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INTISARI

Masyarakat Bali mengelompokkan diri berdasarkan soroh atau garis keturunan tetapi bukti
genetik pengelompokkan tersebut belum diketahui. Salah satu soroh/ klan yang memiliki persebaran
yang luas di seluruh Bali adalah soroh/ klan Pande. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui ragam
alel DNA mitokondria masyarakat soroh Pande di Bali dengan metode Polymerase Chain Reaction-
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) yang berguna untuk kepentingan forensik. Sampel sel
epitel mukosa mulut diambil dengan cara purposive sampling yang terdiri dari 35 sampel warga Pande.
Tahapan penelitian meliputi ekstraksi DNA dengan metode fenol-kloroform yang telah dimodifikasi,
amplifikasi DNA pada daerah D-loop DNA mitokondria (mtDNA), digesti produk PCR dengan lima
macam enzim restriksi dan elektroforesis dengan menggunakan gel agarose 1 % dan PAGE 10%.
Penelitian ini mendapatkan sembilan ragam alel. Digesti dengan enzim Hae 111, Hinf I, Mbo | dan Dde |
mendapatkan masing-masing dua tipe pemotongan sedangkan enzim Hind Il tidak memiliki situs
pengenalan pada daerah D-loop DNA mitokondria. Enzim Hind Il tidak dapat digunakan untuk
membedakan profil DNA antar individu karena bersifat monomorfik.

Kata kunci : Soroh Pande, DNA Mitokondria, PCR-RFLP, Ragam Alel

ABSTRACT

Bali is unique, because the community members are grouped by clan or lineage and they called
“soroh” but the genetic evidence not declare yet. Pande clan is a clan that has a wide distribution in
Bali. This research was conducted to determine the allele variations of mitochondrial DNA (mtDNA)
from Pande Clan in Bali used Polymerase Chain Reaction-Fragment Length Polymorphism method
(PCR-RFLP) for forensic database. Samples were taken by purposive sampling consisting of 35 people
of Pande clan. DNA from mucosal swab was extracted using phenol-chloroform modified method,
DNA amplification of D-loop region of mtDNA, PCR product digestion with five restriction enzymes
and the electrophoresis was runed on 1 % of agarose gel and PAGE 10%. The amplification resulted in
nine variations of allele. Two types of restriction fragment patterns was found each in digestion with
enzyme Hae Ill, Hinf I, Mbo | dan Dde | . For a while the area mtDNA D-Loop not recognize in
enzyme Hind Ill. The Hind Il enzyme is monomorphic, so unuseful to distinguish individual DNA
profile.

Keywords : Pande Clan, Mitochondrial DNA, PCR-RFLP, Allele variations
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PENDAHULUAN

Adat lama dari sistem kekerabatan di Bali
dipengaruhi oleh sistem klan dan sistem kasta.
Klan merupakan kelompok-kelompok
keturunan, di Bali lebih dikenal dengan nama
soroh. Setiap soroh meyakini warganya berasal
dari satu leluhur atau kawitan (Bagus, 1999;
Junitha, 2007). Masyarakat Bali mengikuti
konsep kekerabatan patrilineal yaitu
keturunannya akan mengikuti soroh ayahnya,
maka setiap wanita yang menikah akan tinggal
di tempat keluarga suami (patrilokal) dan
keturunannya mengikuti klan/ soroh suami
(Bagus, 1999). Salah satu soroh yang mudah
dijumpai serta memiliki penyebaran hampir
seluruh wilayah di Bali yaitu soroh Pande. Pada
zaman dahulu soroh Pande merupakan
golongan keluarga pengrajin (mamande) yang
memiliki keahlian mengolah logam berupa
perunggu dan besi yang dapat dijadikan untuk
alat-alat keagamaan, Kkeris, cangkul, pisau,
tombak dan lainnya. Keahlian ini dijadikan
sebagai mata pencaharian dan ditekuni secara
turun-temurun oleh masyarakat keluarga Pande
(Darmada dan Sutama, 2001).

Keberadaan warga Pande sangat mudah
ditemui karena adanya perapen di setiap rumah
warga Pande. Perapen merupakan tempat
perapian yang digunakan untuk membuat alat-
alat dari besi dan logam oleh warga Pande.
Walaupun masa sekarang warga Pande tidak
hanya menggeluti keahlian membuat benda-
benda dari logam, tapi sebagian besar rumah
warga Pande tetap memiliki perapen untuk
dijadikan tempat pemujaan. Warga Pande
cenderung tinggal secara berkelompok dalam
suatu tempat yang ditunjukkan dengan adanya
banjar Pande di desa-desa adat di Bali. Pola
pengelompokan demikian diduga menimbulkan
pola genetik yang khas pada warga Pande.
Penelitian mengenai variasi genetik pada soroh-
soroh di Bali dapat mengetahui pola-pola
genetik yang khas pada soroh tertentu. Ragam
pola alel dapat dijadikan sebagai database awal
tentang variasi genetik pada masyarakat Bali
yang dapat dimanfaatkan untuk kepentingan
forensik.

Variasi genetik ditentukan dengan adanya
lokus polimorfis yang telah dikenal sebagai
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sumber atau alat untuk mengindentifikasi gen
manusia. Penanda yang digunakan untuk studi
populasi manusia meliputi analisa DNA
autosomal, DNA kromosom Y dan DNA
mitokondria (mtDNA). DNA autosomal dapat
melihat kedua sisi penurun pembawa sifat yaitu
dari ayah dan ibu, sedangkan DNA kromosom
Y dan mtDNA hanya mewarisi salah satu sisi
dari tertua. DNA kromosom Y hanya dimiliki
oleh anak laki-laki yang diturunkan melalui
sifat ayah, namun mtDNA hanya diturunkan
oleh sisi ibu (Mastura, 2005). Pada kasus
forensik penggunaan penanda DNA disesuaikan
bukti yang didapatkan pada TKP (Tempat
Kejadian Perkara) dan pembanding yang
tersedia. Jika pada TKP ditemukan bukti berupa
jaringan tubuh seperti darah, epitel, sperma dan
sel akar rambut, maka penanda DNA autosomal
dan DNA kromosom Y dapat digunakan.
Apabila ditemukan bukti rambut dan tulang
maka yang didapatkan hanyalah DNA
mitokondria karena tanpa adanya nukleus
penada yang bisa digunakan adalah DNA
mitokondria (Lutfig dan Richey, 2001; Isenberg
dan Moore, 1999). Analisis mtDNA memiliki
keuntungan karena mtDNA terdapat dalam
jumlah yang banyak dalam sel manusia,
memiliki laju mutasi yang tinggi, serta hanya
diturunkan  secara maternal tanpa ada
rekombinasi dari tertua laki-laki (Doosti dan
Payam, 2011). Analisis mtDNA juga dapat
dilakukan  untuk  menentukan identitas
seseorang dalam keperluan analisis forensik
terutama untuk sampel pembanding yang kedua
orang tuanya sudah tidak ada (Mastura, 2005).
Daerah non coding displacement loop (D-
loop) MtDNA digunakan sebagai daerah target
amplifikasi karena memiliki laju polimorfisme
tertinggi dan metode RFLP (restriction
fragment length polymorphism) sebagai salah
satu metode untuk mengetahui polimorfisme
dalam mengkaji sejarah evolusi populasi
manusia (garis keturunan/ silsilan) dan untuk
mengetahui adanya mutasi (Siti et al., 2013).
Metode RFLP adalah metode analisis
menggunakan enzim restriksi yang memotong
urutan nukleotida khas pada lokasi tertentu yang
berbeda sehingga dihasilkan fragmen yang
panjangnya berbeda-beda (Theodore, 2000).
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Penelitian analisis MtDNA pada daerah D-loop
dengan menggunakan metode RFLP
menemukan adanya variasi genetik pada suku
bangsa di dunia seperti Caucasian, Asia
Tenggara, India Selatan, Afrika, Eropa,
Amerika dan Asia (Ballinger et al., 1992;
Torroni et al., 1996; Watkins et al., 1999; Xiao
et al., 2006 dan Doosti dan Payam, 2011).
Penelitian serupa telah dilakukan oleh
Candramila (2002) pada populasi masyarakat
Betawi dan berhasil mendapatkan 5 haplotipe
dari 8 macam enzim restriksi yaitu enzim Hae
111, Hinf 1, Dde I, Hae 11, Hind 111, Eco RI, Mbo
I, Bam HI. Namun, informasi variasi alel pada
populasi masyarakat Bali belum diketahui,
sehingga dilakukan penelitian untuk mengetahui
variasi alel DNA mitokondria masyarakat soroh
Pande di Bali dengan metode PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction- Restriction
Fragment Length  Polymorphism)  untuk
kepentingan forensik.

BAHAN DAN METODE

Sampel diambil di seluruh kabupaten/
kota di Bali dengan cara purposive sampling.
Calon  probandus  diberikan  penjelasan
mengenai tujuan dan manfaat penelitian. Jika
calon probandus bersedia dijadikan sampel,
maka probandus diwawancara dan diminta
untuk mengisi biodata serta menandatangani
informed consent. Materi penelitian berupa sel
epitel mukosa mulut dari 35 orang masyarakat
laki-laki soroh Pande di seluruh kabupaten/ kota
di Bali yang tidak memiliki hubungan
kekerabatan. Penelitian ini dilakukan selama
bulan November 2015 sampai Juni 2016.
Analisis dilakukan di Laboratorium Biomedik
Terpadu, Divisi Biokimia dan Biologi
Molekuler, Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana, Denpasar. Tahapan penelitian
meliputi ekstraksi DNA dengan metode fenol-
kloroform yang telah dimodifikasi, DNA hasil
ekstraksi diamplifikasi dengan menggunakan
primer daerah D-loop mtDNA, produk PCR
hasil amplifikasi dipotong dengan
menggunakan lima macam enzim restriksi yaitu
enzim BsuR I/Hae 1ll, Hinf I, Mbo I, Dde | dan
Hind Il dan visualisasi hasil pemotongan
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dielektroforesis dengan menggunakan gel
agarose 1 % dan Polyacrylamid Gel
Electrophoresis (PAGE) 10%.

Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel telah melalui izin
dari  Pemerintah  Provinsi  Bali  No.
070/1283/IV/BPMP dan Komisi Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/
Rumah Sakit Umum Pusat Sanglah No.
580/UN.14.2/Litbang/2016. Pengambilan
sampel dilakukan dengan metode non invasive
sampling yaitu tidak melukai tubuh probandus.
Calon  probandus  diberikan  penjelasan
mengenai tujuan penelitian dan manfaat
penelitian oleh peneliti, jika calon propandus
bersedia menjadi sampel penelitian maka calon
propandus diwawancara. Sampel sel epitel
mukosa mulut diambil dengan menggunakan
cotton bud steril serta dimasukkan ke dalam
tabung yang diisi lysis buffer (Junitha dan
Sudirga, 2007).

Ekstraksi DNA, Amplifikasi DNA, Digesti
Produk PCR dan Elektroforesis

DNA diekstraksi dengan metode fenol
kroroform yang dimodifikasi (Junitha dan
Sudirga, 2007). Sampel DNA hasil ekstraksi
diamplifikasi dengan primer daerah D-loop
mtDNA L16159F (5-TACTTGACCACCTG
TAGTAC-3") dan H408R (5-CTGTTAAAA
GTGCATACCGCCA-3") (Candramila, 2002).
Komposisi mix PCR untuk total volume 35 pl
adalah sebagai berikut : Green Master Mix PCR
sebanyak 17,5 ul, H20 sebanyak 11,9 pl, primer
F dan R (10uM) serta template DNA sebanyak
2,8 pl. Proses PCR dilakukan dengan program
sebagai berikut: Predenaturasi dengan suhu
94°C selama 5 menit, kemudian dilakukan
pengulangan program sebanyak 35x dengan
suhu 94°C untuk denaturasi selama 1 menit,
penempelan primer (annealing) dengan suhu
52°C selama 1 menit dan 1 menit untuk
pemanjangan (extention) dengan suhu 72°C.
Pemanjangan akhir dilakukan dengan suhu 72°C
selama 10 menit. Hasil PCR dielektroforesis
dengan menggunakan gel agarose 1 %. Produk
yang dihasilkan pada proses PCR memiliki
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panjang basa yang seragam yaitu sebesar 860 bp
(Candramila, 2002).

Enzim restriksi yang digunakan yaitu
enzim Hae 111/ Bsu RI, Hind 111, Hinf I, Mbo I,
dan Hpy P31 (Dde 1) (Candramila, 2002).
Produk PCR dipotong dengan lima macam
enzim restriksi dengan komposisi: 5 pl produk
PCR (20 ng/uL), H20O, 10x Buffer R/Tango
(Thermo Scientific) tergantung enzim yang
digunakan dan 0,5 pl enzim restriksi (Thermo
Scientific), dengan total volume sebanyak 15 pl.
Komposisi tersebut kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 2 jam dan enzim diinaktifasi
pada suhu 65°C atau 80°C sesuai dengan
masing-masing enzim selama 20 menit. Pola
pemotongan enzim restriksi di elektroforesis
dengan menggunakan Polyacrilamid  Gel
Elektrophoresis (PAGE) 10% selama 80 menit
dengan tegangan 100V.

Analisis Data

Produk PCR yang dipotong sesuai situs
pemotongan akan menghasilkan perbedaan
ukuran fragmen DNA vyang disebut alel.
Frekuensi alel dihitung berdasarkan rumus Nei
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HASIL

Produk PCR diektroforesis dengan
menggunakan gel agarosa 1 %. Produk PCR
semua sampel memiliki ukuran panjang 860 bp.
Berikut adalah contoh gambar elektroforesis
pada gel agarosa 1% (Gambar 1):

Gambar 1. Elektroforesis Produk PCR pada Gel
agarose 1%. Keterangan. M : 100 bp DNA
Ladder; 1-2: Produk PCR kode sampel PdS1
dan PdS2; Angka pada gambar : panjang
fragmen (bp).

Hasil pemotongan  produk  PCR

(1987) : dielektroforesis menggunakan gel PAGE 10%.
m Berikut hasil elektroforesis produk PCR setelah
h=1 —inz dipotong dengan lima macam enzim restriksi
i=1 (Gambar 2):
- - R - R -
Q&‘Qé}‘ & o N & E & .
N ¥ ~ ¥ v ¥ N & s &
STy FFFSsey §88  FO8
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1000bp 860bp 860 bp
o

Bbp S0P
5bp

38bp 318bp | 250bp

106bp  106bp

Enzim Hae 11l Enzim Hinf'1

Enzim Mbo 1

241bp 241bp

241bp

Enzim Hind 111

Enzim Dde 1

Gambar 2. Hasil Pemotongan Produk PCR pada gel PAGE 10%. Keterangan. M: 50 bp Ladder ; Angka
pada gambar: panjang fragmen (bp).
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Tipe pemotongan yang dihasilkan oleh
enzim restriksi pada penelitian ini dibandingkan
dengan urutan DNA mitokondria rCRS (revised
Cambridge Reference Sequence) yang diperoleh
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dari NCBI Reference Sequence dengan nomor
aksesi: NC 012920.1 (Tabel 1) dan frekuensi
alel dihitung dengan menggunakan rumus Nei
(1989) sebagai berikut (Tabel 2):

Tabel 1. Ukuran fragmen Hasil Pemotongan dengan Enzim Restriksi dibandingkan dengan Analisis
Tipe Pemotongan pada rCRS

Enzim Situs Tipe Pemotongan  Alel Jml Sampel Hasil Pemotongan
Restriksi Pengenalan (Alel) (rCRS) (N=35) (bp)
BsuRlI/  GG!CC Al - 28 375 318 106 61
Hae 111 A2 V 7 436 318 106
Hinf | G'ANTC Bl \/ 32 550 310

B2 - 3 325 310 225
Mbo | ‘GATC Cl \ 34 430 430
Cc2 - 1 430 350 80
Dde | CITNAG D1 \ 34 619 241
D2 - 1 378 241 241
Hind Il A'AGCTT E \ 35 860
Keterangan:

1

Tanda (V) menunjukkan analisis tipe pemotongan berdasarkan pada urutan DNA rCRS.

NCBI Reference Sequence: NC_012920.1.

Tabel. 2. Frekuensi Alel Masyarakat Soroh Pande di Bali

Enzim Restriksi Tipe Pemotongan Jml Sampel Frekuensi Alel
(Alel) (n=35)
Bsu RI /Hae 11l Al 28 0.800
A2 7 0.200
Hinf | Bl 32 0.914
B2 3 0.086
Mbo | C1 34 0.971
C2 1 0.029
Dde | D1 34 0.971
D2 1 0.029
Hind Il E 35 1.000
PEMBAHASAN pemotongan  dibuktikan  dengan  adanya

Jumlah sampel yang dianalisis berasal
dari 35 orang. Amplifikasi DNA mitokondria
(mtDNA) menghasilkan produk PCR yang
seragam untuk semua sampel sebesar 860 bp
(Gambar 1). Pada penelitian ini ditemukan
empat dari lima enzim restriksi yang digunakan
memiliki situs pemotongan pada daerah D-loop
DNA mitokondria yaitu enzim BsuRI/Haelll,
Hinfl, Mbol dan Ddel, sedangkan enzim HindllI
tidak memiliki situs pemotongan. Situs

potongan fragmen DNA yang memiliki ukuran
berbeda dengan fragmen awal sebelum dipotong
yang memiliki ukuran sepanjang 860 bp,
sedangkan enzim yang tidak memiliki situs
pemotongan ukuran fragmen setelah dipotong
akan memiliki ukuran yang sama dengan
produk PCR vyaitu 860 bp. Tidak terpotongnya
fragmen sepanjang 860 bp berarti tidak terdapat
situs pemotongan yang dikenali oleh enzim
Hind I1I.
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Variasi Alel

Tipe pemotongan menunjukkan jumlah
alel pada masing-masing enzim. Enzim
BsuRI/Hae III, Hinf I, Mbo | dan Dde |
memiliki dua tipe pemotongan, sehingga
memiliki dua macam alel, sedangkan enzim
Hind 11l yang tidak terdapat situs pemotongan
sehingga hanya memiliki satu macam alel. Alel
A2, alel B1, alel C1, alel D1 dan alel E
merupakan alel yang sesuai dengan urutan rCRS
(Tabel 1). Sekuen rCRS memiliki penyebaran
yang luas dan sering dijadikan referensi sekuen
mtDNA (wildtype) masyarakat di seluruh dunia
(Bandelt, et al., 2013).

Enzim Hae 11 memiliki dua variasi alel
yaitu alel Al dan alel A2. Alel Al terbentuk
akibat mutasi yang menyebabkan adanya situs
pemotongan baru pada fragmen 436 bp yang
terpotong menjadi 375 bp dan 61 bp (Gambar
2). Hal ini didukung oleh penelitian Bandelt
dkk., (2013) yang melaporkan adanya mutasi
substitusi pada urutan basa 16519 dari basa T ke
C vyang mengakibatkan terbentuknya situs
pemotongan enzim BsuRI/Haelll. Enzim Hinf |
memiliki dua variasi alel yaitu alel B1 dan alel
B2. Mutasi pada situs pemotongan enzim Hinf |
menghasilkan alel B2 yang awalnya memiliki
fragmen 550 bp terpotong menjadi 325 bp dan
225 bp (Gambar 2). Mutasi alel C1 pada salah
satu fragmen 430 bp menjadi alel C2 dengan
fragmen 350 bp dan 80 bp pada enzim Mbol.

Pada penelitian ini ditemukan alel D1 dan
D2 pada enzim Dde I. Mutasi pada fragmen alel
D1 dengan ukuran 619 bp terpotong menjadi
ukuran 378 bp dan 241 bp pada alel D2.
Sedangkan alel E pada enzim Hind Il
ukurannya tidak berbeda dengan ukuran produk
PCR (Gambar 2). Hal ini terjadi akibat tidak
adanya situs pengenalan enzim Hind Il pada
daerah D-loop DNA mitokondria. Enzim Hae
111, Hinf I, Mbo | dan Dde | yang memiliki alel
polimorfik dapat digunakan dalam analisa DNA
untuk kepentingan forensik. Sedangkan enzim
Hind 111 tidak dapat membedakan profil DNA
antar individu karena bersifat monomorfik.

Frekuensi Alel
Alel A2, alel B1, alel C1, alel D1 dan alel
E merupakan alel yang sesuai dengan urutan
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basa rCRS. Alel tersebut memiliki frekuensi
tertinggi pada populasi Pande di Bali dan
memiliki persebaran yang luas di seluruh dunia,
sehingga dikatakan sebagai sekuen universal
atau sering dikatakan sebagai wild type.
Frekuensi sekuen wild type cenderung memiliki
jumlah populasi yang lebih besar dibandingkan
mutant type (Bandelt et al., 2013). Hal serupa
juga ditemukan pada penelitian ini yang
menemukan bahwa alel yang sesuai dengan
rCRS (wild type) cenderung memiliki frekuensi
yang lebih  tinggi. Namun terdapat
pengecualian pada alel Al dan A2 pada
penelitian ini. Alel A2 merupakan alel yang
sesuai dengan urutan rCRS, tetapi alel A2
memiliki frekuensi lebih rendah dibandingkan
dengan alel Al pada masyarakat Pande. Hal ini
menunjukkan bahwa alel Al  memiliki
persebaran yang lebih luas dibandingkan alel
A2 pada orang Indonesia karena pembentuk
awal (founding father) dari populasi Indonesia
lebih banyak memiliki alel Al. Alel Al pada
enzim BsuRIl juga ditemukan pada populasi
Betawi dengan frekuensi alel Al yang lebih
besar daripada alel A2 (Candramila, 2002).
Selain di Indonesia persebaran Alel Al dan alel
A2 terdapat pada populasi masyarakat Eropa
(Hofmanova, et al., 2015). Alel D1 pada
penelitian ini juga ditemukan pada populasi
masyarakat Betawi (Candramila, 2002) dan
masyarakat Eropa (Hofmanova, et al., 2015).
Alel khas yang diduga hanya dimiliki oleh
masyarakat Pande atau masyarakat Bali yaitu
alel B2, alel C2 dan alel D2. Alel tersebut tidak
ditemukan pada masyarakat Betawi maupun
masyarakat Eropa. Adanya alel ini sementara
dapat dijadikan referensi  profil DNA
masyarakat Pande atau masyarakat Bali.
Sedangkan alel E merupakan alel yang dimiliki
oleh seluruh sampel dalam penelitian ini. Hal
serupa juga didapat dari penelitian Candramila
(2002) pada masyarakat Betawi. Alel E
merupakan alel monomorfik yang dimiliki oleh
semua masyarakat di dunia karena belum ada
laporan mengenai situs pemotongan enzim
Hindlll pada daerah D-Loop mtDNA di
masyarakat di dunia. Penelitian Hofmanova et
al. (2015) dan Bandelt et al. (2013) pada
masyarakat Eropa juga menyebutkan tidak

215



JURNAL METAMORFOSA 1V(2): 210-217 (2017)

adanya situs pengenalan enzim Hind Il pada
sekuen daerah D-loop DNA mitokondria. Oleh
karena itu enzim Hind Il disarankan untuk
tidak digunakan dalam analisa DNA untuk
kepentingan forensik.

KESIMPULAN

Penelitian ini dapat mengidentifikasi
sebanyak sembilan ragam alel. Enzim Hae IlI,
Hinf I, Mbo | dan Dde | memiliki masing-
masing dua ragam alel sedangkan enzim Hind
I memiliki satu macam alel. Alel A1, alel A2,
alel B1, alel, C1, alel D1 dan alel E merupakan
alel universal yang dimiliki oleh sebagian besar
masyarakat di seluruh dunia sedangkan alel B2,
alel C2 dan alel D2 diduga hanya dimiliki oleh
masyarakat Pande atau masyarakat Bali.
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