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ABSTRAK 

 

“Konstruksi dan Optimasi Primer DNA Mitokondria Manusia (Homo 

sapiens) pada Daerah D-Loop: Hypervariable Segment II dalam Biologi 

Forensik” 

 

Antonia Anindyanari Paramartastri Nitisara 

 

Analisis genetik berbasis DNA menjadi metode yang sangat penting dalam forensik. Secara umum, 

analisis genetik dilakukan dengan cara membuat profil DNA untuk membuktikan kebenaran 

identitas seseorang dalam suatu kasus. Namun, jejak biologis yang ditemukan di tempat kejadian 

perkara seringkali mengalami kerusakan atau berasal dari sampel yang sudah tua. Pemeriksaan 

forensik melalui pendekatan molekuler menggunakan daerah Hypervariable Segment II di dalam 

DNA mitokondria dapat dijadikan sebagai alternatif solusi. DNA mitokondria diwariskan secara 

maternal dan mempunyai daya salin tinggi sehingga menjadikan DNA mitokondria sebagai marka 

genetik yang ideal untuk kasus-kasus dengan kondisi tertentu. Penelitian ini bertujuan untuk 

merancang dan mengoptimalkan primer spesifik DNA mitokondria manusia D-Loop HVS II 

sebagai salah satu komponen penting dalam proses amplifikasi. Primer daerah HVS II dirancang 

dan diseleksi menggunakan situs NCBI, Primer3Plus, dan NetPrimer Biosoft. Primer dirancang 

untuk memastikan spesifisitas terhadap DNA target dan digunakan untuk mengamplifikasi DNA 

yang diambil dari sampel usap bukal. DNA dari sampel usap bukal diekstraksi menggunakan 

PrepFiler™ Forensic DNA Extraction Kit. Konsentrasi dan kemurnian ekstrak DNA diukur 

menggunakan NanoVue. Primer yang dirancang disintesis oleh Genewiz (China) dan optimasi 

primer dilakukan dengan PCR gradien. Proses pembacaan sekuens individu dilakukan dengan 

metode sekuensing Sanger. Hasil penelitian ini meliputi dua utas primer selektif pengkode daerah 

spesifik HVS II yang mampu mengamplifikasi daerah target sepanjang 433-513 bp pada suhu 

annealing optimal 56.5°C. Analisis hasil sekuensing menunjukkan adanya heteroplasma dan 

bahwa individu Z dikelompokkan dalam haplogroup N21 dan L4b yang masih dalam satu garis 

keturunan. Pengujian primer HVS II A dan HVS II B secara in silico dan in vitro dapat digunakan 

untuk mempermudah pemeriksaan kasus-kasus forensik. 

 

Kata kunci: biologi forensik, konstruksi primer, DNA mitokondria, HVS II D-Loop, PCR gradien  
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ABSTRACT 

 

“Construction and Optimization of Human (Homo sapiens) Mitochondrial 

DNA Primers in the D-Loop Hypervariable Segment II Region in Forensic 

Biology” 

 

Antonia Anindyanari Paramartastri Nitisara 

 

DNA-based genetic analysis is a crucial method in forensic science. Generally, genetic analysis is 

conducted by creating a DNA profile to confirm an individual’s identity in a case. However, 

biological traces found at crime scenes are often degraded or originate from old samples. Forensic 

examination using a molecular approach that targets the Hypervariable Segment II (HVS II) region 

of mitochondrial DNA can serve as an alternative solution. Mitochondrial DNA is maternally 

inherited and exists in high copy numbers, making it an ideal genetic marker for cases involving 

degraded or limited biological samples. This study aims to design and optimize human 

mitochondrial DNA D-Loop HVS II specific primers as one of the important components in the 

amplification process. Primers targeting the HVS II region were designed and selected using the 

NCBI database, Primer3Plus, and Net-Primer Biosoft. The primers were carefully designed to 

ensure specificity for the target region and were used to amplify DNA obtained from buccal swab 

samples. DNA from buccal swab samples was extracted using the PrepFiler™ Forensic DNA 

Extraction Kit. The concentration and purity of the extracted DNA were measured using a 

NanoVue spectrophotometer. The designed primers were synthesized by Genewiz (China), and 

primer optimization was carried out using gradient PCR. The process of reading individual 

sequences was carried out using the Sanger sequencing method. The results of this study include 

two selective primer threads encoding the HVS II region that can amplify the target region along 

433-513 bp at an optimal annealing temperature of 56.5°C. Analysis of the sequencing results 

showed the presence of heteroplasmy and that individual Z was grouped into haplogroups N21 

and L4b which are still in the same lineage. In silico and in vitro testing of HVS II A and HVS II B 

primers can be used to facilitate the examination of forensic cases. 

 

Keywords: forensic biology, primer construction, mitochondrial DNA, HVS II D-Loop, gradient 

PCR 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar belakang 

Analisis genetik berdasarkan utas DNA unik individu untuk tujuan forensik dapat 

dilakukan melalui pembuatan profil DNA. Keberhasilan pembuatan profil DNA individu 

sangat bergantung pada kondisi sampel biologis yang ditemukan di tempat kejadian perkara 

(TKP) (Kuś et al., 2016). Sejak tahun 1996, analisis genetik terhadap orang hilang 

menggunakan jejak biologis banyak dilakukan menggunakan profil DNA autosomal atau 

DNA inti (nDNA) (Pajnič et al., 2001). DNA yang diisolasi dari sampel yang sudah tua atau 

rusak seringkali ditemukan dalam kondisi terdegradasi atau bahkan tidak tersedia sama 

sekali (Amorim et al., 2019). Kondisi ini mengakibatkan sulitnya mendapatkan DNA 

autosomal yang cukup untuk proses identifikasi (Pajnič, 2019). Faktor-faktor yang 

mempengaruhi degradasi DNA inti umumnya berasal dari faktor eksternal yang berdampak 

pada kualitas sampel biologis, seperti kondisi substrat, lingkungan TKP, serta waktu 

pengambilan sampel (Buś et al., 2016). Contoh sampel biologis yang telah mengalami 

degradasi, seperti sisa kerangka tulang (Holland et al., 1993), sisa kerangka gigi (Victoria, 

2024), sisa batang rambut, dan kuku jenazah yang sudah membusuk (Allouche et al., 2008) 

umumnya mengandung DNA inti dalam jumlah yang sangat terbatas (Bhoyar et al., 2024; 

Szargut et al., 2025). Sebagai alternatif untuk mengatasi keterbatasan dalam penggunaan 

DNA inti, metode profil genetik berbasis DNA mitokondria (mtDNA) mulai diperkenalkan 

pada tahun 2004 dalam analisis biologi forensik (Pajnič et al., 2004). 

DNA mitokondria adalah material genetik yang terletak di dalam mitokondria, yaitu 

organel sel bermembran yang berada di sitoplasma (Court, 2021). Dalam biologi forensik, 

DNA mitokondria sering dimanfaatkan untuk analisis kasus paternitas dan hubungan 

kekerabatan, khususnya dalam penelusuran garis keturunan maternal. Berbeda dengan DNA 

inti yang diwariskan dari kedua orang tua, DNA mitokondria hanya diturunkan melalui garis 

ibu (Amorim et al., 2019a). Selain itu, mtDNA juga sering digunakan dalam analisis DNA 

purba hingga triase identifikasi korban bencana (Court, 2021). Beberapa kelebihan 

penggunaan mtDNA, antara lain jumlah daya salin yang tinggi dalam satu sel, resisten 

terhadap cekaman dan degradasi, serta ukuran genomnya yang kecil (Kowalczyk et al., 

2021). DNA mitokondria berbentuk sirkuler dan tersusun atas daerah kontrol (Daud et al., 
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2014) yang berperan dalam proses replikasi dan transkripsi (Amorim et al., 2019a). Daerah 

kontrol atau daerah non-coding ini dikenal sebagai Displacement Loop (D-Loop) mtDNA 

dengan tiga segment hypervariable, yaitu segment I, II, dan III (HVS I, II, dan III) (Chong et 

al., 2005). Analisis profil genetik mtDNA didasarkan pada kondisi variasi Single Nucleotide 

Polymorphism (SNPs) melalui sekuensing pada dua wilayah paling bervariasi dalam genom, 

yaitu HVS I (nukleotida 16.024-16.365) dan HVS II (nukleotida 73-340) (Irwin et al., 2011; 

Taylor & Turnbull, 2005). Informasi variasi SNPs pada daerah hypervariable digunakan 

untuk membentuk haplotype individu, yang kemudian diklasifikasikan ke dalam haplogroup 

berdasarkan kesamaan garis keturunan maternal (H. Li et al., 2024; Rakha et al., 2016). 

Analisis variasi urutan nukleotida pada daerah D-Loop mtDNA memungkinkan analisis 

individu dalam skala populasi (Yudianto et al., 2022). 

Dalam proses analisis sekuens individu menggunakan D-Loop mtDNA, diperlukan 

beberapa tahapan, meliputi ekstraksi DNA, perancangan primer spesifik, amplifikasi DNA 

menggunakan teknik PCR, serta proses sekuensing. Hasil sekuensing kemudian akan 

dibandingkan dengan Cambridge Reference Sequence (rCRS) sebagai acuan (H. Li et al., 

2024). Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik dasar biologi molekuler untuk 

memperbanyak atau mengamplifikasi daerah atau gen target pada DNA melalui reaksi 

enzimatik yang bergantung pada spesifisitas primer (McDonald et al., 2024). Pengujian 

DNA mitokondria saat ini melibatkan amplifikasi wilayah HVS I dan HVS II menggunakan 

primer spesifik yang mentarget lebih banyak conserved region (Sultana & Sultan, 2018). 

Konstruksi primer yang tepat menjadi salah satu faktor penting dalam menentukan 

keberhasilan proses PCR. Amplifikasi spesifik dari gen target mengharuskan primer tidak 

memiliki kecocokan dengan gen non-target atau bersifat spesifik hanya terhadap gen target 

(Ye et al., 2012).   

Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dilakukan optimasi pasangan primer yang 

spesifik terhadap daerah HVS II untuk mengetahui profil DNA seseorang menggunakan 

sampel usap bukal manusia. Penelitian ini hanya melibatkan satu segment, yaitu HVS II dari 

total tiga segment daerah kontrol D-Loop mtDNA. HVS II memiliki tingkat variasi genetik 

yang tinggi akibat keberadaan heteroplasma, yaitu kondisi ketika terdapat lebih dari satu 

jenis sekuens DNA mitokondria dalam satu individu (Connell et al., 2023; Santos et al., 



3 
 

2005; Sekiguchi et al., 2003). Hal ini menjadikan HVS II sebagai marka penting dalam 

analisis genetik, khususnya dalam studi kekerabatan maternal (Asari et al., 2008). 

 

1.2. Rumusan masalah 

a. Bagaimana spesifitas primer yang dikonstruksi untuk mengamplifikasi daerah HVS II 

D-Loop mtDNA pada sampel usap bukal manusia? 

b. Bagaimana hasil sekuensing menggunakan primer daerah HVS II D-Loop mtDNA 

berdasarkan variasi mutasi dan efisensinya dalam memprediksi haplogroup skala 

populasi?  

 

1.3. Tujuan penelitian 

a. Mengetahui spesifitas primer yang dikonstruksi dalam mengamplifikasi daerah HVS II 

D-Loop mtDNA pada sampel usap bukal manusia. 

b. Menganalisa hasil sekuensing menggunakan primer daerah HVS II D-Loop mtDNA 

berdasarkan variasi mutasi dan efisensinya dalam memprediksi haplogroup skala 

populasi. 

 

1.4. Manfaat penelitian 

a. Menghasilkan pasangan primer spesifik daerah HVS II D-Loop mtDNA dalam skala 

laboratorium sebagai alternatif metode untuk kondisi sampel rusak dengan DNA 

autosomal terdegradasi. 

b. Mampu mengembangkan metodologi biologi forensik di Indonesia sebagai upaya 

penanganan kasus kriminal maupun kasus forensik lainnya secara cepat dan efisien. 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Simpulan 

Penelitian ini memberikan kesimpulan bahwa: 

a. Primer yang telah dikonstruksi menunjukkan spesifisitas yang baik dalam 

mengamplifikasi daerah HVS II pada wilayah D-Loop mtDNA dari sampel usap bukal 

manusia. Primer daerah HVS II mampu menghasilkan amplikon tunggal dengan ukuran 

433 bp dan 513 bp. Suhu optimum dalam proses amplifikasi DNA mitokondria adalah 

56.5˚C.  

b. Analisis efisiensi primer melalui hasil sekuensing memperlihatkan kedua utas primer 

forward HVS II mampu menghasilkan data yang dapat diinterpretasikan secara 

bioinformatik, meskipun terdapat perbedaan hasil analisis. Hasil analisa menunjukkan 

bahwa individu Z diklasifikasikan dalam haplogroup L4b2 (HVS II A) dan N21 (HVS II 

B) yang merupakan haplogroup dari beberapa populasi di suatu wilayah Indonesia. 

Kondisi ini disertai dengan heteroplasma yang terjadi di dalam satu sel bukal individu. 

 

5.2. Saran 

Saran untuk penelitian selanjutnya maupun penelitian serupa: 

a. Perlu dilakukan optimasi komponen dan kondisi sekuensing, yaitu penambahan 

pengulangan sebagai cadangan data duplo dan melibatkan individu lain baik kerabat 

maupun non-kerabat sebagai pembanding. Tujuannya adalah melihat kondisi 

heteroplasma serta memperdalam analisis bioinformatik terhadap prediksi haplogroup 

antar individu atau intra-species Homo sapiens. 

b. Pengujian primer forward dan reverse HVS II A dan HVS II B sebaiknya dilakukan juga 

terhadap sampel terdegradasi, yaitu sampel biologis selain sel bukal atau sel epitel untuk 

melihat kemampuan primer dalam mengamplifikasi mtDNA pada sampel yang sudah 

rusak. 
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