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3.3. Analisis Data 

Hasil sekuensing dianalisis menggunakan software Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis versi 12 (MEGA 12). Pensejajaran nukleotida pada gen GH 

dilakukan dengan program ClustalW untuk mengidentifikasi SNP dan 

membandingkan gen GH domba Dorper dengan domba lain dengan spesies sama 

yaitu Ovis Aries yang ada di website National Center of Biotechnology Information 

(NCBI). Proses pensejajaran tersebut disajikan pada Lampiran 3.  



 

 

 

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Hasil Ekstraksi DNA Genome Domba Dorper 

 Hasil ekstraksi DNA genome domba Dorper divisualisasikan menggunakan 

elektroforesis gel agarosa 1% dapat dilihat pada Ilustrasi 2.  

  

 Ilustrasi 2. Hasil elektroforesis gel agarosa DNA Genome domba  

   Dorper 

 Seluruh pita sampel DNA genome domba Dorper menunjukkan pita yang 

relatif seragam. Menurut Yasin et al. (2017), kuantitas dan kualitas DNA hasil 

ekstraksi dapat diamati melalui ketebalan dan kejelasan pita pada gel. Hasil 

elektroforesis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan ketebalan pita DNA antar 

sampel. Menurut Pasaribu et al. (2022), pita DNA yang tampak tebal dan jelas 

menunjukkan bahwa konsentrasi DNA hasil ekstraksi tinggi, sedangkan pita yang 

tipis menandakan bahwa konsentrasi DNA yang diperoleh rendah. Pita DNA yang 
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diperoleh tampak terang dan berada di bagian atas gel, menunjukkan bahwa DNA 

tidak mengalami degradasi dan memiliki ukuran fragmen yang besar. Menurut  Xue 

et al. (2025), hasil ekstraksi DNA memiliki kemurnian dan integritas tinggi apabila 

menunjukkan pita yang jelas serta tidak terdapat indikasi degradasi. 

 Kualitas DNA yang dihasilkan dipengaruhi oleh berbagai faktor. Menurut 

Wardana dan Mushlih (2021), kemurnian dan konsentrasi isolat DNA dipengaruhi 

oleh faktor teknis selama ekstraksi, suhu dan lama waktu inkubasi, sumber DNA, 

merk kit yang digunakan serta keahlian peneliti dalam pengerjaan. Berdasarkan 

hasil visualisasi DNA, diperoleh pita DNA yang jelas dan relatif utuh sehingga 

menunjukkan bahwa DNA hasil isolasi memiliki kualitas yang baik dan layak 

digunakan sebagai templat pada proses analisis selanjutnya yaitu amplifikasi gen.  

4.2. Hasil Amplifikasi Gen GH Domba Dorper 

 Gen GH domba Dorper berhasil diamplifikasi dan divisualisasikan 

menggunakan elektroforesis gel agarosa 1% dan disajikan pada Ilustrasi 3. Seluruh 

sampel menunjukkan pita tunggal pada posisi yang relatif sama. Ukuran fragmen 

hasil amplifikasi gen GH diperkirakan sekitar ~1400 bp yang mencakup daerah 

promotor hingga intron 4. Menurut Paneja et al. (2024) panjang fragmen pada 

sampel dapat diidentifikasi melalui perbandingan pita DNA sampel dengan pita 

DNA marker.  Panjang ini sesuai dengan ukuran target yang dirancang berdasarkan 

pasangan primer yang digunakan yaitu 1419 bp. Munculnya pita tunggal tanpa pita 

non-spesifik menunjukkan bahwa primer memiliki spesifisitas yang baik terhadap 

daerah target gen GH. Hal ini sesuai dengan pendapat McDonald et al. (2024) 
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bahwa spesifisitas PCR yang tinggi sebagian besar dapat dikaitkan dengan primer 

spesifik yang ada dalam reaksi dan kondisi siklus yang ketat yang digunakan.  

 

 Ilustrasi 3. Visualisasi Hasil Amplifikasi fragmen gen Growth   

                         Hormone (GH) Domba Dorper  

 

 Hasil visualisasi juga menunjukkan intensitas ketebalan pita yang beragam. 

Ketebalan pita DNA pada hasil elektroforesis mencerminkan jumlah produk PCR 

yang dihasilkan, di mana pita yang lebih tebal menunjukkan konsentrasi DNA yang 

lebih tinggi. Hasil penelitian Mazlan et al. (2024) menunjukkan bahwa konsentrasi 

DNA templat secara signifikan memengaruhi efisiensi dan spesifisitas PCR, yang 

ditunjukkan oleh meningkatnya intensitas pita amplifikasi gen target, sementara 

penurunan konsentrasi templat DNA memperjelas pembentukan primer-dimer yang 

menyebabkan amplifikasi non-spesifik. Primer dimer merupakan ikatan yang 

terbentuk ketika dua primer saling menempel satu sama lain, bukan menempel pada 

DNA target. Oleh karena itu, perbedaan intensitas pita menunjukkan variasi jumlah 

produk PCR yang dapat memengaruhi interpretasi hasil analisis selanjutnya. 
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4.3. Hasil Restriksi Gen GH Domba Dorper 

 Hasil pemotongan gen GH menggunakan enzim restriksi ApaI 

divisualisasikan dengan elektroforesis gel agarosa 3% dan disajikan pada Ilustrasi 

4. Estimasi ukuran fragmen dilakukan dengan membandingkan migrasi pita DNA 

terhadap DNA marker 100 bp. Pola empat pita yang dihasilkan menunjukkan 

kesesuaian dengan prediksi pemotongan enzim ApaI pada gen GH berdasarkan 

virtual digest yang dilakukan melalui www.restrictionmap.org. Hal ini sesuai 

pendapat Han et al. (2008) yang menyatakan bahwa untuk menentukan ukuran 

fragmen hasil restriksi dari data sekuens dapat  dianalisis menggunakan perangkat 

lunak RestrictionMapper versi 3. Empat pita yang terdeteksi masing-masing 

diperkirakan berukuran ~121 bp, ~157 bp, ~819 bp, dan ~322 bp.   

 

Ilustrasi 4. Hasil elektroforesis PCR-RFLP gen Growth Hormone setelah  

 dipotong oleh enzim restriksi ApaI 

 

 Seluruh sampel memiliki satu jenis pola restriksi yaitu  empat fragmen pada 

semua ternak yang diteliti. Hasil penelitian ini mengindikasikan hanya terdapat satu 

genotipe pada lokus gen GH yang diamati. Keseragaman pola pita ini menunjukkan 

http://www.restrictionmap.org/
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bahwa tidak terjadi perubahan nukleotida yang menyebabkan terbentuk atau 

hilangnya situs pengenalan enzim ApaI pada daerah gen GH yang diamplifikasi. 

Hal ini sesuai dengan pendapat Amiteye (2021) bahwa perbedaan panjang fragmen 

hasil pemotongan enzim restriksi disebabkan oleh mutasi yang menghilangkan atau 

membentuk situs pemotongan pada sekuens DNA. Kondisi dimana hanya ada satu 

pola restriksi mengindikasikan bahwa tidak terdapat variasi genetik yang terdeteksi 

pada situs restriksi.  

4.4. Hasil Sekuensing   

 Analisis sekuensing dilakukan untuk mengonfirmasi hasil PCR-RFLP gen 

GH pada domba Dorper. Sebanyak 5 sampel disekuensing dengan metode Sanger 

kemudian disejajarkan dan dibandingkan dengan refrensi sekuens GH dari 

GenBank dengan Accession Number KU341778.1. Hal ini sesuai dengan pendapat 

Wegrzyn et al. (2009) bahwa deteksi mutasi dilakukan dengan membandingkan 

beberapa sekuens yang telah disejajarkan untuk menemukan perbedaan basa pada 

posisi yang sama. Hasil pensejajaran seluruh sekuens gen GH yang berhasil terbaca 

disajikan pada Lampiran 4. Perbandingan tersebut  menunjukkan urutan nuleotida 

yang sama pada situs restriksi dan tidak ditemukan situs restriksi baru ketika 

disejajarkan dengan sekuens GH refrensi. Hasil kromatrogram pada situs restriksi 

pada semua sampel juga menunjukkan sekuens dengan puncak tunggal dan tidak 

tumpang tindih. Menurut Al-Shuhaib dan Hashim (2023) dalam elektroferogram, 

puncak homozigot muncul sebagai puncak yang berbeda dan tajam dengan tinggi 

puncak tunggal. Hasil pensejajaran sekuens sampel dengan sekuens referensi 
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(Accession Number KU341778.1) pada situs restriksi enzim ApaI disajikan pada 

Ilustrasi 5. 

 

Ilustrasi 5. Hasil sekuensing gen GH Domba Dorper pada situs   

  restriksi enzim ApaI 

 Beberapa penelitian sebelumnya mengenai keragaman gen GH pada domba 

juga menunjukkan hasil monomorfik. Gen GH yang monomorfik pada domba 

ditemukan Ali et al. (2025) pada domba Yankasa dan Balami yang memiliki gen 

GH monomorfik pada intron 4 dan ekson 5 pada kedua bangsa, yang 

mengindikasikan bahwa wilayah tersebut tidak bervariasi dan bersifat sangat 

konservatif. Sejalan dengan hal ini Yousıf dan Koyun (2022) tidak menemukan 

polimorfisme pada tiga lokus gen GH setelah pencernaan dengan enzim MspI, 

dimana seluruh 50 domba Norduz hanya menunjukkan genotipe AB. Hasil 

penelitian Cauveri et al. (2016) juga menunjukkan bahwa semua ekson gen GH 

pada domba Nilgiri sangat terkonservasi dan tidak menunjukkan adanya 

polimorfisme. Meskipun gen GH mempengaruhi sifat pertumbuhan domba, dalam 
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penelitian ini gen tersebut terbukti seragam pada lokus yang dikenali enzim restriksi 

ApaI sehingga tidak dapat digunakan sebagai penanda genetik. Mutasi diluar situs 

restriksi yang terdeteksi sekuensing metode Sanger disajikan pada Tabel 2. 

 Tabel 2. Jenis dan Posisi Mutasi pada Gen GH Domba Dorper 

Situs 

Mutasi 
Kromatogram 

Jenis 

Mutasi 

121 

g.437* 

T>C 

TT CT CC 

Transisi 

 

- 

Sampel D26, DJ3, 

D60,  

Sampel D27, 

DJ9 
 

136 

g.452* 

G>A 

GG AG AA 

Transisi 

 

- 

Sampel D26, DJ3, 

D60, DJ9 
Sampel D27  

141 

g.457* 

C>T 

CC CT TT 

Transisi 

 
Sampel D27, DJ9, 

D60 
Sampel DJ3 Sampel D26 

142 

g.457-

458* 

Ins-1bp 

del-A ins-A  

InDel 

 

- 

 Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 
  

939 

g.1254* 

C>T 

CC CT TT 

Transisi 

 

- 

Sampel D26, DJ3, 

D27 

Sampel D60, 

DJ9 
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944 

g.1259*  

A>C 

AA AC CC  

 

 

Transversi 

 

- 

Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 

 

 

968 

g.1283* 

A>G 

AA AG GG 

 

Transisi 

 

- 

 Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 
  

974 

g.1289* 

G>C 

GG CG CC 

Transversi 

 

- 

Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 
 

1171 

g.1486*  

G>A 

AA AG GG 

Transisi 

 

- 

Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 
 

1194 

g.1509* 

G>A 

AA AG GG 

Transisi 

 

- 

Sampel D26, DJ3 
Sampel 

D27,D60, DJ9 
 

1243 

g.1558* 

T>G 

TT TG GG 

Transversi 

 

- 

Sampel D26, DJ3 
Sampel D60, 

DJ9 
 

Keterangan : * : Urutan Berdasarkan Genbank (Accession number : 

KU341778.1),     :Adenin,   

   : Guanin,    : Sitosin,    : Timin 
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 Hasil analisis sekuensing pada gen GH menunjukkan adanya titik mutasi di 

luar situs restriksi. Semua mutasi yang ditemukan terletak pada daerah  intron yang 

merupakan wilayah non-coding. Mutasi pada daerah intron tidak secara langsung 

mempengaruhi struktur protein yang dihasilkan. Akan tetapi, menurut Jo dan Choi 

(2015) meskipun tidak secara langsung mengkode protein, mutasi pada intron 

banyak di antaranya terasosiasi dengan variasi sifat dan berpotensi memengaruhi 

regulasi ekspresi gen. Mutasi yang teridentifikasi didominasi oleh mutasi transisi, 

sedangkan mutasi transversi ditemukan dalam jumlah yang lebih sedikit. Hal ini 

sesuai dengan pendapat Lyons dan Lauring (2017) bahwa seleksi cenderung 

menghambat mutasi transversi, karena perubahan nonsinonim akibat transversi 

lebih jarang mempertahankan karakter biokimia asam amino asal. Selain itu, juga 

ditemukan adanya mutasi berupa insersi basa yang menunjukkan adanya variasi 

tipe InDel dalam gen GH yang diamati. 

 Mutasi insersi yang terdeteksi melalui sekuensing secara teoritis dapat 

mengubah panjang fragmen DNA hasil restriksi. Namun, karena insersi tersebut 

hanya berupa penyisipan satu basa, perbedaan ukuran fragmen menjadi sangat kecil 

sehingga sulit dibedakan secara visual melalui elektroforesis gel, terutama dengan 

penggunaan DNA marker 100 bp. Adanya insersi basa juga menyebabkan 

perubahan pola kromatogram. Perbandingan kromatogram sampel tanpa insersi dan 

sampel dengan insersi disajikan pada Ilustrasi 6. Sampel tanpa insersi menunjukkan 

puncak basa yang relatif teratur, sedangkan sampel dengan insersi menunjukkan 

perubahan pola puncak setelah titik insersi. Hal ini sesuai dengan Dehairs et al. 

(2016) bahwa indel pada salah satu alel dapat menghasilkan kromatogram 



29 

 

 

campuran dengan puncak saling tumpang tindih setelah titik mutasi, sehingga 

kualitas pembacaan sekuens pada bagian tersebut menjadi rendah. 

 

 Ilustrasi 6. Perbedaan kromatogram sampel tanpa insersi dan sampel  

   dengan insersi 

 

 Perubahan pola kromatogram setelah titik insersi dapat memengaruhi 

ketepatan pembacaan nukleotida pada posisi berikutnya. Mutasi titik yang muncul 

setelah insersi diduga tidak seluruhnya merupakan mutasi sebenarnya, melainkan 

dapat berupa kesalahan pembacaan akibat pergeseran sekuens. Kondisi ini 

diperkuat oleh posisi insersi yang berada di bagian awal sekuens, sementara data 

reverse belum mampu mengonfirmasi wilayah tersebut. Dengan demikian, 

banyaknya perbedaan nukleotida pada Lampiran 5. lebih tepat diinterpretasikan 

sebagai kemungkinan noise latar belakang. Hal ini sesuai dengan Crossley et al. 

(2020) bahwa noise kromatogram tampak sebagai puncak sekunder, dan apabila 

melebihi batas toleransi dapat menurunkan kualitas serta keandalan data 

sekuensing. 

 Distribusi mutasi yang berbeda antar sampel menunjukkan adanya variasi 

genetik pada sampel yang disekuensing mesikpun hasil RFLP menunjukkan pola 

pita yang seragam. Perbedaan hasil antara analisis sekuensing dan RFLP 

menunjukkan adanya keterbatasan metode PCR-RFLP dalam mendeteksi seluruh 



30 

 

 

variasi genetik yang ada. Hal ini sesuai pendapat Hashim dan Al-Shuhaib (2019) 

bahwa keterbatasan metode PCR-RFLP dalam mengidentifikasi variasi nukleotida 

yaitu setiap enzim restriksi hanya mengenali sekuens tertentu sehingga perubahan 

pada sekuens lain tidak terdeteksi. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk 

mendeteksi pengaruh SNP pada lokasi lain pada populasi domba Dorper di 

Indonesia yang terkait dengan sifat pertumbuhan dengan jumlah sampel yang lebih 

besar. 

 

  



 

 

 

BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

5.1.  Simpulan 

 Identifikasi keragaman gen Growth Hormone (GH) pada domba Dorper 

menggunakan metode Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) dengan 

enzim restriksi ApaI menunjukkan bahwa tidak terdapat polimorfisme pada lokus 

yang diamati, karena tidak ditemukan mutasi pada situs pengenalan enzim restriksi 

tersebut. Namun, analisis menggunakan metode sekuensing berhasil 

mengidentifikasi 11 titik mutasi yang terletak di luar situs restriksi ApaI. 

5.2.  Saran 

 Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk mengkarakterisasi 11 titik mutasi 

yang telah teridentifikasi, termasuk menentukan frekuensi alel dan genotipe pada 

populasi yang lebih besar serta mengevaluasi asosiasinya dengan sifat-sifat 

produksi dan reproduksi pada domba Dorper. 
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