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o Abstrak
é‘gé:'\?e::'gt:gg 2022 Tes DNA merupakan identifikasi personal secara molekuler yang dapat
Accepte d 02-12-2022 membedakan antar individu. Penanda yang digunakan untuk tes DNA salah
Published:30-12-2022 satunya adalah penanda DNA mitokondria. DNA mitokondria dilaporkan

memiliki lokus polimorfisme pada darah D-loop mitokondria. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui metode yang tepat untuk dapat mengamplifikasi
Copyriht: This work is DNA mitokondria daerah D-loop demi kepentingan tes DNA. Sampel sebanyak
licensed under a Creative 65 orang diambil dengan metode purposive sampling. Sampel diekstraksi dengan
Commons Attribution 4.0 fenol-kloroform dan di PCR dengan 2 jenis formula PCR yaitu formula A dan B
International License. serta suhu annealing yang digunakan adalah 48°C, 52°C dan 56°C. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi primer yang optimal agar proses
amplifikasi berhasil adalah formula B dengan konsentrasi 0,4 UM dan variasi
kondisi Il dengan suhu annealing 52°C. Sebanyak 62 orang masyarakat Bali
berhasil diamplifikasi dengan panjang amplicon 860 bp. Sampel yang tidak
berhasil diamplifikasi dipengaruhi oleh jumlah sel epitel yang dikoleksi,
keberhasilan proses ekstraksi DNA dan adanya null allele. Maka dari hasil
tersebut dapat disimpulkan bahwa kondisi optimal penanda DNA dengan
konsentrasi primer 0,4 uM dan kondisi suhu annealing 52°C berhasil
mengamplifikasi daerah D-loop DNA Mitokondria.
Kata kunci:
PCR; Konsentrasi Primer; Suhu Annealing; Amplifikasi

Abstract

DNA testing is a molecular personal identification that can distinguish between
individuals. One of the DNA markers used for PCR tests is mitochondrial DNA
markers. Mitochondrial DNA is reported to have a polymorphic locus in the
mitochondrial D-loop region. This study aims to determine the appropriate
method to amplify mitochondrial DNA in the D-loop region for the DNA testing.
A sample of 65 people was taken by purposive sampling method. Samples were
extracted with phenol-chloroform and PCR with 2 types of PCR formulas, is
formulas A and formulas B and the annealing temperatures used were 48°C, 52°C
dan 56°C. The results showed that the optimal primary concentration for
successful amplification was a Formulation B with primer concentration of 0,4
MM and condition variation 1l with annealing temperature of 52°C. A total of 62
Balinese people were successfully amplified with an amplicon length of 860 bp.
Samples that are not successfully amplified are affected by the number of
collected epithelial cells, the success of the DNA extraction process and null
allele. So, from these results it can be concluded that the optimal conditions of
DNA marker with a primer concentration of 0,4 uM and annealing temperature
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conditions of 52°C succeeded in amplifying the D-loop region of mitochondrial

DNA.
Keywords:

PCR; Primary Concentration; Annealing Temperature; Amplification

1. PENDAHULUAN

Keilmuan  forensik  mempelajari
berbagai hal tentang organ manusia dan
bagian tubuh manusia yang berkaitan
dengan  peristiwa  kejahatan  untuk
kepentingan  penegakan  hukum  dan
pengadilan [1]. Perkembangan keilmuan
forensik tidak hanya berhubungan dengan
mengidentifikasi mayat atau bedah mayat
(otopsi) tetapi juga berkaitan dengan orang
hidup (clinical forensic) seperti
pemeriksaan tempat kejadian perkara
(TKP), korban luka, pemeriksaaan barang
bukti, memberikan kesaksian ahli dan
berhubungan dengan identifikasi secara
personal atau lebih dikenal dengan sidik jari
DNA (tes DNA).

Tes DNA merupakan penegakan
identifikasi melalui analisis molekuler untuk
membedakan antar individu. Metode ini
tepat digunakan untuk kasus identifikasi
korban secara masal seperti terorisme,
kecelakaan,  kebakaran, = pemerkosaan,
identitas korban yang tidak diketahui sampai
paternitas. Keunggulan identifikasi secara
molekuler yaitu jumlah sampel yang sedikit
tidak mempengaruhi hasil pemeriksaan,
mampu mengidentifikasi dengan cepat dan
akurat. Perbedaan profil DNA ditentukan
dengan adanya lokus polimorfis sebagai
sumber identifikasi genetik manusia [1] [2].
Lokus polimorfis yang dimaksud adalah
lokus yang bersifat individual specific yaitu
lokus yang spesifik berada pada masing-

masing individu. Dilaporkan  bahwa
penanda DNA inti  memiliki lokus
polimorfis  berulang-ulang yang tidak

menyandi asam amino Yyang dinamakan
lokus STR (Short Tandem Repeat) atau lebih
dikenal dengan lokus microsatellite. Lokus
tersebut dapat digunakan untuk tes DNA

dengan penanda DNA autosomal maupun
DNA kromosom Y. Sedangkan DNA yang
berada di luar inti sel seperti DNA
mitokondria, lokus  polimorfismenya
ditemukan pada daerah D-loop mitokondria
[1].

Tes DNA memiliki penanda khusus
tergantung pada jenis sampel yang
ditemukan di TKP dan pembanding DNA
yang diduga saudara korban/tersangka. Jika
sampel yang ditemukan berupa darah,
anggota tubuh, cairan sperma dan
pembanding kedua orang tua baik ayah
maupun ibu masih ada, maka penanda DNA
inti  dapat digunakan. Namun jika
pembanding kedua orang tua tidak ada atau
salah satu yang tidak ada, maka penanda
DNA kromosom Y atau DNA mitokondria
dapat dilakukan. DNA kromosom Y hanya
diwariskan oleh ayah ke anak laki-laki,

sedangkan DNA mitokondria hanya
diwariskan dari sisi maternal [3].
Penanda DNA autosomal ataupun

kromosom Y telah banyak diteliti pada
populasi masyarakat dengan menggunakan
46 jenis marker STR pada DNA autosomal
[4] dan penggunaan sekuensing pada lokus
STR untuk investigasi kasus genetika
forensik [5]. Penelitian lain penanda
autosomal dan kromosom Y telah
publikasikan pada populasi masyarakat
Maghreb dan Tunisia [6] serta beberapa klan
pada masyarakat Bali [7][8]-[10]. Namun
studi tentang penanda DNA mitokondria
sangat jarang dilaporkan.

Studi tentang variasi genetik DNA
mitokondria penting digunakan pada kasus
sampel DNA korban yang tidak memiliki
referensi antara kedua orang tua dan apabila
sampel yang ditemukan pada TKP sedikit
dan telah rusak. Kelebihan DNA
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mitokondria adalah lebih stabil daripada
DNA inti (autosomal atau kromosom Y).
Kestabilan DNA motokondria membuat
sampel yang berumur tahunan bahkan
puluhan tahun masih sangat memungkinkan
untuk diuji. Sampel tersebut dapat berupa
tulang dan rambut. Keuntungan lainnya
yaitu jumlah salinan DNA mitokondria
mencapai 1000-10000 copy dan tingkat
mutasi 5-10 kali lebih cepat sehingga DNA
mitokondria diharapkan memiliki
polimorfisme yang lebih tinggi
dibandingkan DNA inti [11].

Metode Polymerase Chain Reaction-
Restricted Fragment Length Polymorphism
atau disingkat PCR-RFLP merupakan salah
satu metode yang dapat medeteksi adanya
mutasi dan polimorfisme dalam studi
evolusi manusia [11][12]. Metode ini
melakukan penggandaan DNA pada gen
yang spesifik dan memotong untai DNA
dalam pola tertentu dengan menggunakan
enzim restriksi dan akan menghasilkan
fragmen yang panjangnya berbeda-beda
[13].

Penelitian  ini  berujuan  untuk
melakukan  optimasi PCR  dengan
menggunakan penanda DNA mitokondria
terhadap populasi masyarakat  Bali.
Optimasi PCR diperlukan sebagai penelitian
pendahuluan untuk mendapatkan metode
yang tepat untuk mengamplifikasi DNA
yang spesifik pada daerah D-loop DNA
mitokondria utnuk kepentingan tes DNA.

2. METODE PENELITIAN
2.1. Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada penelitian
ini yaitu sel epitel mukosa mulut dari
masyarakat Bali, masker, sarung tangan,
cotton bud steril, lysis buffer DPZ (Deutsche
Primaten Zentrum) yang terdiri dari 10mM
NaCl, 100mM EDTA, 100mM Tris-Cl,
Urea dan aquadest, Sodium Dodecyl Sulfat
(SDS) 10%, 1X STE (Sodium Chloride-
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Tris-EDTA), fenol, Chloroform Isoamyl
Alcohol (CIAA) 24 : 1, etanol absolute,
etanol 70%, TE (Tris-EDTA), Green Master
Mix PCR (Promega), Primer D-Loop
mtDNA, Thermo Scientific GeneRuler 100
bp dan 50 bp DNA Ladder, Gel Agarose
(Thermo Scientific), 10X Tris-Boric acid-
EDTA (TBE) buffer, GelRed (Biotium) dan
akuades.

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu tabung 1,5 ml, tabung
200 pl, mikro pipet, tip mikro (10-1000 pl),
alat sentrufugasi (Thermo Scientific),
freezer, Thermal Cycle/Mesin PCR (Veriti),
GelDoc  (Bio-Rad), alat sterilisasi
(autoclave), mesin elektroforesis horisontal
(Bio-Rad),  microwave, gelas ukur,
timbangan analitik, Erlenmeyer, spatula,
gelas beker, inkubator, waterbath, kertas
Semi-Log, penggaris, millimeter block, dan
kamera.

2.2. Metode

Sampel  diambil dengan cara
purposive sampling. Sampel sebanyak 62
orang masyarakat di seluruh kabupaten/ kota
di Bali yang tidak memiliki hubungan
kekerabatan dan 3 sampel masyarakat di luar
Bali sebagai pembanding. Sampel di luar
Bali diambil dari penelitian Oktavia (2015)
[14]

Sampel diekstraksi dengan metode
fenol-kloroform yang telah dimodifikasi
[15]. Sampel tersebut diamplifikasi dengan
primer daerah D-loop mtDNA L16159F (5 -
TACTTGACCACCTGTAGTAC-3") dan
H408R (5-
CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3).
Komposisi mix PCR dirancang dengan 2
macam formula PCR dengan konsentrasi
primer yang berbeda (0,2 uM dan 0,4 uM).

Proses PCR dilakukan dengan
menggunakan mesin Thermo cycle Merk
Veriti dengan program sebagai berikut:
Predenaturasi dengan suhu 94°C selama 5
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menit, kemudian dilakukan pengulangan
program sebanyak 35x dengan suhu 94°C
untuk denaturasi selama 1  menit,
penempelan primer (annealing) dengan
suhu yang digunakan adalah 48°C, 52°C dan
56°C selama 1 menit dan untuk
pemanjangan (extension) dengan suhu 72°C
selama 1 menit. Serta pemanjangan akhir
dilakukan dengan suhu 72°C selama 10
menit. Hasil amplifikasi divisualisasi
dengan metode elektroforesis pada gel
agarose 1% dengan tegangan 50V selama
ljam.

Uji secara in silico juga dilakukan
untuk mengetahui posisi penempelan primer
dan kemungkinan panjang amplicon yang
dihasilkan pada proses PCR dengan
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menggunakan Nucleotide Blast pada laman
NCBI nomor aksesi NC_012920.1

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Hasil Optimasi Formula PCR dan
Suhu Annealing

Formula A dan B digunakan untuk
mengetahui perbedaan konsentrasi primer
untuk menghasilkan amplifikasi DNA
(Tabel 1). Sedangkan perbedaan suhu
annealing bertujuan untuk mengatahui suhu
penempelan primer yang tepat untuk dapat
mengamplifikasi daerah target yang spesifik
yaitu daerah d-loop DNA mitokondria
(Tabel 2).

Tabel 1. Formula PCR untuk Amplifikasi Daerah D-loop mtDNA

Formula A Formula B
2X Green Master Mix 217,55 ul 2X Green Master Mix  : 17,5 ul
H.O 11,9 ul H.O 2119 ul
Primer F (0,2 uM) 1,4 ul Primer F (0,4 uM) 21,4 ul
Primer R (0,2 uM) 1,4 ul Primer R (0,4 uM) 21,4 ul
Template DNA 12,8l Template DNA 12,8 ul
Total Volume 135l Total Volume 135l

Tabel 2. Kondisi Program PCR untuk Amplifikasi Daerah D-loop mtDNA

Tahapan PCR

Variasi Kondisi

Predenaturasi 94°C
Siklus pengulangan 35x
a. Denaturasi 94°C
b. Annealing 56°C
c. Ekstensi 72°C
Ekstensi akhir 72°C

94°C 94°C
35X 35X
94°C 94°C
52°C 48°C
72°C 72°C
72°C 72°C
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Pada Gambar 1 dapat dilihat
kombinasi hasil formula dan kondisi suhu
yang tepat adalah formula B dengan suhu
52°C. Konsentrasi primer pada proses PCR
mempengahui  proses amplifikasi jika
konsentrasi primer sedikit, maka primer
tidak mampu menempel pada template DNA
tetapi jika berlebihan maka antar primer
dapat saling menempel sehingga terbentuk
dimer [16]. Pada Gambar 1 konsentrasi
primer formula A tidak menghasilkan proses
amplifikasi, maka kemungkinan primer
dengan konsentrasi 0,2 UM tidak dapat

mengamplifikasi DNA dengan ukuran
sepanjang 860 bp.
Suhu  penempelan  primer juga

mempengaruhi proses amplifikasi. Suhu
annealing dipengaruhi oleh nilai Tm
(melting temperature) primer yaitu waktu
untai ganda DNA terpisah sebanyak 50%,
nilai Tm optimal sekitar 50°C - 65 °C, jika
suhu annealing terlalu rendah, maka primer

M Sla S2b

Ann 56°C
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Sla

Ann 52°C

kemungkinan menempel pada daerah yang
tidak spesifik, jika terlalu tinggi primer tidak
mampu menempel pada template DNA dan
mempengaruhi proses PCR [17]. Dapat
dilihat pada Gambar 1, suhu annealing 48°C
membentuk banyak pita DNA yang tidak
spesifik.

Panjang amplicon yang dihasilkan
dari primer ini adalah +860 bp. Panjang
tersebut didapatkan dengan menghitung
jarak migrasi DNA dan diplot pada kertas
semilog. Konfirmasi panjang amplicon
dilakukan secara in silico dengan metode

nucleotide blast primer D-loop DNA
mitokondria pada laman NCBI.  Aksesi
nomor yang digunakan adalah

NC_012920.1. Hasil yang didapatkan yaitu
panjang amplicon sebesar 860 bp. Maka uji
in silico sesuai dengan hasil gel pada tahap
elektroforesis.

S2b Sla S2b

Ann 48°C

Gambar 1. Hasil Optimasi Formula PCR. Keterangan S1 dan S2 merupakan nama sampel yang
digunakan untuk optimasi. Kode (a) merupakan formula A dan kode (b) merupakan formula B

3.2. Amplifikasi DNA dengan Formula B
dan Suhu Annealing 52°C

Sampel sebanyak 65  orang

diamplifikasi dengan formula yang optimal

yaitu formula B dengan suhu 52°C diperoleh
hasil sebagai berikut (Tabel 3 dan Gambar
2):
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Tabel 3. Data Sampel Penelitian

Asal Daerah Jumlah Sampel ~ Jumlah Sampel Keterangan®

(Kabupaten Kota/Suku) (orang) Teramplifikasi
(orang)

Denpasar 8 7 -
Badung 8 8 -
Gianyar 8 7 -
Klungkung 8 7 -
Tabanan 6 6 -
Bangli 6 6 -
Karangasem 6 6 -
Buleleng 6 6 -
Jembrana 6 6 -
Flores 1 1 Oktavia (2015)
Dayak 2 2 Oktavia (2015)
TOTAL 65 62

(*) Keterangan menunjukkan sampel diambil dari penelitian sebelumnya (Oktavia, 2015)

500 bp =—p
100 bp =—>

m Pd Pds Pds PdS @ PdS Pd Pds Pds PdS @ PdS
107 1 2 3 4 22 6 8 " 20

500 bp
100 bp

Gambar 2. Hasil PCR Sampel dengan Formula dan Suhu Optimal
Keterangan : M= 100 bp DNA Ladder

Jumlah  sampel yang berhasil
diamplifikasi sebanyak 62 orang dari total
keseluruhan 65 sampel. Pada Gambar 2
terlihat bahwa sampel dengan kode Pd 22
tidak berhasil diamplifikasi. Hal tersebut
diperkirakan karena jumlah DNA pada
individu kode Pd 22 terlalu sedikit atau
karena ketidakberhasilan proses ekstraksi

DNA. Kondisi pengambilan sampel dan
karakter individu yang berbeda-beda, dapat
mempengaruhi jumlah sel atau DNA yang
didapatkan.  Beberapa  faktor  yang
mempengaruhi  koleksi sel/DNA yang
diambil  yaitu  kebiasaan  probandus
(merokok atau menyirin) dan kondisi
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probandus pada saat pengambilan sel/DNA
[14][18].

Faktor-faktor lain yang
mempengaruhi jalannya proses amplifikasi
diantaranya adalah kualitas template yang
rendah yaitu masih terdapatnya protein atau
bahan/senyawa lain pada template DNA
sehingga mempengaruhi proses amplifikasi
DNA [19][20]. Serta  kemungkinan
terjadinya null alllele. Null allele adalah
kondisi DNA template mengalami mutasi
pada tempat menempelnya primer, sehingga
primer tidak mengenali wilayah penempelan
pada template DNA. Mutasi dapat berupa
mutasi titik pada situs ujung 3" primer
dimana proses ekstensi dimulai. Mutasi ini
dapat menganggu proses PCR dan tidak
akan menghasilkan produk PCR [19].

4. KESIMPULAN

Formula mix PCR dan suhu
annealing yang  optimal untuk
amplifikasi daerah D-loop DNA

mitokondria adalah formula B dengan
konsentrasi primer 0,4 pM dan suhu
52°C. Panjang amplicon yang dihasilkan
pada proses amplifikasi sekitar £ 860 bp.
Faktor yang mempengaruhi keberhasilan
proses amplifikasi terdiri dari jumlah sel
epitel yang dikoleksi, keberhasilan
proses ekstraksi DNA dan adanya null
allele.
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