan fisi sentrik

Fusi kromosom terjadi bila dua kromosom homolog bergabung
membentuk satu kromosom, telah diketahui terjadi pada tiap
kelompok tumbuhan maupun hewan yang besar sedangkan fisi
kromosom terjadi bila satu kromosom terpisah menjadi dua.
Fusi kromosom diperkira lebih sering terjadi dibanding fisi
kromosom dan keduanya merupakan fenomena umum ditinjau
dari sudut pandang evolusi.

Robertsonian changes disebut sebagai Robertsonian mzsi’omfiﬂu
karena juga akan sebagai peristiwa translokasi yaitu merupakan
suatu tipe translokasi nonresiprok yang berakibat bergabungnya
lengan-lengan panjang dari dua kromosom akrosentrik (pada
penggabungan tersebut hanya satu sentromer yang disertakan).
Satu contoh Robertsonian translocation itu adalah yang menimbulkan
terjadinya Familial Down Syndrome. Pada translokasi nonresiprok
itu lengan panjang kromosom 21 bergabung dengan lengan
panjang kromosom 14. Perkembangan selanjutnya fenotip normal
akan berperan sebagai carrier akan memunculkan familial Down
Synpne disaat kawin dengan pasangan yang normal.

amilial Down Syndrome ini tidak sama dengan inan Down
Syndrome yang dikenal dengan Downisme yang terjadi akibat trisomi
21 yang terkait dengan gagal berpisah kromosom 21 pada saat
meiosis sebelumnya; sedangkan Familial Down Syndrome terjadi
karena trisomi kromosom 21 khususnya lengan panjang (memang
ada 3 buah lengan panjang kromososm 21) dan kejadiannya terkait
dengan peristiwa gagal berpisah.

b. Aneuploidi
ﬁﬁeuplﬂidi adalah kondisi abnormal yang disebabkan
oleh hilangnya satu kromosom atau lebih pada sesuatu pasang
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kromosom, atau disebabkan oleh bertambahnya jumlah kromosom
pada sesuatu pasang kromosom dari jumlah yang seharusnya.
Individu aneuploidi adalah yang pasangan kromosomnya
tertentu kehilangan satu atau lebih sari satu kromosom, atau juga
bertambahnya satu atau lebih dari satu kromosom dari jumlah
yang seharusnya pada pasangan itu. Aneuploidi terjadi pada
pasangan kromosom yang tergolong autosom maupun gonosom.

Aneuploidi  dibedakan menjadi nullisomi, monosomi,
trisomi, tetrasomi, pentasomi, dan sebagainya. Nullisomi terjadi
kedua kromosom dari satu pasangan kromosom hilang, jumlah
keseluruhan kromosomnya dinyatakan sebagai 2n-2. Monosomi
terjadi hanya satu kromosom dari suatu pasangan kromosom
hilang, dan jumlah keseluruhan kromosomnya dinyatakan sebagai
2n-1. Trisomi terjadi jika jumlah kromosom suatu pasangan
kromosom bertambah satu, jumlah keseluruhan kromosomnya
dinyatakan sebagai 2n+1. Tetrasomi terjadi jika jumlah kromosom
suatu pasangan kromosom bertambah dua, jumlah keseluruhan
kromosomnya dinyatakan sebagai 2n+2. Pentasomi terjadi jika
jumlah kromosom suatu pasangan kromosom bertambah tiga,
jumlah keseluruhan kromosomnya dinyatakan sebagai 2n+3.
Trisomi, tetrasomi, dan seterusnya disebut dengan polisomi.

Aneuploidi dapat terjadi dari segregasi yang abnormal (ada
peristiwa gagal berpisah) pada saat meiosis. Aneuploidi pertama
kali dilaporkan oleh Bridges pada tahun 1916, di saat beliau
menemukan fenomena gagal berpisah pada D. Wl’mm_gﬂster.
Pada saat irtu ditemukan ada individu betina yang memiliki dua
kromosom X dan satu kromosom Y.

Trisomi banyak ditemukan pada banyak tumbuhan termasuk
tanaman budidaya pangan seperti padi, jagung, dan gandum.
Pada tumbuhan, individu yang mengalami trisomi kadang-
kadang memperlihatkan tampilan yang berbeda dari individu




Mutasi | 15

normal. Contohnya pada tumbuhan Datura stramonium yang telah
diketahui mempunyai 12 pasang kromosom. Tumbuhan Datura
stramonium memperlihatkan tampilan yang berbeda-beda untuk
ke dua belas alternatif trisomi yang mungkin terjadi

Seringkali trisomi menimbulkan dampak parah bahkan dapat
bersifat [etal terutama pada hewan, pada manuggy trisomi pada
kromosom no 13, 18, dan 21 serta kromosom X. Trisomi pada
kromosom-kromosom tersebut menimbulkan dampak yang parah.

c. Poliploidi

Poliploidi merupakan penggandaan perangkat kromosom
secara keseluruhan. Fenomena poliploidi serinweriadi pada
tumbuhan dibandingkan spesies hewan. Pada spesies hewan
poliploidi dapat dijumpai pada kelompok kadal, amfibi, ikan,
hewan-hewan hermaphrodit seperti cacing tanah dan planaria,
serta hewan-hewan partenogenetik seperti kumbang, udang, kupu
malam dan salamander. Pada spesies tumbuhan, poliploidi terjadi
hampir 47% pada tumbuhan angiospermae.

Beberapa alasan kenapa poliploidi jarang terjadi pada spesies
hewan yaitu poliploidi mengganggu keseimbangan antara autosom
dan kromosom kelamin yang bermanfaat untuk determinasi
kelamin, kebanyakan hewan melakukan fertilisasi silang; dalam
hal ini satu individu poliploid yang baru terbentuk tidak dapat
bereproduksi sendiri, hewan memiliki perkembangan yang
lebih kompleks yang dapat dipengaruhi oleh perubahan yang
disebabkan oleh poliploidi misalnya dalam kaitan dengan ukuran
sel yang akhirnya mengubah ukuran organ, jika di kalangan
tumbuhan, individu-individu poliploid sering timbul duplikasi
pada hibrid, tetapi di kalangan hewan hibrid-hibrid biasanya
inviabel atau steril

Jumlah perangkat kromosom yang ganjil biasanya steril.
Sedangkan perangkat kromosom yang genap berpeluang fertil
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karena masih adanya peluang kromosom-kromosom berpasangan
selama meiosis. Poliploidi dapat terjadi karena penyimpangan
meiosis dan mitosis. Poliploidi dapat terjadi karena penyimpangan
selama meiosis yang menghasilkan gamet-gamet yang tidak
mengalami reduksi, ? suatu gamet yang tidak mengalami
reduksi itu bergabung dengan suatu gamet normal (haploid) maka
zigot yang terbentuk tergolong triploid dan sebagainya gberkenaan
dengan kejadian poliploid selama mitosis, poliploid dapat juga
terjadi akibat penggandaan jumlah perangkat kromosom di dalam
sel-sel somatik secara spontan. Dalam hal ini replikasi kromosom
berlangsung tanpa diikuti oleh pembelahan sel. Pada kondisi
ini, individu diploid dapat berakibat terbentuknya kelompok sel
(jaringan) tetraploid dan sebagainya.

Poliploidi dibed akan menjadi autopoliploidi dan allopoliploidi.
Autotetraploidi dapat terjadi akibat pembuahan suatu gamet
diploid oleh satu gamet haploid, gamet diploid terjadi akibat
kegagalan pemisahan kromosom selama meiosis. Seluruh
perangkat kromosom pada peristiwa autopoliploidi ini berasal
dari spesies yang sama dan tidak melibatkan spesies yang lain.

Pada autopoliploidi seperti autotriploidi dapat dibentuk
melalui perlakuan. Perlakuan yang dapat diberikan adalah
perlakuan dengan tekananan hidrostatik, kejutan panas dan
dingin. Pada umumnya ukuran individu autopoliploid lebih besar
daripada ukuran pada kondisi diploid, seperti misalnya bunga
atau buah tanaman bertambah besar, hal ini disebabkan karena
makin besarnya ukuran sel dan bukan peningkatan jumlah sel.

Allopoliploidi merupakan poliploidi yang melibatkan spesies
lain, yang biasanya perangkat kromosom lain berasal dari spesies
yang berkerabat dekat. Contohnya, misal terjadi hibridisasi antar
spesies A (yang berkromosom a, a,, a,, .., a ) dan spesies B (yang

R

berkromosom b, b,, b,, ..., b ) menghasilkan hibrid AB. Hibrid itu
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mungkin steril karena ketidakmampuan menghasilkan gamet yang
viabel, sebagai akibat kromosom-kromosom dari kedua spesies itu
tidak dapat melakukan sinapsis selama meiosis yang menimbulkan
kondisi genetik yang tidak seimbang. Tetapi jika hibrid tersebut
mengalami  penggandaan kromosom secara alami, maka
terbentuk tetrapioid AABB. Pada gambar dibawah menghasilkan
allotetraploid. Jika suatu individu hibrid menganding dua genom
diploid yang lengkap, maka disebut juga amphidiploid.

RAyKUMAN

. utasi adalah perubahan materi genetik yang dapat diwariskan
dan tiba-tiba yang terjadi pada gen atau kromosom. Mutasi

rupakan peristiwa yang lumrah terjadi.

2; utasi spontan adalah perubahan materi genetik yang terjadi
tanpa sebab-sebab yang jelas, sedangkan mutasi terinduksi ialah
terjadi karena pemaparan makhluk hidup yang disebabkan
oleh radiasi pengion, radiasi ultraviolet, dan berbagai senyawa
kimia.

3. Mutasi gen antara lain mutasi pergantian basa, mutasi misens,
mutasi nonsense, mutasi netral, mutasi diam, dan mutasi
frameshift

4. Mutasi kromosom terdiri dari 2 yaitu perubahan struktur (delesi,
duplikasi, inversi, dan translokasi) dan mutasi perubahan
jumlah (fusi sentrik, fisi sentrik, aneuploidi, poliploidi, dan
monoploidi).

EVALUASI

1. Mutasi dapat disebabkan oleh faktor internal dan faktor
lingkungan. Sebut dan jelaskan penyebab mutasi oleh faktor
lingkungan!
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2. Macam mutasi gen antara lain mutasi misens, nonsense, netral,
diam, dan perubahan rangka. Jelaskan maksud mutasi-mutasi
tersebut dan berilah contoh mutasinya!

3. Jelaskan maksud aneuploidi dan poliploidi dan berilah
contohnyal

4. Salah satu jenis mutasi kromosom adalah delesi. Jelaskan
kelainan-kelainan yang disebabkan adanya delesi tersebut

pﬂdEl kromosom!
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BAGIAN VII
VARIASI GEN TI PADA J. CURCAS

Indikator Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa dapat menjelaskan tahapan isolasi DNA genom
pada J. curcas

2. Mahasiswa dapat menjelaskan deteksi hasil isolasi DNA genom
pada |. curcas

3. Mahasiswa dapat menjelaskan proses amplifikasi gen T pada
|. curcas.

4. Mahasiswa dapat mengolah data hasil sekuensing

E..H

Mahasiswa dapat membaca dan menyimpulkan hasil olahan
data

A. Pendahuluan

Penelitian yang mengungkapkan gen spesifik yang bertanggung
jawab terhadap cekaman biotik sekaligus abiotik pada |. cureas
masih terbatas. Salah satu jenis gen yang penting untuk dikaji lebih
lanjut adalah gen T1 (Trypsin Inhibitor). Gen TI mampu meregulagi
ketahanan tanaman dari faktor biotik dan abiotik (Sanchezag
al., 2004; Srinivasan et al.,, 2009). Trypsin r‘r'@fﬂr terdeteksi pada
tanaman yang kekurangan garam (Shan ef al, 2008; Srinivasan
et al., 2009; Kidric et al, 2014), cekaman kekeringan (Kidric et al,
2014), tolerangigdsarena serangan serangga (Lawrence & Koundal,
2002; Fan & Wu, 2005; Srinivasan et al., 2009; Anandhan et al,
2010; Mendnza-Bla& Casaretto, 2012), dan aplikasi ABA dan
jasmonate (Sanchez et al., 2004; Srinivasan et al.,, 2009). Primandiri
dkk (2012) melaporkan terdeteksinya gen Tl dengan ukuran pita

415 bp pada |. curcas. Tetapi, hasil yang didapatkan memerlukan
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verifikasi sekuen sebagai upaya awal mengetahui potensi gen TI
untuk upaya pemuliaan jarak pagar untuk ketahanan terhadap
biotik dan abiotik.

Untuk mendeteksi gen harus melalui tahapan isolasi DNA,
amplifikasi gen target, dan membaca hasil sekuen gen target
tersebut. Tahapan-tahapan tersebut akan dijelaskan lebih lanjut
pada bagian VI ini.

B. Data Molekuler

1. l@asi DNA Genom J. curcas

anya polisakarida dalam tanaman dit ai dengan
kekentalan pada hasil isolasi DNA, menyebabkan penghambatan
aktivitas Tag polymerase dalam reaksi PCR. Oleh karena itu,
diperlukan suatu teknik isolasi DNA genom tanaman yang
tepat sehingga diperoleh kualitas DNA vyang baik bagi proses
amplifikasi PCR. Pada isolasi DNA genom |. curcas, bahan kimia
yang dibutuhkan dijelaskan pada Tabel 7.1.

Tabel 7.1 Bahan Kimia dan Fungsinya yang Digunakan dalam Isolasi
DNA Genom J. curcas

No. Nama Bahan Fungsi Keterangan

1. Nitrogen cair  Untuk membekukan daun Larutan ini berwarna
sehingga mempermudah proses bening, sangat dingin,
penggerusan dan menjaga agar berasap, dan bersifat
DNA tidak mengalami kerusakan cepat menguap.

2. Aguadest Sebagai pelarut Digunakan aquadest
steril
3. EDTA (Etylen = Melindungi DNA dari aktivitas = Merupakan pengkelat
Diamine Tetra endogeneus nuclease ion yang dibutuhkan
Acetic acid) = Stabilitator DNA dan sebagai kofaktor
pembentuffEJkompleks (chelat) sebagian besar
* Mengikat lipid pada membran nuklease
sel sehingga membran sel « Konsentrasi EDTA

akan hancur dan menjadi lisis yang digunakan adalah
0,5 M
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Tris HCI Buffer untuk menjaga pH larutan. Konsentrasi Tris-HCI
pH larutan adalah 8 yang digunakan adalah
2M
Glukosa Meningkatkan tekanan osmosis  Konsentrasi yang
di luar sel yang mampu digunakan adalah 1 M
membantu proses pelisisan
PVP Mengurangi broning akibat
(polyvinyl kandungan fenol
pyrrolidone)
CTAB (Cetyl  Melarutkan membran plasma sel = Merupakan detergen
Trimethyl dan akan membentuk kompleks < Konsentrasi yang
Ammonium dengan protein dan polisakarida, digunakan adalah 5%
Bromida) tetapi tidak mengendapkan asam
nukleat
MNaCl » Menjaga struktur doubel helix  Konsentrasi yang
DNA digunakan adalah 5 M

* Memisahkan molekul DNA dari
komponen lainnya dengan cara
membentuk ikatan ionik dengan
asam nukleat (kondisi ionik
yang lebih stabil)

MNa-bisulfit Menyelubungi ion negatif pada Ditambahkan saat akan
ujung struktur DNA sehingga melakukan isolasi
dapat meningkatkan daya
presipitasi DNA terhadap alkohol

dingin
NaOAc Untuk membuang garam dan Konsentrasi yang
mengendapkan protein digunakan adalah 3 M
Chloroform * Untuk menghilangkan protein * Bahaya jika tertelan
* Untuk menstabilkan ikatan * Bisa iritasi ke kulit
tidak stabil antara lapisan * Menghirup chloroform
organik dan aguaeus dalam jangka panjang
akan berbahaya bagi
kesehatan

Ispamilalkohol « Untuk menghilangkan protein
= Sebagai larutan penstabil dan
mencegah adanya busa

Etanol absolut Untuk presipitasi = Sangat mudah terbakar
* Mudah menguap
sehingga tutup harus
bener-benar rapat
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14. Etanol 70% * Untuk mencuci DNA dari etanol
absolut
= Untuk membuang kontaminan
yang masih tersisa
= Meningkatkan konsentrasi DNA
genom yang terbentuk

(dirangkum dari berbagai sumber)

Isolasi DNA genom [. curcas dapat dilakukan berdasarkan
metode dari Doyle & Doyle yang dimodifikasi oleh Maftuchah &
Zainudin (2007). Buffer ekstraksi dan buffer lisis yang digunakan
dalam isolasi DNA dijelaskan pada Tabel 7.2.

Tabel 7.2 Larutan, Konsentrasi, dan Volume yang Digunakan dalam
Isolasi DNA Genom |, curcas

No. Nama Bahan Konsentrasi Volum Keterangan
larutan
1. Buffer Glukosa 1M 60 ml  « Na-bisulfit
ekstraksi PVP - 2g dicampur pada
Tris-HCI (pH 2 M 5 ml saat akan isolasi
8) dan volumenya
EDTA(pH 8) 05 M 1ml tergantung
Aguadest - banyaknya sampel (1
Ma-bis ulfit - 0,02g sampel = 0,0017 g).
« Semua bahan
dilarutkan dengan
aquadest sampai
100 ml.
2. Buffer lisis CTAB 5% 40 ml  « Semua bahan
(pH 8) . 2q dilarutkan dengan
Tris-HCl (pH 2 M 5 ml aquadest sampai
8) 100 ml.
EDTA(pH8) 05 M 1 ml
NaCl 5M 28 ml

Aguadest -
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Cl Chlorofarm 24 ml = Disimpan dalam

(Chloro-  Ispamilalkohol 1 mi botol yang dibungkus

forme- dengan aluminium

Isoamil- foil

alkohol) = Berfungsi untuk

(24:1) memisahkan DNA
dari membran sel
yang memiliki berat
molekul lebih besar

Buffer TE Tris-HCI 1M 2 mi » Sebagai pelarut DNA
EDTA 0.5M 0,4 ml = Ditambah aquadest
Aquadest sampai volume 100
mil

h.

Proses isolasi DNA genom |. curcas adalah sebagai berikut.

Menimbang Na-bisulfit sebanyak 0,02 gram untuk 12 sampel.
Menggerus daun dengan nitrogen cair hingga homogen lalu
menambahkan 800 pl buffer ekstraksi yang sudah dicampur
dengan Na-bisulfit.

Menginkubasi sampel ke dalam freezer selama 5 menit.
Kemudian sentrifus 12000 rpm/4°C selama 8 menit.
Membuang supernatan dan menambah endapan dengan 500
ul buffer lisis.

Memvorteks sampel dan menginkubasi dengan suhu 65°C
selama 30 menit dan membolak-balik sampel setiap 10 menit.
Menambahkan larutan Chloroform-Isoamil (24:1) sebanyak 500
ul. Kemudian sentrifuge 12000 @1/4*—@ selama 12 menit.
Mengambil supernatan untuk dipindahkan ke dalam tabung
eppendorf 1,5 ml baru dengan menggunakan mikropipet.
Untuk mendapatkan hasil yang bagus, langkah g dapat diulang
dua kali.

Menambahkan ethanol absolut 800 ul dan NaOAc 3 M 80 pul dan
membolak-balik hingga homogen. Kemudian sentrifuge 12000
rpm/4°C selama 8 menit.
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j. Membuang supernatan dan endapan dicuci dengan ethanol
70% 800 pl. Men-sentrifuge 12000 rpm/4°C selama 8 menit.

k. Supernatan dibuang dan pelet DNA dikeringanginkan
semalam.

l. Menambahkan TE 25 ul pada pelet kering DNA. Penambahan
senyawa TE dilakukan untuk menghindari kerusakan
DNA genom hasil isolasi dari endonuklease selama proses
penyimpanan. Senyawa Tris berfungsi untuk mempertahankan
pH, sedangkan senyawa EDTA yang terkandung untuk
menghambat aktivitas DNAse.

2 ksi hasil isolasi

@sran molekul DN4pteramat kecil sehingga tidak dapat
dilihat secara kasat mata. Elektroforesis DNA merupakan teknik
untuk memisahkan sampel DNA berdasarkan atas ukuran (berat
molekul) dan struktur fisik molekulnya. Gel yang biasa digunakan
antara lain agarosa. Elektroforesis gel agarosa dapat dilakukan
untuk memisahkan sampel DNA dengan ukuran dari beberapa
ratus hingga 20.000 pasang basa (bp).

Elektroforesis merupakan metode standar yang digunakan
untuk memisahkan berbagai molekul organik seperti DNA dengan
medan listrik selpmeoa berat molekul fragmen dapat diidentifikasi
(Ausubel, 1998). Molekul DNA bermuatan negatif (au'Jn} sehingga
jika dimasukkan ke dalam sumur gel dan diberi medan listrik,
maka DNA akan bermigrasi melalui gel dari kutub negatit (anoda)
ke kutub positif (katoda) (Clark, 2005).
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” Gelagarosa elektroda

Sampel DNA @

igrastom of (WA |- b= +)

elekiroda

: J

buffer ' buffer

Gambar 7.1 Perangkat elektroforesis dan gel agarosa untuk migrasi DNA
(Sumber: Walker & Rapley, 2002)

Elektroforesis menunjukkan hasil yang positif jikamenghasilkan
pola pita-pita (bands) yang jelas dan gggdlgk smearing (berbayang)
(Klug & Cumming, 1994). Beberapa taktor yang mempengaruhi
laju migrasi DNA pada gel agarosa antara lain ukuran fragmen
DNA, konformasi DNA, besarnya arus listrik, konsentrasi, dan
jenis gel, lamanya waktu elektroforesis, serta komposisi buffer
yang digunakan. Molekul DNA penanda atau marka digunakan
untuk mengetahui ukuran molekul-molekul DNA hasil isolasi,
restriksi, maupun purifikasi.

Tahapan proses elektroforesis adalah sebagai berikut.

a. Menutup bagian samping tray dengan menggunakan karet
penutup.

b. Memanaskan gel agarose 0,8% dengan menggunakan microwave
sampai mencair sempurna.

c. Menunggu sampai larutan agarose agak dingin.

d. Menuang larutan agarose ke dalam fray, menghindari
gelembung udara.

e. Memasukkan comb ke dalam larutan agarose sebelum
membeku.

f. Setelah agarose menjadi gel dengan sempurna (paling cepat 15
menit ret dan comb dilepas dengan hati-hati agar gel tidak
patah dan gel agarose siap untuk digunakan untuk melakukan
elektroforesis.
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g. Memasukkan gel agarose vyang telah beku ke dalam
electrophoresis apparatus.

h. Memasukkan buffer elektroforesis (TBE 1X) ke dalam
electrophoresis apparatus hingga gel terendam sempurna.

i. Mencampur sejumlah sample DNA dengan 0,2 volume buffer
loading. Menyalakan power supply. Proses elektroforesis
berlangsung selama + 45 menit.

. Setelah proses elektroforesis selesai, gel diangkat dari
apparatus.

k. Merendam gel agarose dalam larutan ethidium bromide (EtBr)
pada box plasti usus. Secara alami DNA tidak memiliki
warna sehingga gel dapat diwarnai dengan ethidium bromide
(EtBr) yang berikatan dengan kuat dan spesifik pada DNA.

. Meletakkan box pada shaker, didiamkan selama 20 menit.
Setelah selesai, gel dikeluarkan dari box.

m. Gel dicuci dengan air selama 15 menit untuk menghilangkan
kelebihan ethidium bromide pada gel.

n. Gel agarose dipotret dengan menggunakan alat pemotret gel
(Geldock). Hasilnya digambarkan pada Gambar 7.2.

Gambar 7.2 Pita DNA Hasil Isolasi Genom J. curcas (Sumber: Primandiri, 2012)

C. Amplifikasi Hasil Isolasi

F'ademksi PCR, DNA jarak pagar hasil isolasi digunakan sebagai
cetakan. Primer yang digunakan dal eaksi PCR ini adalah sepasang
primer gen CpTl dengan urutan basa CpTI-F (5-ATG AAG AGC ACC ATC
TTC TTT GCT C-3") dan CpTI-R (5'-CTT ACT CAT CAT CTT CAT CCC
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TGG-3') (Zhang et al, 2004). Volume total reaksi PCR yang dipergunakan
adalah sebanyak 25 pl, terdiri dari campuran Iarm yang terdiri dari DNA
taqg polimerase dan 10X buffer Taqg Polimerase (100 mM Tris-Cl, pH 8.3;
200 mM KCI; 15 mM MgCI,; 0.01% gelatin); dNTP'S mix (dGTP, dATP,
dTTP dan dCTP) (Recho); dH.,0 dan DNA cetakan. Kondisi “W reaksi
PCR dirancang dengan suhu pradenaturasi 94°C (5 menit), denaturasi
94°C (1 menit), penempelan primer 40°C (1 menit), perpanjangan 72°C
(2 menit) dan pasca PCR 4°C (2 menit). Untuk perbanyakan, siklus reaksi
PCR diulang sebanyak 35 kali. Hasil amplifikasi PCR kemudian dirunning
dalam proses elektroforesis pada 2% gel agarose dengan voltase 25 Volt
selam jam dan selanjutnya dilakukan pemotretan gel. Hasilnya dapat
dilihat pada Gambar 7.3.

1 2 3 4 5 6 [

Gambar 7.3 Pola Pita DNA J. curcas Hasil PCR Menggunakan Primer Gen T/
aksesi IP3A (lajur 1), IP3P (lajur 2), nomor 5 (lajur 3), nomor 6 (lajur 4), nomor 7
(lajur 5}, nomor 18 (lajur 6), marker 1000 bp (lajur 7) (Sumber: Dokumen Pribadi)

Gen TT dari tanaman sampel diamplifikasi dengan panjang
berkisar 400-500 bp setelah divisualisasikan pada gel agarosa 2%
(Gambar 6.3). Pada semua sampel |. curcas terdapat pita DNA
dengan ukuran pita sejumlah 450 bp (base pair). Menurut Zhang et
al. (2004) ukuran gen TT adalah 450 bp, sehingga produk hasil PCR
tersebut sesuai dengan ukuran gen TI. Secara visual, pita yang
nampak memiliki ketebalan pita yang berbeda, namun memiliki
ukuran yang relatif sama yaitu 450 bp.
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D. Mengolah Data Hasil Sekuensing

Hasil amplifikasi selanjutnya disekuensing. gta hasil
sekuensing berupa urutan nukleotida fragmen gen TI kemudian
disejajarkan dengan aksesi pembanding yaitu IP3A dan IP3P
dengan menggunakan program BioEdit Sequence Alignment Editor
7.2.5, MEGA 7.0, Clustal X. Program-program ini dikembangkan
untuk mempermudah peneliti mempelajari materi genetik berbasis

sekuensing. Data hasil sekuensing dilihat menggunakan program
(Gambar 7.4).

S Gl | Pt DR LA CF P O U S P A Lol Wi Wi | BBt 5§ 100 g | AN T80 B0 B L, W i}

1 "0 180 [ o0 210 L
O T E T T ETACEECAAD AACTEAT T T TE T TOAACCAO TTAT GOOTATOOEYACABADCC T CAG T

i ' M J\; ‘

Gambar 7.4 Kromatogram gen Ti J. curcas sampel aksesi IP3A hasil
sekuensing (Sumber: Dokumen pribadi)

Pensejajaran sekuen untuk membandingkan sekuen-sekuen
yang homolog dengan mengidentifikasi insersi, delesi, maupun
substitusi (Graur & Li, 2000). Berdasarkan hasil pensejajaran
ini, dapat didentifikasi mutasi yang terjadi. Hasil pensejajaran
menggunakan program BioEdit ditunjukkan pada Gambar 7.5.

'IDIT foot Ei‘&%‘.ﬁ“!ii TS ) S @‘ﬂ‘. m;hJ—_;, 1lad_|

PR R R W R R R R R R R R R R R R R R R R R R

;| 180 150 200 210 220 230 240
p Je-1P3A CTTCCCTCTICATCTCICT I ICTTGCTTCT e ACCCCARGRACTCATTITCTTGARCCAGT TATGGGTATGGEE
p Jo-IF3P CTTCCCTCTICATCTCICT TP P GCTTCTIC T ACCCCARGARCTCN TTGARCCAGTTATGGGTATGES
p Je-18 CTTCCCTCTTCATCTCTCTTTCTTGCTTCTTCTACCCCARGARACTCA TTGAACCAGTTATGGGTATGET
p Je=5 CTTCCCTCT T CATCTCTCT I T CTTGCT TCT TCTACCCCARGRACTCAT TTGAACCAGTTATGEOTATGGE
B Je=T7 e AT T T T T I T T e TC T TC TACCC ARG AR CI‘!:.‘-’."TI‘ TTEAARCCAGTTATEEETATGEE
p Jo-6 e I T T AT T T T I I T T G T T T T T AC e ARG AR C T AT T T T C T TGAACCAGTTATGGGTATEGEE

neig=-0 T T e T e AT eI C T T T I T TG T TC T CTRCCCCAAGARCTCATTTTCTTGAACCAGTTATGGGTATGGEC

Gambar 7.5 Penjajaran sekuen gen Tl Jatropha curcas (aksesi IP3A, IP3P,
nomor persilangan 18, 7, 6, dan 5) dengan program BioEdit (Sumber: Dokumen
pribadi)
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A. Membaca dan Menyimpulkan Hasil

Hasil sekuensing gen TI yang diperoleh dari enam sampel

yaitu sepanjang 59 4, disejajarkan menggunakan program
BioEdit dan hasilnya dapat dilihat pada Gambar 7.6.
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Je=IP3A 34 ATTGATTGAA AGGCTTCITA AMACATCTTC TTATCATGGT AGGTTTACTT
JE-IPBE 294 .......... N SRy Ny S—,
Jo-18 o e TP [P e E e R R P
Je-5 PG SR A AL SRR ANS RE e R MR e
Je=T7 ! L R O R o o oy PR e L R e P S R
Jc-6 L L R S s e P RS, | S SRR A e e e e T
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Gambar 7.6 Penjajaran Sekuen Gen Trypsin Inhibitor pada J. curcas
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Berdasarkan Gambar 7.6, panjang sekuen gen yang berhasil
diamplifikasi cukup bervariasi. Panjang sekuens gen TI pada
sampel Jc-IP3A dan Jc-IP3B mencapai 598 bp. Adapun panjang
sekuen gen 11 pada sampel Jc-18 dan Je-7 juga sama yaitu 599 bp.
Sedangkan pada sampel Jc-6 dan Jc-5 masing — masing sejumlah
604 dan 601 bp.

Selain panjang sekuen gen TI yang berbeda pada beberapa
sampel, juga ditemukan perbedaan basa nukelotida. Berdasarkan
penjajaran sekuen pada Gambar 7.6, ditemukan perbedaan
pada beberapa tapak. Perbedaan basa nukleotida tersebut
dikelompokkan menjadi dua yaitu insersi dan subtitusi. Jumlah
tapak yang mengalami insersi sejumah 9 tapak, sedangkan yang
mengalami subtitusi sejumlah 15 tapak.

Insersi terjadi pada sampel nomor persilangan 18 (Jc-18), 5
(Je-5), 7 (Jc-7), dan 6 (Jc-6) jika dibandingkan dengan dua sampel
lainnya sebagai pembanding yaitu IPA3A (Jc-IP3A) dan IP3P (Jc-
IP3P). Kesembilan tapak yang mengalami insersi antara lain tapak
nomor 35, 37, 39, 43, 85, 111, 259, 575, dan 578.

Pada tapak 35, sampel yang mengalami insersi adalah nomor
persilangan Jc-5. Pada tapak 37, ada dua sampel yang mengalami
perubahan dengan pola insersi yaitu sampel Jc-7 dan Jc-6. Adapun
pada tapak 39 dan 43, masing — masing hanya ada satu sampel
yang mengalami insersi pada gen Tl-nya yaitu secara berurutan
nomor persilangan Jc-6 dan Jc-5. Berikutnya tapak 85, 111, dan 259
juga ditemukan insersi dan terjadi hanya pada satu sampel yaitu
Je-6. Pada tapak 575, insersi hanya ditemukan pada sampel Jc-18,
sedangkan pada tapak 578 pada sampel Jc-5 dan Jc-6. Pola insersi
juga dapat dibaca secara paralel sebagai berikut. Insersi yang
terjadi pada sampel Jc-5 dapat ditemukan pada pada tapak 35, 43,
dan 578, pada sampel Jc-18 tapak 575, pada sampel Jc-7 tapak 37,
dan sampel Jc-6 tapak 37, 39, 85, 111, 259, 578.
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Perbedaan basa nukleotida yang ditemukan dari hasil
analisis penjajaran sekuen gen TI sampel pada penelitian ini
adalah subtitusi. Subtitusi pergantian basa oleh basa yang lain,
menyebabkan perubahan pada tapak tersebut. Ada 1gapak yang
mengalami subtitusi. Substitusi basa terdiri dari transisi dan
transversi. Substitusi transisi adalah perubahan basa purin oleh
basa purin lainnya (T «=C) atau basa pirimidin oleh basa pirimidin

g lain (A<>(G). Pada subtitusi transversi terjadi perubahan

asa purin oleh basa pirimidin atau sebaliknya. Pergantian basa
vang jarang terjadi adalah transisi yaitu 5 tapak, yaitu tapak ke-
36 mengalami pergantian basa T+>C, pada tapak ke-31, 71, dan
292 mengalami pergantian basa C«>T,dan pada tapak ke-138
mengalami pergantian basa A <>G. Transversi terjadi pada tapak
ke-34, 42, 57, 80, 132, dan 323 yaitu perubahan A <>T, pada tapak
ke-49 yaitu perubahan G<>T, pada tapak ke-54 dan 75 yaitu
perubahan A <—>C.

Variasi tapak yang mengalami perubahan subtitusi juga dapat
dibaca secara paralel pada setiap sampelnya. Jika dibandingkan
dengan aksesi Jc-IP3A dan Jc-IP3P sebagai aksesi acuan, sampel
nomor persilangan Jc-18 mengalami dua kali subtitusi transisi
yaitu pada tapak 31 dan 71 serta satu subtitusi transversi pada
tapak 50. Pola perubahan basa nukelotida berupa subtitusi
transisi dan transversi juga ditemukan pada sampel dengan
nomor persilangan Jc-6. Pada sampel tersebut, ada tiga tapak
yang mengalami subtitusi transisi yaitu tapak 36 138, dan 292.
Sedangkan subtitusi transversi terjadi pada delapan tapak, antara
lain 34, 49, 50, 54, 75, 80, 132, dan 323.

Sampel dengan nomor persilangan lainnya memiliki jumlah
tapak tersubtitusi yang lebih rendah. Nomor persilangan Jc-5
hanya mengalami subtitusi transversi saja sejumlah dua yang
dapat ditemukan pada tapak 42 dan 50. Kasus pada sampel nomor
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persilangan Jc-7 juga mengalami hal yang sama. Jenis subtitusi
yang ditemukan hanya berjenis subtitusi transversi. Ada empat
tapak yang mengalami subtitusi transversi yaitu tapak 34, 50, 57,
dan 75.

RA&KUMAN

1. Isolasi DNA adalah pemisahan molekul DNA dari molekul lain
seperti dinding sel, membran sel, dan membran inti sehingga

kturnya dapat dilihat dengan jelas.

2 g_:(tmfuresis adalah suatu teknik yang mengukur laju
perpindahan atau pergerakan partikel-partikel bermuatan
dalam suatu medan listrik. Prinsip kerja dari elektroforesis
berdasarkan pergerakan partikel-partikel bermuatan negatif
(anion), dalam hal tersebut DNA, yang bergerak menuju kutub
positif (anode), sedangkan partikel-partikel bermuatan positif
(kation) akan bergerak menuju kutub negatif (anode).

3. Komponen PCR adalah DNA hasil isolasi, primer gen TI, DNA
taq polimerase, buffer Tag Polimerase, dNTP'S mix dan dH,0.
Volume total reaksi PCR yang dipergunakan adalah sebanyak
25 pl. Kondisi untuk reaksi P dirancang dengan suhu
pradenaturasi 94°C (5 menit), denaturasi 94°C (1 menit),
penempelan primer 40°C (1 menit), perpanjangan 72°C (2
menit) dan pasca PCR 4°C (2 menit). Untuk perbanyakan,
siklus reaksi PCR diulang sebanyak 35 kali.

4. ta hasil sekuensing berupa urutan nukleotida disejajarkan
menggunakan program BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5,
MEGA 7.0, Clustal X. Program-program ini dikembangkan
untuk mempermudah penelii mempelajari materi genetik
berbasis sekuensing.
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EVALUASI

1. Jelaskan fungsi bahan kimia untuk proses %ﬂsi DNA genom
tanaman!

2. Bagaimanakah cara isolasi DNA genom tanaman menggunakan

bufter CTAB?

Jelaskan prinsip kerja alat elektroforesis!

Jelaskan proses PCR menggunakan primer gen 11!

il

Sekuen berbagai macam gen dari berbagai macam Urganisme
dapat diunduh dari genebm;k. Unduhlah gen dari bcrbﬂgai
macam organisme dan analisislah potensi mutasi yang terjadi.
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GLOSARIUM

Adenin (A) Basa purin yang berpasangan dengan timin, ditemukan
dalam DNA atau RNA

Aneuploidi Memiliki jumlah kromosom berbeda vyang tidak
beraturan

Antikodon Kelompok tiga basis komplementer pada tRNA yang
mengenali dan mengikat kodon pada mRNA

Antiparalel Paralel, tapi berjalan dalam arah yang berlawanan

Asam amino Monomer dari mana rantai protein polipeptida
dibuat

Asam Nukleat Kelas molekul polimer yang terdiri dari nukleotida
yang membawa informasi genetik

Autosom Kromosom yang terpaut sifat

Bakteriofag Virus yang menginfeksi bakteri

Basa zat kimia alkali, dalam biologi molekular terutama mengacu
pada senyawa nitrogen siklik yang ditemukan dalam DNA
dan RNA

deoxyribonucleic acid (DNA)

Deoxyribose: Gula dengan lima atom karbon yang ditemukan
dalam DNA DNA Asam deoksiribonukleat, polimer asam
nukleat dimana gen dibuat.

Difraksi

Diploid

DNA polimerase Enzim vyang berfungsi mengkatalisis
pemanjangan DNA dengan cara menambahkan nukleotida
pada rantai DNA

Dogma sentral Rencana dasar aliran informasi genetik pada sel
hidup yang menghubungkan gen (DNA), pesan (RNA) dan
protein
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Elektroforesis Teknik pemisahan biomolekul DNA atau protein
dengan menggunakan matriks agarose melalui perbedaan
muatan sehingga memisahkan DNA berdasarkan berat
molekul

Eukromatin Kromatinnormal, berlawanan dengan heterochromatin

Fosfat

Fosfodiester Keterkaitan antara nukleotida dalam asam nukleat
yang terdiri dari gugus fosfat sentral yang dipercayakan
pada gugus hidroksil gula di kedua sisi

Gen Penentu suatu sifat pada organisme yang terdiri dari molekul-
molekul DNA vyang teratur secara linier yang dapat

Myrunkan pada generasi berikutnya

Genom Semua informasi genetik suatu organisme termasuk semua
DNA yang membentuk gen

Gonosom Kromosom terlibat dalam menentukan jenis kelamin
individu

Guanin (G) Bina purin ditemukan dalam DNA atau RNA yang
berpasangan dengan sitosin

Haploid

Heliks ganda dibentuk dengan memutar dua helai DNA secara
spiral satu sama lain

Heterochromatin Bentuk kromatin yang sangat kental yang tidak
dapat ditranskripsi karena tidak dapat diakses oleh RNA
polymerase

Histon Protein dengan berat molekul kecil, bermuatan positif,
yang mampu berikatan dengan untai DNA yang bermuatan
negatif sehingga berperan dalam struktur kromatin

Interfase

Ikatan hidrogen Ikatan yang dihasilkan dari daya tarik atom
hidrogen positif ke dua atom lain dengan muatan negatit
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Ikatan peptida Jenis ikatan kimia yang menahan asam amino
bersama-sama dalam molekul protein

Kariotipe Kumpulan kromosom lengkap yang ditemukan di sel
individu tertentu

Kinetokor Struktur protein yang menempel pada DNA sentromer
selama pembelahan sel dan juga mengikat mikrotubulus

Kromatin Kompleks DNA plus protein yang merupakan
kromosom eukariotik

Kode triplet Kumpulan huruf-huruf yang menentukan asam
amino pada ranpai polipeptida

%dun Suatu urutan DNA atau mRNA yang terdiri atas 3
nukleotida yang menspesifikasi asam amino fungsional;
unit dasar kode genetik

Kromosom bentuk packaging DNA yang terlihat pada fase
metafase

Ligase Enzim yang berfungsi menyatukan 2 fragmen DNA pada
fragmen Okazaki

Nukleosom

Nukleolus

Nukleotida: Monomer atau subunit asam nukleat, terdiri dari gula
pentosa ditambah basa ditambah kelompok fosfat.

mRNA Molekul yang membawa informasi genetik dari gen ke sel
lainnya

Mutasi perubahan pada DNA atau kromosom yang terjadi secara
acak dan tiba-tiba

Pasangan basa Dua basa yang disatukan oleh ikatan hidrogen

PCR teknologi molekuler yang bertujuan untuk mengamplifikasi
sekuen DN A secara enzimatis melalui pengaturan suhu

Pentosa: Lima gula karbon, seperti gugus fosfat ribosa atau
deoksiribasa Kelompok empat atom oksigen di sekitar
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atom fosfor sentral yang ditemukan di tulang punggung
DNA dan RNA.

Pirimidin Jenis basa nitrogen dengan cincin tunggal ditemukan
pada DNA dan RNA

Ploidi Jumlah set kromosom yang dimiliki oleh suatu organisme

Polisakarida

Primer Untai asam nukleat pendek yang berfungsi sebagai titik
awal inisiasi sintesis DNA

Promoter Urutan DNA di depan gen, digunakan untuk regulasi
dan bukan untuk mengkodekan protein

Purin Jenis basa nitrogen dengan cincn ganda ditemukan pada
DNA dan RN A

Replikasi Duplikasi DNA sebelum pembelahan sel

ribonucleic acid (RNA) Asam nukleat yang berbeda dari DNA
dalam memiliki ribose menggantikan deoxyribose

Ribosa Gula 5-karbon ditemukan di RNA

rRNA Kelas molekul RNA yang merupakan bagian dari struktur
ribosom

Satelit

Sentromer Daerah kromosom eukariotik, biasanya lebih atau
kurang sentral, dimana mikrotubulus menempel selama
mitosis dan meiosis.

Sitosin (C) Salah satu pirimidin yang ditemukan dalam DNA atau
RNA dan pasangan dengan guanin

Solenoid

Telomer Urutan khusus DNA ditemukan pada akhir kromosom
eukariotik linier

Tetraploid Memiliki empat salinan dari setiap gen

Triploid Memiliki tiga salinan dari setiap gen

Trisomi Memiliki tiga salinan kromosom tertentu
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Timin (T) Basa pirimidin ditemukan pada DNA yang berpasangan
dengan adenin

Transformasi

Transkripsi Sintesis RNA berdasarkan satu untai DNA sebagai
cetakan

Translasi Sintesis polipeptida berdasarkan urutan rantai mRNA

tRNA molekul RNA yang membawa asam amino ke ribosom

Urasil (U) Basa pirimidin ditemukan di RNA yang bisa dipasangkan
dengan adenin

Virus Parasit subselluler dengan materi genetik DNA atau RNA
yang bereplikasi di dalam sel inang untuk sintesis energi
dan protein. Selain itu, ia memiliki bentuk ekstraselular, di
mana gen virus terkandung di dalam lapisan pelindung
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