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RINGKASAN

ZERLINDA FAIRUZ AZMI. 23010122130110, 2026. Identifikasi Keragaman
Gen Leptin pada Domba Dorper (Pembimbing: SUTOPO dan DELA AYU
LESTARI).

Penelitian in1 bertujuan untuk mengidentifikasi keragaman gen Leptin pada
domba Dorper. Manfaat penelitian in1 adalah untuk memberikan informasi dasar
ilmiah dalam seleksi molekuler dan mempercepat peningkatan mutu genetik. Gen
Leptin merupakan salah satu gen kandidat yang berperan dalam regulasi
metabolisme energi, pertumbuhan, dan komposisi tubuh, sehingga penting untuk
dikaji dalam kaitannya dengan peningkatan produktivitas ternak.

Materi yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel darah Domba
Dorper yang berasal dari Kabupaten Malang dengan jumlah sampel 85 domba
Dorper yang terdiri dari 16 domba jantan dan 69 domba betina sebagai representasi
populasi. Bahan yang digunakan pada penelitian meliputi Geneid DNA Extraction
Kit, etanol, agarose, aquadest, larutan TBE, FloroSafe DNA stain, DNA loading
dye, DNA ladder, my taqg Polymerase HS red mix, PCR water atau ddH20, enzim
restriksi BspM1 (Bacillus Spesies M1) dan sepasang primer yang didesain
menggunakan primer 3 plus yakni F: 5°- GGT CCA CAA GCT CAG ACCTG -3’
dan R: 5’- GAG GAG ACG GAC TGC TAT GC -3°. Alat yang digunakan pada
penelitian ini meliputi tabung EDTA 3 ml, spuit 3 ml, ice box, ice gel, freezer, alat
tulis, label, micropippete, microtip, microtube, microtube rack, heatblock, vortex,
spin-down, centrifuge, GS-coloumn, collection tube, timbangan analitik, sendok
kecil, beaker glass, erlenmayer, plastic wrap, microwave, gel tray, comb, mesin
Polymerase Chain Reaction (PCR) Bio-Rad T=100, PCR tube, gel electrophoresis
system, gel documentation system, sarung tangan lateks, tabung eppendorf dan
magnetic stirrer.

Penelitian dilaksanakan melalui beberapa tahapan, meliputi ekstraksi DNA,
amplifikasi gen Leptin menggunakan PCR, restriksi dengan menggunakan enzim
BspM1 dengan metode PCR-RFLP, serta alignment (pensejajaran) sekuensing
menggunakan MEGA 12. Pensejajaran dilakukan untuk mengetahui titik mutasi.

Hasil analisis RFLP menunjukkan adanya beberapa pola pita, namun tidak
seluruhnya mampu membedakan genotipe secara jelas. Hal ini dibuktikan dengan
hasil sekuensing yang menunjukkan bahwa satu pola pita dapat merepresentasikan
lebih dari satu variasi genetik, sehingga menimbulkan ketidakpastian dalam
penentuan genotipe. Hasil penelitian menunjukkan adanya keragaman genetik gen
Leptin pada domba Dorper dengan mutasi transisi dan insersi pada daerah intron 2
meliputi 2.2306 (A=2>G), g.2344 (T->C), 2.2703 (A->G), g.2724 (T->C) dan
g.2732 (insersi A). Oleh karena terdapat ambiguitas antara pengelompokan
genotipe hasil PCR-RFLP yang dibandingkan dengan hasil sekuensing, maka
peneliti perlu melakukan validasi genotipe melalui sekuensing untuk seluruh
sampel penelitian serta asosiasi gen Leptin dengan sifat — sifat pertumbuhan.
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BAB I

PENDAHULUAN

Domba Dorper merupakan salah satu rumpun domba potong unggulan yang
banyak diminati di Indonesia. Domba Dorper adalah jenis domba penghasil daging
yang penting secara komersial, terkenal karena tingkat pertumbuhannya yang
tinggi, komposisi karkas yang menguntungkan, kemampuan beradaptasi dengan
lingkungan (Wang et al., 2025). Domba Dorper memiliki rata — rata pertambahan
bobot harian yang tinggi dan karakter karkas yang kompetitif (Brand ez al., 2017).
Dorper sering digunakan untuk persilangan ras lokal untuk meningkatkan
pertumbuhan dan kualitas karkas. Persilangan Dorper dengan domba lokal seperti
Garut menghasilkan keturunan dengan pertumbuhan lebih cepat dan bobot sapih
yang lebih besar (Jannah et al., 2025).

Berdasarkan wuraian di atas, perlu dilakukannya penelitian yang
mendukung program pemuliaan domba Dorper di Indonesia yang berorientasi pada
peningkatan produktivitas, pertumbuhan, serta reproduksi melalui analisis
molekuler. Salah satu kandidat gen yang berpotensi besar untuk seleksi
pertumbuhan adalah gen Leptin. Leptin merupakan hormon yang dihasilkan oleh
jaringan adiposa dan berperan dalam regulasi keseimbangan energi, metabolisme
lipid serta fungsi reproduksi (Obradovic ef al., 2021). Analisis keragaman gen
Leptin dapat memberikan gambaran mengenai potensi genetik populasi Dorper di
Indonesia dan menjadi dasar dalam perencanaan strategi seleksi jangka panjang

(Lakhssassi et al., 2020).
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Sejumlah  penelitian menunjukkan bahwa  Single  Nucleotide
Polymorphism (SNP) yang terdapat pada gen Leptin berhubungan erat dengan sifat
produksi, pertumbuhan, efisiensi penggunaan pakan, dan performa reproduksi pada
ruminansia (Kurlyana dan Hartatik, 2023). Polimorfisme pada gen Leptin pada sapi
telah teridentifikasi pada wilayah promotor, intron dan ekson dimana setiap
polimorfisme berasosiasi terhadap sifat produksi seperti berat badan, berat karkas
dan produksi susu pada berbagai bangsa sapi (Putra dan Indriastuti, 2017). Boucher
et al., (2006) mengidentifikasi bahwa pada domba, polimorfisme gen Leptin
mempengaruhi pertumbuhan otot, lemak dan kualitas karkas. SNP pada g.3272 T/C
pada sapi persilangan dilaporkan memiliki asosiasi yang signifikan terhadap bobot
lahir, panjang tubuh dan PBBH (Ermawati et al., 2024).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi keragaman gen
Leptin pada domba Dorper di Indonesia. Manfaat dari penelitian ini adalah untuk
memberikan informasi dasar ilmiah dalam seleksi molekuler dan mempercepat
peningkatan mutu genetik. Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat keragaman

gen Leptin pada domba Dorper di Indonesia.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Domba Dorper

Domba Dorper (Ovis aries) adalah jenis domba pedaging terkenal di dunia
yang dikembangkan pada tahun 1930-an melalui persilangan domba Dorset Horn
dan Blackhed Persian di Afrika Selatan (Qiao et al.,, 2022). Domba Dorper
merupakan salah satu bangsa domba pedaging yang memiliki pertumbuhan cepat
dan memiliki adaptasi yang baik pada kondisi lingkungan panas serta banyak
digunakan dalam persilangan untuk meningkatkan performa pertumbuhan dan
karkas (Lunesu et al., 2023). Domba Dorper memiliki bulu polos dengan warna
hitam di kepala dan putih di tubuhnya (Pelotshweu et al., 2025). Tampilan domba

Dorper disajikan pada Ilustrasi 1.

[lustrasi 1. Domba Dorper (Liu et al., 2022)

Rata — rata bobot badan domba Dorper pada umur 1 — 2 tahun dapat

mencapai 62 kg untuk jantan dan 44 kg untuk betina (Phaladi er al., 2024). Anak
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domba Dorper sebelum disapih memiliki bobot badan sebesar 28,10 + 1,2 kg
(Ramli et al.,2025). Berat karkas domba Dorper berkisar antara 22-50 kg serta
mampu menghasilkan persentase karkas dengan nilai rata — rata tertinggi mencapai
49.7% (Pena et al., 2017). Selanjutnya dilaporkan pula persentase karkas pada
domba Dorper muda dapat mencapai sekitar 50% (Cloete et al., 2000). Dompa
Dorper juga dapat memiliki bobot badan harian (Average Daily Gain/ADG)

mencapai 266.4 g/hari dari lahir hingga umur 28 hari (Gavojdian et al., 2013).

2.2. Keragaman Genetik Gen Leptin

Keragaman genetik merupakan variasi sifat genetik antar individu dalam
suatu populasi atau spesies yang mencakup perbedaan dalam urutan DNA, struktur
kromosom dan polimorfisme protein (Peringottillam dan Manickavelu, 2024).
Keragaman genetik merupakan bahan baku untuk studi pemuliaan dengan
memahami evolusi dan kemampuan adaptasi ternak terhadap berbagai kondisi
lingkungan (Saravanan et al., 2022). Selain itu, identifikasi keragaman genetik
dapat digunakan untuk upaya konservasi plasma nutfah dan pengembangan
program pemuliaan berkelanjutan (Kostova dan Bojinov, 2018).

Salah satu cara untuk mengidentifikasi dan memanfaatkan keragaman
genetik dalam studi molekuler adalah Single Nucleotide Polymorfism (SNP). SNP
merupakan variasi pada salah satu posisi dalam urutan DNA di antara individu yang
menjadi salah satu penanda molekuler dalam program pemuliaan ternak untuk
peningkatan sifat genetik yang diinginkan (Mishra et al., 2020). SNP merupakan

bagian dari seleksi genomik dan marker-assisted selection (MAS) yang mengaitkan
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profil SNP dengan sifat — sifat fenotipe ternak sehingga memungkinkan
pengambilan keputusan pemuliaan yang lebih tepat (Izamin et al., 2026).

Breeding selection merupakan proses penting dalam peternakan yang
bertujuan untuk meningkatkan sifat — sifat yang diinginkan guna meningkatkan
produktivitas kualitas dan kemampuan adaptasi (Rafian dan Lase 2023). Breeding
selection dilakukan dengan memanfaatkan keragaman genetik yang terdeteksi
melalui SNP untuk meningkatkan mutu ternak. Pemuliaan dengan metode
konvensional berfokus pada sifat fenotipe yang sering kali mengakibatkan
kemajuan genetik yang lebih lambat akibat periode generasi yang lebih panjang dan
kurangnya seleksi yang akurat (Zinnatov et al., 2020). Namun, metode modern kini
menekankan seleksi berbasis genetik atau genomic selection dimana marker DNA
digunakan untuk memperkirakan nilai breeding individul secara akurat dan lebih
cepat (Ibtisham et al., 2017).

Leptin merupakan hormon yang dikodekan oleh gen Leptin melalui proses
transkripsi dan translasi. Leptin berperan dalam pengaturan asupan pakan,
metabolisme lemak, keseimbangan energi tubuh, reproduksi serta hematopoiesis
(Orra et al., 2007). Leptin sebagian besar dihasilkan oleh jaringan adiposa untuk
memberikan sinyal kepada sistem saraf pusat (SSP) mengenai total cadangan lemak
tubuh (Agarwal er al, 2009). Leptin juga membantu dalam pengaturan asupan
pakan dengan menekan rasa lapar, sehingga mengurangi massa lemak di adiposit
(Al-Hussaniy et al., 2021). Leptin berperan penting dalam fungsi reproduksi dengan
berinteraksi dengan hipotalamus-hipofisa-gonad sehingga mempengaruhi sekresi

hormon reproduksi seperti GnRH, FSH dan LH (Herdis er al., 2025). Selain
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berfungsi dalam regulasi energi dan reproduksi, Leptin berperan dalam sistem imun
yang mendukung makhluk hidup untuk melawan infeksi dan trauma yang sangat
krusial untuk mempertahankan kesehatan dan produktivitas secara keseluruhan
(Wylie, 2011). Pada domba (Ovis aries), gen Leptin terletak pada kromosom 4
(OAR4q32) (Perucatti et al., 2006), yang terdiri dari 3 ekson dan 2 intron sepanjang

16 kb (Rahmat et al., 2020).

2.3. Ekstraksi DNA dan Elektroforesis

Ekstraksi DNA merupakan tahapan awal penting dalam penelitian
molekuler untuk mendapatkan materi genetik yakni DNA dengan memisahkan
DNA dari komponen sel lainnya (Ariyanti dan Sianturi, 2019). Sampel genetik
dapat berasal dari darah, jaringan lunak, tulang dan gigi, air liur, akar rambut, sel
kulit mati serta sperma (Famuji, 2023). Tahapan pada ekstraksi DNA diantaranya
persiapan sampel, sel lisis, pengikatan DNA, pencucian dan elusi (AS, 2025).
Kondisi ekstrak DNA tanpa residu sangat penting untuk tahap kerja selanjutnya,
karena keberadaan residu dari tahap ekstraksi dapat menghambat reaksi kimia pada
tahap teknologi DNA selanjutnya (Hutami et al., 2018).

Elektroforesis merupakan teknik yang digunakan untuk memisahkan
molekul bermuatan berdasarkan pergerakannya dalam medan listrik melalui
medium seperti gel dan cairan (Rana dan Joshi, 2023). Pergerakan partikel —
partikel dipengaruhi oleh ukuran, bentuk dan muatannya, sehingga memungkinkan
pemisahan dan analisis berbagai biomolekul (Maity er al., 2022). Setelah

melakukan tahapan elektroforesis gel agarosa, visualisasi pita DNA penting
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dilakukan dalam analisis hasil amplifikasi DNA yang bertujuan menilai
keberhasilan amplifikasi serta mengevaluasi kualitas pita DNA yang terbentuk
(Fatimatuzzahra et al., 2025). Pita DNA yang terang dan tebal menunjukan DNA
yang baik serta konsentrasi yang tinggi sedangkan pita DNA yang tipis
menunjukkan konsentrasi DNA yang kurang maksimal dan rendah (Robba et al.,
2024). Elektroforesis biasanya digunakan untuk tujuan analisis, tetapi dapat
digunakan pula untuk separasi makromolekul dan teknik preparatif untuk

memurnikan molekul sebelum digunakan dalam metode lain seperti sekuensing

(Satiyarti et al., 2017).

2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu metode enzimatis
dalam genetika molekuler yang digunakan untuk mengamplifikasi atau
melipatgandakan fragmen target DNA (Setyawati dan Zubaidah, 2021). PCR
memiliki 4 tahapan diantaranya pre-denaturation, denaturation atau mengubah
untai ganda menjadi untai tunggal, annealing atau pelekatan primer pada DNA
untai tunggal dan extension atau pemanjangan untai DNA sesuai dengan urutan
DNA yang terbelah, sehingga membentuk dua buah DNA tunggal yang baru
(Kurniawati ef al., 2019).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) merupakan teknik
yang digunakan dalam biologi molekuler untuk mendeteksi variasi dalam urutan
DNA antara individu dari spesies yang sama (Pinta et al., 2024). Enzim restriksi

akan memotong situs tertentu yang dikenalinya sehingga deteksi RFLP dapat
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dilakukan dengan mempertimbangkan pola pita yang terbentuk setelah pemotongan
DNA target dengan enzim restriksi dari indvidu yang berbeda (Septiawan et al.,
2017). Pola pemotongan yang berbeda dapat disebabkan karena terjadinya

perubahan pada urutan pasang basa (Afriani et al., 2022).

2.5. Sekuensing DNA

Sekuensing DNA merupakan proses menentukan urutan nukleotida (adenin,
guanin, sitosin dan timin) fragmen hasil amplifikasi dengan PCR secara tepat
(Sjafaraenan et al., 2018). Sekuensing dilakukan untuk melihat ada atau tidaknya
perubahan atau mutasi pada gen tersebut (Haryanto et al., 2018). Pengurutan atau
sequencing DNA kemudian dapat digunakan untuk mengidentifikasi maupun
memahami peran gen atau potongn DNA dengan membandingkan urutannya
dengan sekuens DNA lain yang telah teridentifikasi (Lokapirnasari et al., 2017).
Sekuensing DNA memiliki beberapa jenis diantaranya metode Sanger, metode

Maxam & Gilbert serta metode pyrosequencing (Mahama dan Suryandari, 2023).

8 Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

BAB III

MATERI DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei — Desember 2025. Pengambilan
sampel dilakukan di peternakan domba Dorper pada Pusat Pelatihan Pertanian dan
Pedesaan Swadaya (P4S) Bumi Malang Lestari, Kabupaten Malang. Ekstraksi
DNA, PCR, RFLP dan analisis data penelitian dilakukan di Laboratorium
Genetika, Pemuliaan dan Reproduksi, Fakultas Peternakan dan Pertanian,
Universitas Diponegoro. Analisis sekuensing dilakukan di PT. Genetika Science

Indonesia.

3.1. Materi Penelitian

Materi yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel darah Domba
Dorper yang berasal dari Kabupaten Malang dengan jumlah sampel 85 domba
Dorper yang terdiri dari 16 domba jantan dan 69 domba betina sebagai representasi
populasi. Domba Dorper yang digunakan berasal dari populasi domba Dorper
Indonesia (Indonesian Dorper Sheep/IDS) di Kabupaten Malang. Domba Dorper
yang digunakan memiliki kriteria kesehatan yang baik dan tidak cacat, memiliki
rekording yang lengkap, umur ternak berkisar 12 hingga 36 bulan serta domba yang
digunakan adalah domba Dorper Full Blood yang terverifikasi dokumen/pedigree
peternakan,

Bahan yang digunakan pada penelitian meliputi Geneid DNA Extraction

Kit, etanol, agarose, aquadest, larutan TBE, FloroSafe DNA stain, DNA loading
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dye, DNA ladder, my taq Polymerase HS red mix, PCR water atau ddH20, enzim
restriksi BspM1 (Bacillus Spesies M1) dan sepasang primer yang didesain
menggunakan primer 3 plus yakni F: 5’- GGT CCA CAA GCT CAG ACC TG -3’
dan R: 5’- GAG GAG ACG GACTGC TAT GC -3’ (Lampiran 1). Alat yang
digunakan pada penelitian ini meliputi tabung EDTA 3 ml, spuit 3 ml, ice box, ice
gel, freezer, alat tulis, label, micropippete, microtip, microtube, microtube rack,
heatblock, vortex, spin-down, centrifuge, GS-coloumn, collection tube, timbangan
analitik, sendok kecil, beaker glass, erlenmayer, plastic wrap, microwave, gel tray,
comb, mesin Polymerase Chain Reaction (PCR) Bio-Rad T=100, PCR tube, gel
electrophoresis system, gel documentation system, sarung tangan lateks, tabung

eppendorf dan magnetic stirrer.

3.2. Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian yaitu observasional pada materi
yang diamati. Metode penelitian terdiri dari 3 tahap yakni tahap pra penelitian,

penelitian dan analisis data.

3.2.1. Tahap Pra Penelitian

Tahap pra penelitian meliputi tahap persiapan sampel, persiapan alat dan
bahan yang dibutuhkan serta studi pustaka. Persiapan sampel dilakukan dengan
pemilihan sampel pada 85 domba Dorper di Kabupaten Malang dengan rentang
umur 8 bulan hingga 4 tahun. Tahapan pengambilan sampel dilakukan dengan

mengambil sampel darah pada bagian vena jugularis sebanyak 3 ml. Pada tahap pra

8 Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

11

penelitian juga dilakukan persiapan logistik dan bahan penelitian, termasuk tabung
EDTA, primer forward dan reverse, enzim BspMI1, reagen PCR, peralatan
elektroforesis dan Geneid DNA Extraction Kit yang terdiri dari proteinase-k, GSB,

wash buffer, W1 buffer dan elution buffer.

3.2.2. Tahap Penelitian

Tahap penelitian terdiri dari beberapa tahapan meliputi ekstraksi DNA,
amplifikasi gen Leptin, elektroforesis, Polymerase Chain reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-FFLP) dan sekuensing. Ekstraksi DNA
merupakan proses pemisahan DNA dari komponen sel lainnya seperti protein,
karbohidrat, lemak, dan lain — lain. Tahap ekstraksi DNA menggunakan protokol
Genomic DNA Extraction Kit dari Geneid dengan jumlah 85 sampel (Ilustrasi 2).
Hasil dari ekstraksi DNA selanjutnya diuji kualitasnya menggunakan gel agarose
1% pada elektroforesis dengan tegangan 100 volt selama 20 menit. Hasil ekstraksi
DNA yang telah dielektroforesis dapat divisualisasikan melalui sinar UV
menggunakan gel documentation system. Keberhasilan tahap ekstraksi DNA
ditandai dengan adanya pita DNA yang jelas dan tidak smear yang menandakan

tidak adanya kontaminasi pada DNA.
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Sample
Preparation

K. selama 15 menit

4 Memindahkan 15 pl darah ke dalam N
microtube dan menambahkan 200 pl PBS.
Menambahkan 20 pl proteinase-k, lalu
pippeting dan inkubasi pada suhu 60°C

12

Cell Lysis

P 9

'/?Zflcnamhahkan 200 ul GSB hzg{fé';.\'
lalu menghomogenkan dan
menginkubasi pada suhu 60°C
selama 30 menit, sambil vortex
setiap 5 menit

J/

’ﬁcnambahkan 400 pl W1 buffer ke G?'
Column dan sentrifuse 2 menit.

Menambahkan 600 ul Wash buffer ke

_ e Wash

GS Column dan sentrifuse 2 menit.

Sentrifuse kembali selama 5 ment

g\_l.lﬂll.lk mengeringkan matriks kﬂlumj

chnamhahkﬂn 200 pl absolut cthanﬂr\*
dan kemudian di vortex. Lalu
memindahkan seluruh sampel pada GS
Column + Collection tube. Sentrifuse

\_ pada 10.000 rpm selama 2 menit. Y.

Elution

4 Memindahkan GS Column ke dalam microtube baru. )
Menambahkan 75 ul Elution buffer dan diamkan selama 3
menit. Lalu sentrifuse selama 2 menit. Ulang tahap elusi
\_ selama 2 kali untuk mendapatkan volume total 150 pl i

DNA Binding

Hasil Ekstrasi DNA

[lustrasi 2. Tahapan Ekstraksi DNA

Tahap

selanjutnya adalah amplifikasi

gen Leptin dengan metode

Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan primer spesifik yang didesain

untuk target gen. Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan tahap untuk

memperbanyak untai DNA sehingga dapat dianalisis lebih lanjut. Tahapan PCR

menggunakan 85 sampel dari hasil ekstraksi DNA vyang terdiri dari initial

denaturation (aktivasi enzim polymerase), denaturation (pemutusan ikatan

hidrogen), annealing (penempelan primer pada template), extension (pemanjangan

primer), dan final extension (pemantapan). Pada Tabel 1 disajikan tahapan proses

Polymerase Chain Reaction (PCR).

Tabel 1. Tahapan Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)

Tahap Suhu (°C) Waktu (detik) Siklus (kali)
Initial denaturation 95 60 1
Denaturation 95 15
Annealing 58,7 15 30
Extension 12 35
Final extension 72 300 1
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Hasil PCR kemudian dielektroforesis dengan menggunakan gel agarose 1%.
Elektroforesis dilakukan dengan menggunakan produk PCR sebanyak 3 pL dan
disertai DNA ladder pada salah satu sumur. Elektroforesis dilakukan selama 27
menit dengan voltase sebesar 100 volt. Keberhasilan PCR dan elektroforesis dapat
dilihat melalui gel documentation system dengan adanya pita DNA yang jelas dan
tidak smear.

Tahap ketiga pada polimorfisme gen Leptin yakni Polymerase Chain
reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) dengan enzim
restriksi. Tujuan utama penggunaan PCR-RFLP adalah untuk mendeteksi adanya
variasi genetik (polymorphism) pada suatu gen dengan cara memotong fragmen
DNA hasil PCR di lokasi tertentu yang dikenali oleh enzim restriksi. Proses restriksi
menggunakan 85 sampel hasil PCR. Proses restriksi diawali dengan mencampur
produk PCR 5 L, water nuclease-free 7,75 nL, fastdigest buffer 1 pL,
oligonucleotide 0,75 pL dan fastdigest enzyme 0,5 uL, kemudian dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit. Kemudian dilakukan inactive enzymne
dengan cara mengatur suhu pada heat block dari 37 °C menjadi 65°C selama 5 menit
setelah dilakukan inkubasi. Hasil PCR-RFLP kemudian dielektroforesis dengan
menggunakan gel agarose 2% selama 27 menit dengan voltase sebesar 100 volt.

Pola hasil PCR-RFLP kemudian digunakan untuk menentukan genotipe
individu, misalnya AA, AG, atau GG. Perwakilan genotipe akan dianalisis lebih
lanjut melalui sekuensing di PT. Genetika Science Indonesia dengan metode Sanger

sebagai tahap akhir. Sampel yang dikirim untuk sekuensing sebanyak 8 sampel.
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Pada Ilustrasi 3 disajikan simulasi penempelan primer forward dan reverse. Panjang

fragmen primer forward dan reverse adalah 1441 bp (Lampiran 3).

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

Keterangan: highlight kuning merupakan primer forward dan reverse; highlight biru merupakan

GTGTTTTTGC

ACCCTTCTGT

TCCAGTTTCC

CTCTTTGAGA

CAAGAATACT

ATGAACCCGG

CCATAAGACC

TCTTCATAAG

TTGTAGAACC

TTCCCACCTT

CCTGACCACT

GAAGCAGGGA

TCCTTGCTTT

AGAGTCAGAC

CCAGGATTGA

CTTGAGCAGA

GAGACTTCCT

ACGGGGAATG

TCATGGCTTG

GGAAGCAAAG

TTGGAAGAAT

GGCAGGGGGA

GCTGCCCTCT

CTCCAAACAG

AAACAGTTAT
ClllczGrTGR
TCTCTGTCTG
TCATCTAGAA
CTCCATGAAC
GGAGTGGCTT
GTCTTCTGCA
TTGTGAAGAC
GTCTTCATGA
AGRACTGTGT
ARARAGCCARAC
CTATATTTCT
CAGATCAGARA
CAAARCAGTC
ACGACTGRAG
TTGCTGTGGG
GCAGTGAGCT
GGAGRATCTG
TATGGAAGAC
TTCTATAGCA
GGCAGGGTGG
GGCGGCCACA
GGAAGCACCT
CTCCCACTGA

AGGGTCACTG

CAGTGTCTCT

GGTCTGTATT

TAAAGTCTTA

AATGAAAGTG

TGTAGTCTAC

GTCATTTCCT

TTGCAGGCGG

TATTARAGATA

GACTAAATTA

GTGCCCTCTT

TGGGGCATTT

TAGAATGAGG

AGCTGGTCAG

GGAAAGTGTT

CAGGCTCCTC

TCTCCCAACG

ATTCTTTACC

GTCATCTAGA

GATARAGCARN

TCAAGGTTTT

TTGCTCACET GCATG|jcc

ARCAGTGGCT

ATAGACAGCG

TTTCAACAAG

CGACTTAGCA

TGETGCGEGEEGEA

GGGGCATCGC

ACTGTGAGGG

CTCAATGCCT

GAGTCATTTG

TTTGGGAAGG

TGGGCGCAAG

CTACACTCGA

ACTCTTGTTG

GTTTGGACTT

TTGGGCAGCC

TCTGCATTTC

CTGTACACAA

GCAGCAGCAG

AGGGAGAGCC

TGGGGTAATG

AGGAGTCTGC

GGGGAAGAAR

GRAAARGGGAR

GCAGAAAGAT

ARGTAAGGGT

GGEARAGGCG

TCCCCTTOCT

CATCCCTGGG

TTTCTGAGGT

CCACAAGCTC
'

GAGATGAAGT

CTTCCACAAG

AGTTGCTCAG

TGTCCATGAA

AGATCTTCCC

ATCTGAGCCA

CAACAGGACT

GTGACCCTCC

CAGTCATAAC

GTCTGGAGAC

AGGGAGCAGT

CTAGAGAARD

TAGATCCAGA

CAGGCCCAAC

CCTCCTGGTA

GCCTGAATCC

TTGGGETGGA

CTCAAGCAGG

CAGCCTGCAA

AGGAGCCCAA

CCAGGAAGGA

GAGTTGGGGA

CCTGCATAGC

GTGACTTCTC

GTCTTTAAAC

TCATGTCCAA

ATTCTTCAGG

AACCCAGGGA

CCAGGGAAAC

ATCTTAATAG

CTGCATACCC

TTTTGATAGC

TTCCACATCT

TAGGTGGCCA

GCCCTTAAAT

GGGGTCGCAC

CTGTGTGGETG

ACCAGGGTTA

CTTAGGGAGT

AGAGCTGGGGE

ARATAGGEGETG

AGGCTGGTCT

GGACACCAGC

TGETGTGGAA

GCTCTGAGGA

AGTCCGTCTC

FOERWARD

REVERSE

.
CTCCACCCTC

pemotongan enzim restriksi BspM1; highligt merah merupakan target SNP

[lustrasi 3. Simulasi penempelan primer

TCCTGAGTTT
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3.2.3. Analisis Data

Tahap analisis data hasil sekuensing dilakukan dengan menggunakan
software Molecular Evolutionary Genetiks Analysis versi 12 (MEGA 12) (Kumar
et al., 2008). Alignment (pensejajaran) nukleotida pada gen Leptin dilakukan
menggunakan program ClustalW untuk mengidentifikasi SNP dengan
membandingkan gen Leptin domba Dorper hasil penelitian dengan spesies yang
sama yaitu Ovis Aries dari website National Center of Biotechnology Information
(NCBI) dengan Accession number HE605296.1 (Lampiran 3). Parameter yang
diamati yakni segregating sites (S), singleton (S1), dan parsimony informative sites

(Pa).
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