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INTISARI 

Leptin adalah suatu protein yang berpengaruh terhadap konsumsi pakan, metabolisme lemak, 
pengaturan energi dan pembentukan sel darah merah (hematopoiesis) pada sapi. Polimorfisme gen 
Leptin (LEP) pada sapi lokal Indonesia dapat digunakan sebagai seleksi ternak secara molekuler untuk 
meningkatkan produktivitas. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) di bagian 3’flanking region pada gen LEP dari 31 ekor sapi Sumba Ongole (Bos 
indicus). Terdapat 17 SNP di daerah 3’flanking region (3506 - 4019 pb) berdasarkan GenBank: U50365. 
Lima SNP (g.C3558T; g.G3566T; g.A3567C; g.G3574A; g.C3575A) ditemukan pada semua sampel yang 
diamati. Nilai Polymorphic Informative Content (PIC) kategori moderate (0,25<PIC<0,50) ditemukan pada 
sembilan SNP yaitu g.3565insG (0,35); g.C3576A (0,29); g.C3577T (0,28); g.A3578C/G (0,45); g.C3579T 
(0,27); g.C3580T/A (0,47); g.C3581T (0,37); g.A3582G (0,38) dan g.A3873G (0,35). Nilai PIC kategori 
rendah (PIC < 0,25) ditemukan pada tiga SNP yaitu g.G3573C (0,21); g.G3661A (0,22) dan g.T3868C 
(0,17). Selain itu, terdapat mutasi insersi di posisi g.3565insG dengan frekuensi 0,66.  Studi lebih lanjut 
terhadap polimorfisme pada bagian 3’flanking region gen LEP melalui penambahan jumlah sampel 
beserta data catatan produksi perlu dilakukan agar diperoleh Marker Assisted Selection (MAS) pada sifat 
produksi. 

(Kata kunci: 3’flanking region, Gen LEP, PIC, SNP, Sumba Ongole) 

ABSTRACT 

Leptin is a protein involved in the regulation of feed intake, fat metabolism, whole body energy 
balance and hematopoiesis in cattle. The diversity of the Leptin (LEP) gene in Indonesian indigenous 
cattle can be used as molecular livestock selection to improve productivity. The objective of this study was 
to identify Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) in the 3’flanking region of LEP gene from 31 heads of 
Sumba Ongole (Bos indicus) cattle. A total of 17 SNP’s in the 3’flanking region (3506 - 4019 bp) of the 
LEP gene were identified according to GenBank: U50365. Five SNP’s (g.C3558T; g.G3566T; g.A3567C; 
g.G3574A; g.C3575A) were found in all samples. The moderate Polymorphic Informative Content (PIC)
values (0.25<PIC<0.50) were found on nine SNP’s g.3565insG g.C3576A (0.29); g.C3577T (0.28);
g.A3578C/G (0.45); g.C3579T (0.27); g.C3580T/A (0.47); g.C3581T (0.37); g.A3582G (0.38) and
g.A3873G (0.35). The low PIC values (PIC < 0.25) were found on three SNP’s g.G3573C (0.21);
g.G3661A (0.22) dan g.T3868C (0.17). Hence, a insertion mutation was found in position g.3565insG with
frequency of 0.66. The next study of polymorphism in 3’flanking region trough more sample addition and
production record are important to find the Marker Assisted Selection (MAS) for production traits.

(Key words: 3’flanking region, LEP gene, PIC, SNP, Sumba Ongole) 
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Pendahuluan 
 

Karakterisasi genetik pada sapi lokal 
sangat penting dilakukan sebagai salah satu 
upaya untuk mendapatkan bibit sapi yang 
baik melalui proses seleksi menggunakan 
bantuan informasi molekuler. Sapi Sumba 
Ongole (SO) termasuk bangsa sapi Bos 
indicus dan merupakan salah satu rumpun 
sapi lokal Indonesia yang memiliki potensi 
untuk dikembangkan mutu genetiknya. 
Beberapa penelitian melaporkan bahwa sapi 
SO memiliki produktivitas yang baik. Agung 
et al. (2015) melaporkan bahwa rata-rata 
berat karkas segar (hot carcass) pada sapi 
SO jantan dapat mencapai 358,06+15,35 kg. 
Said et al. (2016) melaporkan bahwa rata-
rata berat badan sapi SO setelah uji 
performa (umur + 700 hari) sebesar 
343,05+51,35 kg (jantan) dan 317,33+50,23 
kg (betina).   

Salah satu gen yang berpengaruh 
terhadap berat badan ternak adalah gen 
Leptin/LEP (Hernandez et al., 2016). Gen 
LEP terletak di kromosom 4 dengan massa 
sekitar 16 kDa yang disekresikan dari 
jaringan adipose (Geary et al., 2003) dan 
berfungsi untuk mengatur pertumbuhan dan 
metabolisme serta berperan penting dalam 
regulasi konsumsi pakan, keseimbangan 
energi, kesuburan, produksi susu dan fungsi 
kekebalan tubuh (Liefers et al., 2002). Corva 
et al. (2009) menyatakan bahwa gen LEP 
pada GenBank: U50365 memiliki panjang 
4067 pasang basa (pb) dan terdiri dari 3 
ekson dan 2 intron. Ekson 1 memiliki ukuran 
yang sangat pendek (34 pb) sedangkan 
ekson 2 dan ekson 3 masing-masing 
memiliki panjang 465 pb dan 495 pb. 

Identifikasi Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) pada bagian selain 
ekson dan intron gen LEP penting dilakukan 
sebagai salah satu upaya ekplorasi genetik 
untuk menemukan marker genetik untuk sifat 
produksi yang dapat digunakan dalam 
program Marker Assisted Selection (MAS). 
Informasi polimorfisme pada daerah 
5’flanking region (promotor) gen LEP telah 
dilaporkan pada sapi Hanwoo (Cheong et al., 
2006), Sahiwal (Dubey et al., 2008), Hanwoo 
(Yoon et al., 2005), Brangus (Corva et al., 
2009) dan Fries Holstein (Matteis et al., 
2012). 

Informasi keragaman SNP pada 
bagian 3’flanking region gen LEP pada sapi 

masih sangat terbatas dan sejauh ini baru 
dilaporkan pada sapi Hanwoo (Yoon et al., 
2005). Oleh karena itu, penelitian ini 
dilakukan untuk mengidentifikasi SNP pada 
bagian 3’flanking region gen LEP pada sapi 
SO yang dapat berguna sebagai data awal 
untuk analisa lanjutan dalam upaya 
pencarian marker genetik untuk produktivitas 
ternak.  

 
Materi dan Metode 

 
Sampel darah dan isolasi DNA 

Penelitian ini menggunakan 31 ekor 
sapi SO yang berasal dari Pulau Sumba, 
Provinsi Nusa Tenggara Timur. Masing-
masing sapi dikoleksi sampel darahnya dari 
coccygeal vein sebanyak 5 ml ke dalam 
tabung vaccutainer yang sudah berisi 
K3EDTA. Sampel darah kemudian disimpan 
pada kondisi suhu refigerator (4-50C) sampai 
saatnya dilakukan isolasi DNA. Isolasi DNA 
dilakukan dengan menggunakan Genomic 
DNA mini kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) 
sesuai prosedur yang tersedia dari produsen. 
Produk DNA yang diperoleh selanjutnya 
disimpan pada suhu -200C sampai saatnya 
dilakukan proses Polymerase Chain 
Reaction (PCR). 
 
Amplifikasi fragmen gen Leptin 

Fragmen DNA yang menjadi target 
untuk diamplifikasi adalah gen LEP 
(GenBank: U50365) sepanjang 514 pb 
(Gambar 2). Amplifikasi dilakukan dengan 
menggunakan sepasang primer yaitu: 
Forward: 5’-AAGGCAGAAAACTGCGAGGC-
3’ dan Reverse: 5’-
CAGAGCAATGCCATTGCAAACAC-3’. 
Primer tersebut didesain menggunakan 
software online Primer 3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Posisi 
primer pada gen LEP dapat dilihat pada 
Gambar 1. Reaksi Polymerase Chain 
Reaction (PCR) dilakukan dengan total 
volume 12 μL akhir yang terdiri dari 1,0 μL 
DNA; 4,50 μL PCR kit KAPA2G HotStart 
ReadyMix (Kapa Biosystem Inc., USA); 
primer forward dan reverse masing-masing 
sebanyak 0,90 μL (konsentrasi: 200 ng/ μL) 
dan 4,70 μL ddH2O. Campuran tersebut 
kemudian diinkubasi dalam mesin 
Mastercycler® gradient (Eppendorf, 
Germany) dengan kondisi sebagai berikut: 
tahap denaturasi awal selama 5 menit pada 
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suhu 940C; tahap kedua yang terdiri dari 35 
siklus yang masing-masing siklus terdiri dari 
denaturasi pada suhu 940C selama 30 detik, 
penempelan (annealing) primer pada suhu 
550C selama 45 detik, dan pembuatan 
pasangan (komplemen) untai DNA 
(extension) pada suhu 720C selama 45 detik; 
tahap terakhir yaitu extension pada suhu 
720C selama 5 menit. Produk PCR (3 μL 
setiap sampel) selanjutnya dielektroforesis 
pada tegangan 110 volt selama 30 menit 
menggunakan medium gel agarose 2% 
(Vivantis Inc., USA) yang telah direndam 
dalam larutan buffer 1 x TBE (Tris borate 
EDTA). Medium agarose 2% yang telah 
dielektroforesis selanjutnya direndam dalam 
larutan SyBr® (10 μl / 100 μl pelarut) selama 
60 menit kemudian divisualisasikan dalam G-
BOX Gel Documentation System (Syngene, 
UK). 

Sekuensing DNA 
Produk PCR yang telah diamplifikasi 

selanjutnya disekuensing menggunakan 
mesin sequencer (ABI Prims 3100 - Avant 
Genetic Analyzer) di 1st BASE laboratory 
Malaysia. Fragmen sekuen forward dan 

reverse gen Leptin selanjutnya dianalisis 
menggunakan program komputer MEGA 6.0 
dan BioEdit. Identifikasi SNP dilakukan 
berdasarkan pola grafik kromatogram pada 
hasil sekuensing. Sekuen nukleotida gen 
LEP dari hasil sekuensing selanjutnya 
dibandingkan dengan sekuen gen LEP dari 
GenBank. 

Analisis statistik 
Analisis data meliputi frekuensi alel, 

heterozigositas harapan (He), heterozigositas 
observasi (Ho), polymorphism informative 
content (PIC), jumlah alel efektif (Ne) dan 
keseimbangan pertautan (r2) dihitung 
menurut Nei dan Kumar (2000) sebagai 
berikut: 
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Gambar 1. Posisi primer (garis bawah) pada gen LEP berdasarkan GenBank: U50365 
(primer position (underlined) of LEP gene according to GenBank: U50365). 

Gambar 2. Produk PCR (514 pb) gen LEP yang dideteksi dengan gel agarose 2% 
(PCR product of LEP gene (514 bp) detected by gel agarose 2%) M: marker (100 bp); baris (line) 1-11: 

jumlah sampel (sample number). 
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Keterangan: 
N = jumlah sampel 
p,q = frekuensi allel  
xij = frekuensi haplotipe 
 

Hasil dan Pembahasan 
 

Hasil sekuensing gen LEP di bagian 
3’flanking region pada sapi SO menunjukkan 
bahwa terdapat 17 SNP seperti pada Tabel 
1. Mutasi pada g.C3558T, g.G3566T, 
g.A3567C, g.G3574A dan g.C3575A terjadi 
pada semua sampel. Nilai PIC pada 
beberapa SNP yang ditemukan berkisar 
antara 0,00 (rendah) sampai 0,47 (moderate) 
seperti pada Tabel 2. Nilai PIC kategori 
rendah (PIC<0,25) ditemukan pada delapan 
SNP yaitu: g.C3558T (0,00); g.G3566T 
(0,00); g.A3567C (0,00); g.G3573C (0,21); 

g.G3574A (0,00); g.G3661A (0,22); 
g.C3575A (0,00) dan g.T3868C (0,17). Nilai 
PIC kategori moderate (0,25<PIC<0,50) 
ditemukan pada delapan SNP yaitu: 
g.C3576A (0,36); g.C3577T (0,28); 
g.A3578C/G (0,45); g.T3579C (0,27); 
g.C3580T/A (0,47); g.C3581T (0,37); 
g.A3582G (0,38) dan g.A3873G (0,35). Nilai 
PIC berguna untuk menggambarkan tingkat 
keragaman alel dalam populasi. Nei dan 
Kumar (2000) menyatakan bahwa nilai PIC 
terbagi menjadi tiga kategori yaitu rendah 
(PIC<0,25), moderate (0,25<PIC<0,50) dan 
tinggi (PIC>0,50). 

Dari Tabel 2 dapat disimpulkan bahwa 
nilai ne berkorelasi positif dengan nilai PIC. 
Semakin banyak jumlah alel yang muncul 
dalam suatu lokus maka nilai PIC pada lokus 
tersebut akan semakin tinggi. Tiga SNP 
yaitu: g.A3578C/G; g.C3580A/T dan 
g.A3582G memiliki nilai ne sebesar 2,00 
yang berarti bahwa terdapat dua alel yang 
umumnya terdapat di ketiga SNP tersebut. 
Tipe mutasi yang paling banyak dijumpai 
adalah mutasi transisi (58%) dan diikuti oleh 
tranversi (37%) dan insersi (5%). 

Hasil perhitungan keseimbangan 
pertautan atau linkage equilibrium (r2) terlihat

 
Tabel 1. Deteksi SNP pada beberapa lokus gen LEP sapi SO berdasarkan sekuen nukleutida dari 

GenBank: U50365 
(detection of SNP in some loci of LEP gene in SO cattle according to the nucleotide position on sequence 

obtained from GeneBank: U50365) 
 

No. 
Posisi 

(position) 
Perubahan nukleotida 

(nuclotidechange) 
Tipe mutasi 

(mutation type) 
NInd. NPop. 

Frek. 
(freq.) 

1 3558 C → T Transisi (transition)  15 15 1,00 
2 3565 - 3566 Ins-G Insersi (insertion) 10 15 0,66 
3 3566 G → T Tranversi (tranversion) 15 15 1,00 
4 3567 A → C Tranversi (tranversion) 15 15 1,00 
5 3573 G → C Tranversi (tranversion) 2 15 0,13 
6 3574 G → A Transisi (transition) 17 17 1,00 
7 3575 C → A Tranversi (tranversion) 17 17 1,00 
8 3576 C → A Tranversi (tranversion) 7 17 0,41 
9 3577 C → T Transisi (transition) 4 17 0,24 

10 3578 A → C Tranversi (tranversion) 13 20 0,65 
A → G Transisi (transition) 2 20 0,10 

11 3579 T → C Transisi (transition) 4 20 0,20 
12 3580 C → A Tranversi (tranversion) 6 20 0,30 

C → T Transisi (transition) 12 20 0,60 
13 3581 C → T Transisi (transition) 8 20 0,40 
14 3582 A → G Transisi (transition) 11 20 0,55 
15 3661 G → A Transisi (transition) 4 27 0,15 
16 3868 T → C Transisi (transition) 3 31 0,10 
17 3873 A → G Transisi (transition) 2 31 0,06 

NInd.: jumlah individu yang bermutasi (number of mutated individu); NPop.: jumlah sampel (number of sample); 
Freq.(freq.): frekuensi (frequency).  
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Tabel 2. Hasil analisis statistik pada beberapa titik mutasi pada bagian 3’flanking region gen LEP sapi SO  
(result of statistical analysis in the some mutation point at the 3’flanking region of LEP gene in SO cattle) 

 

SNP Frekuensi alel (frequency allele) N He Ho PIC ne 

g.C3558T T (1,00) C (0,00) - 15 0,00 0,00 0,00 1,00 
g.3565insG G+ (0.66) G- (0,34) - 15 0,45 0,47 0,35 1,82 
g.G3566T G (0,00) T (1,00) - 15 0,00 0,00 0,00 1,00 
g.A3567C A (0,00) C (1,00) - 15 0,00 0,00 0,00 1,00 
g.G3573C G (0,87) C (0,13) - 15 0,23 0,24 0,21 1,30 
g.G3574A G (0,00) A (1,00) - 17 0,00 0,00 0,00 1,00 
g.C3575A C (0,00) A (1,00) - 17 0,00 0,00 0,00 1,00 
g.C3576A C (0,59) A (0,41) - 17 0,48 0,49 0,36 1,92 
g.C3577T C (0,76) T (0,24) - 17 0,36 0,37 0,28 1,56 
g.A3578C/G A (0,25)  C (0,65) G (0,10) 20 0,50 0,51 0,45 2,00 
g.T3579C T (0,80) C (0,20) - 20 0,32 0,33 0,27 1,47 
g.C3580T/A C (0,10)  A (0,30) T (0,60) 20 0,54 0,55 0,47 2,17 
g.C3581T C (0,60) T (0,40) - 20 0,48 0,49 0,37 1,92 
g.A3582G A (0,45) G (0,55) - 20 0,50 0,51 0,38 2,00 
g.G3661A G (0,85) A (0,15) - 27 0,26 0,26 0,22 1,33 
g.T3868C T (0,90) C (0,10) - 31 0,18 0,18 0,17 1,22 
g.A3873G A (0,69) G (0,31) - 31 0,43 0,44 0,35 1,75 
SNP: single nucleotide protein; He: heterozigositas harapan (expected heterozigosity); Ho: heterozigositas observasi 
(observed heterozigosity); PIC: polymorphic informative content); ne: jumlah allel efektif (number of effective allele). 

 

bahwa pasangan SNP g.C3576A dan 
g.C3577T memiliki tingkat perpautan yang 
paling tinggi dibandingkan dengan pasangan 
SNP lainnya seperti pada Tabel 3. Kombinasi 
pasangan SNP g.T3579C; g.C3581T dan 
g.A3582G menunjukkan adanya 
keseimbangan pertautan yang ditandai 
dengan terdapatnya individu pada setiap 
kombinasi allel (haplotipe) yang terbentuk 
dari kedua pasangan SNP. Dengan demikian 
dapat dikatakan bahwa alel-alel yang 
dihasilkan dari ketiga SNP (g.T3579C; 
g.C3581T dan g.A3582G) tersebar di seluruh 
sampel individu yang diamati. Nei dan Kumar 
(2000) menyatakan bahwa nilai r2 berkisar 
antara 0,00 sampai 1,00. Nilai r2 = 0,00 
berarti bahwa terjadi keseimbangan 
pertautan yang sempurna antara dua SNP 
yang berbeda. Nilai r2=1,00 maka terjadi 
ketidak-seimbangan pertautan (linkage 
disequilibrium) yang sempurna antara dua 
SNP yang berbeda.  

Ketidak-seimbangan pertautan gen 
pada populasi antara lain disebabkan oleh 

rekombinasi, penghanyutan genetik (genetic 
drift), silang dalam (inbreeding), mutasi dan 
adanya aliran genetik (gene flow) dari 
populasi lain (Banos et al., 2008). 
Keseimbangan pertautan gen akan 
meningkatkan keragaman genetik antar 
individu dalam populasi. Hal itu disebabkan 
karena adanya proses rekombinasi alel dari 
individu berbeda saat terjadi perkawinan 
sehingga akan melahirkan generasi baru 
yang memiliki kombinasi alel yang beragam. 

Informasi keragaman SNP di bagian 
3’flanking region gen LEP pada sapi masih 
sangat terbatas. Tercatat terdapat delapan 
SNP dengan frekuensi yang berbeda pada 
gen LEP sapi Hanwoo di bagian 3’flanking 
region menurut Yoon et al. (2005) antara 
lain: g.A3465G (0,37); g.A3493C/T (0,34); 
g.T3518A/G (0,39); g.A3548C/T (0,48);  
g.A3698G (0,17); g.A3771C/T (0,39); 
g.C3832T (0,07) dan g.G3865C/T (0,44). 
Informasi tentang pengaruh polimorfisme 
pada bagian 3’flanking region gen LEP pada 
sapi terhadap performa produksi saat ini

 
Tabel 3. Perbedaan tingkat pertautan pada beberapa pasang SNP pada bagian 3’flanking region gen LEP sapi 

SO  
(the difference of linkage level in some pairs of SNP at the 3’flanking region of LEP gene in SO cattle) 

 

Pasangan (pairs) SNP N Frek. Haplotipe (freq. haplotype) D r2 

g.C3576A & g.C3577T 17 CC (0,59) CT (0,00) AC (0,18) AT (0,23)  0,14 0,50 
g.T3579C & g.C3581T  20 TC (0,55) TT (0,30) CC (0,05) CT (0,10)  0,04 0,04 
g.T3579C & g.A3582G 20 TA (0,35) TG (0,50) CA (0,10) CG (0,05) -0,03 0,02 

g.C3581T & g.A3582G 20 CA (0,35) CG (0,25) TA (0,10) TG (0,30)  0,08 0,01 
Note: ketidak-seimbangan pertautan terjadi jika r2 = 1,00 (linkage disequilibrium was occured when r2 = 1.00).
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belum diketahui. Sebagai informasi, 
polimorfisme pada 3’flanking region gen LEP 
manusia berpengaruh terhadap hipertensi, 
kadar glukosa darah dan kadar insulin dalam 
darah (Shintani et al., 2011).   

Informasi keragaman SNP di bagian 
3’flanking region  gen lain pada sapi telah 
banyak dilaporkan. Beberapa diantaranya 
telah melaporkan adanya polimorfisme di 
bagian 3’flanking region pada gen Growth 
Hormone Receptor / GHR (Moisio et al., 
1998), gen Solute Carrier Family II / SlcIIaI 
(Ranjan et al., 2011), gen Prion Protein / 
PRPN (Zhao et al., 2017), gen Natural 
Resistances Macrophage Protein 1 / 
NRAMP1 (Ranjan et al., 2015) dan gen 
Tumor Necrosis Factor Receptor Type II / 
TNF-RII (Stachura et al., 2013), gen Heat 
Shock Protein / HSP70 (Oner et al., 2017) 
dan gen Thyroglobulin / TG (Gan et al., 
2008).  

Identifikasi SNP melalui teknik PCR-
RFLP pada beberapa bagian gen LEP sapi 
berdasarkan GenBank: U50365 telah 
dilaporkan pada beberapa bangsa sapi di 
dunia. Shin dan Chung (2007) melaporkan 
bahwa terdapat mutasi pada bagian ekson 2 
di posisi g.A1127T dan g.C1180T pada sapi 
Hanwoo (Bos taurus). Kaygisiz et al. (2011) 
melaporkan terdapat mutasi di posisi 
g.C1233T pada bagian coding sequence 
(CDS) gen LEP pada sapi Bos taurus (East 
Anatolian Red, Anatolian Black dan Brown 
Swiss). Bagian ekson 3 gen LEP terdapat 
mutasi di posisi g.A2270G pada sapi 
Pinzgau, Slovak Spotted (Moravcikova et al. 
2012), Bali (Mappanganro et al., 2014), Fries 
Holstein (Oner et al., 2017), Iranan Sistani, 
Brown Swiss (Nobari et al., 2010), Criollo 
(Rasor et al., 2002) dan Iranian Sarabi 
(Javanmard et al., 2008). Selain itu, Jhala et 
al. (2009) melaporkan terdapat mutasi lain di 
posisi g.A2961G pada ekson 3 gen LEP sapi 
Gir (Bos indicus). 

Keragaman SNP pada bagian 
3’flanking region gen LEP sapi SO 
berpotensi untuk digunakan sebagai MAS 
untuk penciri produktivitas ternak yang baik 
melalui kajian yang lebih dalam. Validasi 
pada beberapa SNP menggunakan enzim 
restriksi, sekuensing maupun teknik lainnya 
perlu dilakukan untuk memperkuat hasil 
penelitian ini.  

 
 

Kesimpulan 
 

Sekuen gen LEP sapi SO pada bagian 
3’flanking memiliki keragaman yang tinggi 
dengan ditemukannya 17 titik mutasi. Tipe 
mutasi yang terjadi pada sekuen tersebut 
terdiri dari transisi (58%), tranversi (37%) dan 
insersi (5%).  
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