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ABSTRAK

Desain dan Optimasi Primer dalam Identifikasi Hypervariable Segment I D-Loop

DNA Mitokondria (mtDNA) pada Sampel Buccal Swab Manusia (Homo sapiens)

Monayanti Simanjuntak

Analisis DNA dalam proses identifikasi individu membutuhkan konsentrasi DNA yang
cukup tinggi, tetapi seringkali sampel yang ditemukan sudah mengalami degradasi pada bagian
DNA inti. Beberapa metode lain diketahui dapat digunakan untuk proses identifikasi individu,
salah satunya dengan memanfaatkan DNA mitokondria (mtDNA). DNA mitokondria
(mtDNA) adalah suatu bagian dari sel yang dapat digunakan dalam proses identifikasi karena
diturunkan secara maternal dan memiliki rekombinasi yang lebih rendah jika dibandingkan
dengan DNA inti. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui spesifisitas dan efektifitas primer
yang didesain dalam identifikasi hypervariable segment (HVS 1) pada sampel buccal swab
manusia. Penelitian ini mengujikan kandidat primer terhadap sampel buccal swab manusia
yang diekstraksi dengan menggunakan PrepFiler ™ Forensic DNA Extraction Kit. Pembuatan
primer yang menarget daerah hypervariable segment | dilakukan dengan menggunakan
beberapa situs NCBI, Primer3Plus dan dianalisis pada NetPrimer Biosoft. Kandidat primer
yang mentarget hypervariable segment | (HVS 1) disintesis di Genewiz (China) dan dilakukan
optimasi menggunakan PCR gradient dengan sampel buccal swab. Tahap lanjutan dari proses
identifikasi individu dilakukan dengan Sanger sekuensing. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa dua pasangan primer yang telah didesain mampu mengamplifikasi wilayah
hypervariable segment | (HVS 1) DNA mitokondria dengan panjang basa 340bp dan 401bp
dengan suhu optimal annealing di 56.5 °C. Hasil analisis sekuensing dengan pasangan primer
HVS I A dan HVS | B menunjukkan bahwa variasi nukleotida dari sampel terdapat sebanyak 8
— 13 variasi. Variasi nukleotida secara umum disebabkan oleh mutasi subsittusi transisi,
transversi, dan delesi dengan ditemukan tiga situs variasi nukleotida yang sama pada setiap
primer uji. Dari hasil analisis sekuensing sampel Z, diketahui bahwa sampel termasuk kedalam
haplogroup Fla dan Fla2 yang sebagian besar dimiliki oleh populasi Asia Tenggara. Penelitian
ini dapat digunakan untuk pengungkapan kasus forensik yang barang buktinya berupa sampel
yang sudah lama atau mengalami degradasi.

Kata kunci: Buccal Swab, Desain Primer, Hypervariable Segment I, mtDNA, PCR gradient
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ABSTRACT

Primer Design and Optimization in Identification of Hypervariable Segment | D-
Loop Mitochondrial DNA (mtDNA) in Buccal Swab Samples of Human (Homo sapiens)

Monayanti Simanjuntak

DNA analysis in the process of individual identification requires a fairly high concentration of
DNA, but often the samples found are already degraded in the core DNA section. Several other
methods are known to be used for individual identification, one of which utilizes mitochondrial
DNA (mtDNA). Mitochondrial DNA (mtDNA) is a part of the cell that can be used in the
identification process because it is maternally inherited and has lack recombination when
compared to nuclear DNA. This study aims to determine the specificity and effectiveness of
primers designed in the identification of hypervariable segment (HVS 1) in human buccal swab
samples. This study tested candidate primers against human buccal swab samples extracted
using the PrepFilerTM Forensic DNA Extraction Kit. Preparation of primers targeting the
hypervariable segment | region was carried out using several sites such as NCBI, Primer3Plus
and analyzed on NetPrimer Biosoft. Primer candidates targeting hypervariable segments |
(HVS 1) were synthesized at Genewiz (China) and optimized using gradient PCR with buccal
swab samples. The next step of the individual identification process was Sanger sequencing.
The results showed that the two primer pairs that had been designed were able to amplify the
hypervariable segment | (HVS 1) region of mitochondrial DNA with a base length of 340 bp
and 401 bp with an optimal annealing temperature of 56.5°C. The results of sequencing analysis
with primer pairs HVS | A and HVS | B showed that the nucleotide variations of the samples
were 8 -13 variations. Nucleotide variations are generally caused by transitional substitution
mutations, transversions, and deletions with three sites of the same nucleotide variation found
in each test primer. From the sequencing analysis of sample Z, it is known that the sample
belongs to the Fla and Fla2 haplogroups, which are mostly shared by Southeast Asian
populations. This research can be used for the disclosure of forensic cases where the evidence
is in the form of old or degraded samples.

Keywords: Buccal Swab, Primer Design, Hypervariable Segment I, mtDNA, PCR gradient
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Analisis DNA menjadi sangat penting dalam berbagai bidang meliputi
diagnostik medis, penelitian ilmiah, dan forensik. Analisis DNA adalah suatu proses
identifikasi dengan memanfaatkan informasi genetik yang unik dan spesifik pada setiap
individu (Saferstein, 2014). Pada bidang forensik, analisis DNA digunakan untuk
identifikasi individu melalui pembuatan profil DNA. Pembuatan profil DNA individu
dapat dilakukan dengan beberapa teknik antara lain Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Variable Number Tandem Repeat (VNTR), Short Tandem
Repeat (STR), Single Nucleotide Polymorphism (SNP) typing, Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphic DNA (AFLP),
Y- chromosome Analysis, Mitochondrial DNA (mtDNA) analysis, dan Gender Typing
(Jaiswal & Nayyer, 2023). Proses tersebut dilakukan dengan menggunakan DNA yang
terdapat dari sampel biologis seperti darah, urine, air liur, buccal swab, atau jaringan
akan diekstraksi dan dianalisis.

Keberhasilan pembuatan profil DNA individu sangat dipengaruhi oleh kondisi
sampel yang ditemukan pada tempat kejadian perkara (TKP), karena sifat dari DNA
inti yang mudah terdegradasi (Kus et al., 2016). DNA sendiri tidak hanya terdapat pada
inti sel (DNA inti) tetapi dapat ditemukan juga di dalam mitokondria yang biasa disebut
sebagai DNA mitokondria (mtDNA) (Salem K. Alketbi, 2023). Pada beberapa kasus
forensik yang bertujuan mengidentifikasi individu, DNA autosomal ditemukan dengan
kondisi terdegradasi bahkan tidak ditemukan (Amorim et al., 2019). Degradasi DNA
dapat terjadi karena adanya paparan faktor lingkungan dan waktu sampel ketika
ditemukan sudah cukup lama sehingga mempengaruhi kualitas dan kuantitas dari DNA
yang didapatkan (Bus et al., 2016). Kekurangan dari analisis menggunakan DNA inti
untuk identifikasi individu pada sampel yang sudah mengalami degradasi dapat diatas
dengan menggunakan analisis profil DNA berdasarkan DNA mitokondria untuk tujuan
forensik (Grela et al., 2021). DNA mitokondria sendiri banyak digunakan sebagai
marker untuk identifikasi keragaman molekuler dan konservasi spesies non human
(Galtier et al., 2009). Namun, penggunaan DNA mitokondria juga dilakukan untuk
menganalisis urutan nukleotida dari manusia berdasarkan suatu daerah dari mtDNA
(Maksum, 2008).



Identifikasi individu menggunakan DNA mitokondria (mtDNA) dengan tujuan
untuk menghasilkan profil DNA dapat dilakukan berdasarkan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR). PCR adalah suatu teknik dasar untuk memperbanyak daerah
target deoxyribonucleic acid (DNA) melalui reaksi enzimatik (McDonald et al., 2024).
Spesifisitas proses PCR yang baik bergantung pada salah satu komponen PCR yang
berperan penting yaitu primer, sehingga reaksi dan kondisi yang diterapkan dalam
proses amplifikasi (Lorenz, 2012). Proses amplifikasi dalam identifikasi individu
menggunakan mtDNA umumnya dilakukan dengan mentarget wilayah hypervariable
yang relatif kecil pada genom mtDNA manusia (Greenberg et al., 1983; Lutz et al.,
2000). Daerah dari hypervariable yang banyak digunakan dalam identifikasi individu
untuk tujuan pengujian forensik antara lain HVS | dan HVS Il (Budowle et al., 1999).

Proses identifikasi individu menggunakan metode PCR dengan menarget
daerah hypervariable DNA mitokondria memerlukan sepasang primer yang mampu
berkomplemen pada sekuens DNA target dan bersifat spesifik (Yudianto & Margaret,
2018). Primer yang digunakan dalam proses identifikasi individu perlu didesain secara
spesifik dengan menggunakan tools yang tersedia secara online (Kamel, 2003). Suatu
primer dapat dikatakan primer yang ideal jika sudah mampu memenuhi standar suatu
primer yang ideal. Proses desain primer menjadi hal yang perlu diperhatikan untuk
menjamin keberhasilan amplifikasi. Primer harus bersifat spesifik yaitu hanya
berkomplemen dengan gen target dan tidak memiliki kecocokan dengan gen non- target
(Ye et al., 2012). Penelitian (Yudianto et al., 2022) menunjukkan bahwa penggunaan
mtDNA D-loop dengan menargetkan HVS | dan HVS 1l berdasarkan primer universal
mampu dalam analisis kekerabatan keluarga. Hal tersebut didukung juga dengan
pernyataan (Amorim et al., 2019) yaitu DNA mitokondria pada kasus forensik dapat
dilakukan untuk pengujian garis keturunan, identifikasi korban bencana identifikasi
orang hilang, dan penelusuran keluarga.

Pada penelitian yang dilakukan oleh (Daud et al., 2014), menunjukkan bahwa
hypervariable region dapat dijadikan sebagai daerah target dan proses amplifikasi dan
validasi primer dapat dilakukan dengan melakukan variasi pada suhu dan komponen
PCR yang digunakan. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan analisis desain dan
optimasi primer spesifik dalam identifikasi hypervariable segment I D-loop DNA
mitokondria (mtDNA) terhadap sampel buccal swab manusia (Homo sapiens).
Penelitian yang dilakukan akan menggunakan satu bagian dari D-loop mtDNA yaitu
HVS I (Hypervariable segment I), hal tersebut didasarkan oleh karena karakteristik dari
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HVS |. Salah satu karakteristik dari HVS | yang membuat daerah tersebut dapat

digunakan dalam identifikasi individu yaitu memiliki variasi yang tinggi dengan

rentang urutan nukleotida yang rendah dan mudah untuk diurutkan (Guba et al., 2011).

Hal ini membuat HVS | mampu digunakan sebagai daerah target yang penting dalam

proses identifikasi forensik, studi populasi, dan analisis genetik (Amorim et al., 2019;
Guba et al., 2011; Gumilar et al., 2016).

1.2 Rumusan Masalah

a.

Bagaimana spesifisitas amplikon yang didapatkan dengan daerah yang ditargetkan
yaitu hypervariable segment I (HVS I) DNA mitokondria (mtDNA) dalam
identifikasi individu?

Bagaimana efisiensi primer primer hypervariable segment I (HVS 1) DNA
mitokondria (mMtDNA) yang didesain dalam identifikasi individu dari dari sampel

biologis?

1.3 Tujuan Penelitian

a.

Mengetahui spesifisitas amplikon yang didapatkan dengan daerah target yaitu
hypervariable segment I (HVS 1) DNA mitokondria (mtDNA) untuk identifikasi
individu

Mengetahui efisiensi primer hypervariable segment | (HVS 1) DNA mitokondria
(mtDNA) hasil desain primer dalam identifikasi individu dari sampel biologis

1.4 Manfaat Penelitian

1. Mendapatkan primer yang optimal dalam mengamplifikasi gen target yaitu

hypervariable segment | (HVS 1) DNA mitokondria serta identifikasi individu pada
sampel buccal swab manusia

Mendapatkan alternatif identifikasi individu dari barang bukti Buccal Swab dengan
menggunakan DNA mitokondria (mtDNA) berdasarkan daerah hypervariable
segment I (HVS 1) D-loop mtDNA

Menambah pengetahuan dalam bidang biologi forensik terutama pemanfaatan

pengujian mtDNA untuk identifikasi individu.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan bahwa:

a. Desain primer HVS | A dan B memiliki spesifisitas yang cukup baik dalam
mengamplifikasi daerah hypervariable segment I (HVS I) D-loop DNA mitokondria
(mtDNA) dari sampel biologis manusia. Primer HVS | A dan B memiliki suhu
annealing optimal sebesar 56.5°C, dengan ukuran amplikon yang dihasilkan
sebesar 401 bp (HVS | A) dan 340 bp (HVS | B).

b. Pengujian efisiensi primer berdasarkan hasil sekuensing sampel Z menggunakan
kedua primer uji menunjukkan bahwa primer forward HVS | A dan primer HVS | B
(forward dan reverse) mampu menghasilkan data yang dapat untuk dianalisis secara
baik. Dan dari hasil analisis sekuensing diketahui jika sampel Z termasuk kedalam
haplogroup Fla (forward HVS | A dan reverse HVS | B) dan Fla(Fla2) (forward
HVS | B dan primer contig HVS | B) dengan mutasi sebanyak 8-13 variasi. Situs
mutasi identik dari haplogroup Fla yaitu situs 16304 yang terbaca pada sampel Z.

5.2 Saran

Adapun beberapa hal yang dapat diperbaiki dalam penelitian serupa, diantaranya:

1. Perlu dilakukan pengujian primer HVS | A dan HVS | B terhadap sampel biologis
lain selain buccal swab yang dapat digunakan untuk pengujian menggunakan
metode DNA mitokondria. Pengujian diharapkan terhadap sampel berupa barang
bukti yang sudah terdegradasi

2. Perlu adanya dilakukan optimasi terhadap metode sekuensing baik secara
komponen maupun kondisi running sampel. Digunakan sampel pembanding dari
sampel uji untuk mengetahui proses mutasi yang terjadi pada sampel serta

membantu proses klasifikasi haplogroup dari sampel uji atau individu.
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