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PENDAHULUAN

Mikroba lauf dapatl hidup di
semud kondisl lingkungan alami
Bahkan penyebarannya menjang-
kau habitat-habitat ekstrim yang
lidak mendukung kehidupan
organisme (ain pada umumnya,
saparti kondisi suhw, pH, iekanan,
dan kandungan oksigen yang
lerlampau rendah alau linggi
Keanekaragamannya sungguh
mencenganghkan, yailu seskilar
10.000 spesies  yang barbads
untuk tisp gram tanah atau
sadirman [(Streil & al., 20041
Kelimpahannya diperkirakan
barada datam kisaran 10 sampal
107 sel par mL air. Kandungan
karbonnys mencapal  50-100%
dan total karbon pada semua
twmbukan darst (Whidman et al.,
1898), Adanya upaye pendstaan
komunitas mikroba laul dunia
hingga tahun 2020 oleh The inter-
national Census of Marina AMi-
crobes (ICoMM) fentunya akan
menambah catatan panjang
lentang keanekaragaman dan
kelimpatannya

Tingginya keanskaragaman
dan kelimpahan mikroba lat
menunjukkan potensinys sebagsl
surnbar paling menjan|ikan urduk
penemuan produk siami yang
barmilai indusin, D antars berbags
benluk produk alaml, enzim
lermasuk paling diminati dalam
dunia Indusin baik dalam industri
kimia, farmasi maupun makarsan.
Hal ini berkensan dengan
peranannya sebagal kafalis vang
ramah lingkungan, ekonamis dan
bersih (Wahler & Reymaond, 2001)

Kelaudan dan Penkanan

Eksplorasi énzim dan miknoba
lsut biasanya ditempuh dengan
cara mengisalasi dan menumbuh-
kan mikroba datam baniuk biakan
frurml, Kamudisn ditakukan sslaksi
terhadap mikroba penghasi enzim,
diikuti dangan optimasi produksi-
nya di bioreakior untuk pefipal-
gandaan jumiahnya. Mamun
sayanghya pendekatan yang
dikenal dengan sebutan cilivation-

dependant approach inj dibatasi

olah kenyataan bahwa sebagian
basar mikroba (lebih dan 99,8%
dalam hal keanekaragamannya)
lidak dan belum dapal dikultur
dengan mengunakan teknik-teknik
kultivasl kanvensional yang ada
(Riesanfeld af al, 2004,

Kemajuan bicteknologh mo-
lekuler yang ditandal dengan
l2hirmya metagenomika memung-
kinkan untuk mengakses enzim
darl mikroba laul tanpa perly
mengkulturnya (Armald, 2001
Handelsman, 2004). Pendekatan
matagenomka ini telsh dierapkan
unfuk penemuan sejumiah enzim
dari mikroba yang Hdak dikufur
sapert ipase, esterasa | Hoenne s
ai,, 2000), amillass (Rondon ef &,
2000, kitinass {Cottrel of &, 1000)
dan alkohal dﬂh]ﬂrngsnﬁan
[Knietsch ef @, 2003
Fendekatan inl juga sedang
diterapkan oleh kelompok penelit
bloteknalogl i Balal Besar Risat
Pengoiahan Produk dan
Biateknologi  Kelautan dan
Perikanan (BBRPZB) untuk mem-
perolah enzim projease dsamping
berbagal enzim lalnnya dari
mikroba laut yang tdak dikuliur
yang berassal darni spons.

Walaupun penamuan berbaga
enzim unik dan baru darl mikrobs
laul sangal ferbuka lebar, namun
kelika suatu enzim alami direknsd
untulk apkkasi industri, serngkall
parformanya tidak mamenuhi
salera indusin, 'Dengan kata lain,
enzim alami seringkall mam-
perlihatkan sifal-sifat yvang kurang
cocok untuk proses industr, separti
labil selama panode waktu yang
lama, tidak akiif pada pelarut yang
tidak cair, dan ldak dapat
menanma substral spesifik (Van
dar Oost & de Graafl, 2002)
Untuk iy dipariukan suaty
santunan molakuler guna
membuatnya tampil |shih prima
aentuhan inl dikenal dangan
sabutan mulagenesis,

Crengan mutagenesis, serang-
kaian sifat lungsional enzim sapert
stablliias panas, akivitas katalisis
dan spesifitas substrat berhasil
ditingkatkan (Arnald., 2001)
Tulisan Inl akan memaparkan
bagaimana enzim dar mikroba taut
yaEng ldak dapat dikultur dapat
diutak-atik pada tingkat gen untuk
membuatnya tampil lebif prima,
secara fungsional,

Dari Metagenomika ke Evolus|
Laboratorium

Matagenomika merupakan
cabang genstika Yang secara
khusus  ditujukan  untuk
mengumpulkan gen-gan kangeung
dari sualu lingkungan, diikuti
dengsn manguak Informasi
genalika yanp terkandumg &l
dalamnya (Riasenfeld et al, 2004).
Aplikasi pendekatan Ini unluk
pEnamLuEn enziny car mikiaba laut
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Sumbar Mikroba lnd yang
tidak dapat difuliue

Eorsfruks pustaka mefagamomia ‘ !

Erm alatei Jen alami | \/ Oen mnitan Enmm muden

Gambar 1. Parpaduan metaganomika dan evolusl laberatorium untuk maningkatkan panampilan enzim dan
mikraba laut yang Udak dapal disoultur.




yang tidak dapat dikultur
mafibatkan () konstruksi pustaka
meiagenamika, (i) penaplsan
pustake metaganomika, dan (i)
analisis ddn eksprasi gen (Gambar
13

Karstruksi pustaka metageno-
rnika dar suaty lingkungan laut
dapal didasarkan pada teknologl
kioning gen shodgin (Handelsman,
2004), Teknalogi inl melibatkan
Isolasi DMNA {decuyribanuciels aoid)
langsung dari sampel ingkungan
laut, umumnya dilkuti dengan
pempiongan DMNA tersabul sesara
parsial. Polongan-potongan DNA
wang relalil besar dikloning ke
dalam sal-gal bakteri, blasanya
Escherichia cofi. Hasll kloning
tersebul berupa sekumpulan klon
yang disebul pusteks metagenc-
mika,

Pustaka metagenomika kemu-
dian diskrining untuk mendeteksi
klan-klon pambawa enzim yang
diinginkan {Lina &t al, 2008).

Gen yeng diparateh melalul
melaganomika dapat diutak-atik
medalul mutagenesis uniuk
mersghasilkan gen mutan unggul,
Apablla gen mutan tersabul
tiekspresikan, erbentuklah enzim
dengan sifal unggul. Mulaganasis
blasanya diawall dangan
menellsurl gen yang berperan di
ballk munculnya satu atau lebih
sifat yang tidak dikehandaki.
Kemudian informasi ganetik yang
terkandung datam gen barsang-
kutan divngkap dan diansaisis uniuk
mengstahul fakior penentu sifat
Faktor iy kemudsan dimanipulasd
secara spesifik pada urutan bass
fukleatidanya guna menghasikan
gen mutan vang diinginkan. Gen
mutan in'  selanfulnya di-
eksprasikan untuk membentuk
enzim mutan dengan silal-sifat
yang diinginkan. Strategi saperdi ini
secars khusus disebut disain pro-
iein rasonal ataw disain rasional,
Strategl Inl cukup rumit dan
memakan wakiu lama karana
selain mambutuhkan Infarmasi

lantang strukiur eazim juga tentang
hubungen anfaira wutan, strukbur
dan fungsdmekanisme kerja enzim
(Barrischeusr & Pahi, 2001).

Akhir-akhir inl telah barkem-
bang suatu strategi yang marmpu
mangubah parforma enzim dalam
waktu yang relatif singkat. Strateg)
ini cukup sederhana Karena tidak
memerlukan dukungan informasi
mengenal struklur dan hubungan
struktur-fungsi anzim. Prinsip
kerjanya adalah menghasitkan
berbagal gen mutan dard suatu gen
atami dan mengekspresikannya di
inang bakteri yang =sesusi
Kemudian produk ekapresi, dalam
hal ini sekumpulan enzim mutan,
diskrining untuk mendapatkan
enzim mutan dengan sifat-sifat
yang diinginkan. Karena pringip
kerjanya manyerupsl tecr] evakusi
Darwin dan berangsung di
laboratorium di bawah campur-
tangan dan kandali manusia, maka
siratadl ini leblh populer disebut
evalusi laboratorium, Sejumiah
panelill menysbutnya dengan
tsstilain svalusi ingsLng St evalus|
malekular. Dangan stratagi inj,
sualu maolekul enzim dapat
dimanipulasi pada tingkal gen
untuk ‘melshirkan’ turenan unggul,
Bahkan dua stau lebih enzim
dangan kaunggulan yang barbeda
dapal ‘dikewinsilangkan® untuk
medahirkan suatu lununan mutan
yang mewarsi semua sifat unggul
darl Induknya. Kelehihan-kalebihan
inl telsh menempatkannya sebagal
siralegi mutagenesis paling efekil
di abad milenium ini. )

Evalusi laboratorium mencakin
sajumizh tehap (Gambar 1), Pada
tahap pertama yang digsbut
konstruksi pustaka mutan, suaty
gen dimanipulasi secara acak wmuk
menghasilkan berbagai mutannya.
Gen-gen mutan itu kemudian
dikloning dan diekspresikan ke
dalam E coll, sehingga mengha-
silkan kumpulan klon yang disebut
pustaka fenotip mutan. Pada tahap
kedua yang disebut skrining
pustaka mutan. pusizka mutan
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diskrning untuk menyelaksi kion
penghasil anzim mutan dengan
fenclip yang diinginkan, Misainya,
untuk memperokeh kon penghasil
enzim mutan tahan panas, aktvitas
enzim diujl pada suhu yang tinggl
Kamudian gen mutan yang
diinginkan dapst disekuens dan
daia sekuans dianalisis untuk
mengéiahul perubahan Informasi
genstik yang tarfadi

Konstruks! Pustaka Mutan

Koenslruksi pustaka mutan
datam avolusi laboratarium,
sebagaimana yang digambarkan di
atas, malibatkan produksi barbagai
mitEn dari suatu gen alami, dillkut]
dengan kloning dan ekspresi gen-
gen mutan ke dalam inang £ cafl
Hal inl dapat dilgkukan melalui
mutasi Uik (point mutation) dan
rekombinasgi (recombination)
Mutasi litdk dan rekombinasi yang
paling populer adalah errar prone
FCR dan DNA shuffing. Kedus
teknik ini didasarkan pada
penesapan PCR [polprmerase chaim
regction) uniuk memadifikasi
urutan nuklectida pada gen.

Prinsip Dasar PCR

Teknik PCR pertama kall
diusulkan secara leontis olah H,
Shobind Khorana pada tabun 1970,
Lima belas tahun kemudian Kary
Mullis dan rekan-rekannys di Ce-
lus Carporation mangimplemen-
l=sikan teor My malalul ekspari-*
meEnnya lemang penggandaangen-
gen mamalia sacara in wino dengan
menggunakan DNA polymerase |
dan £ coll {(Sambrook & Russal.
2001). Sejak saat fdu penggunaan
teknik. PCR berkembang dengan
sangal pesat dan bahkan sekarang
Islah dapat dilakukan secara
otomatis dengan menggunakan
mesin hermal cyocier atau |abih
dikendl dengan sebutan mesin
PCR (Sambrook & Russsel, 2001
Karp, 2005). Dengan mesin PCR,
daerah targel pada DNA dapat
diparbanyak zebesar 10% kali
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melalul 25 sikius dalam wakiu
paling kurang 57 menit (Prescoll,
ef al, 2002), Salinan DMA yang
dihasilkan dapat digunakan uniuk
tujuan kloning, sekuansing dan mu-
tagenesis (Madigan ef al,, 2000).

DCatam prakieknya, reaksi PCR
dilakukan dengan Cara mencam-
purkan sampel DNA dengan
kampanen-komponen benkut: DNA
polimerase, keempat deoksiibo-
ruklentida (dNTPs), kofaktar MglL,
dan sepasang okgonukleobda yang
disebut primer.. Dalam hal inj,
gnzim DMNA polimarase yang
digunakan bersifal tahan panas
sapart Tag palymarase dan kedua
primer komplemen dengan ujung 3
pada dasrah DNA yang akan
digandakan. Campuran PCR
tersebut ditempatkan pada mesin
PCR dan kondisi siklus PCR disst
untuk sejumlah siklus yang
dikehendaki. Sebiap siklus
mencakup biga tahap ulama, Pada
tahap perlama yang disebul
denaturasl, campuran PCR

diturunkan hingga 60°C untuk
memungkinkan primer benkatan
atauy menempel pada sefiap uniaian
lunggal DNA. Pada tahap ketiga
yang disebul alongalion, suhu
dirafkkan hingga sekiter 72°C
uniuk memungkinkan Tag poly-
marass menambabikan dNTPs ke
ujung 3' darl primer hisgga
mambentuk unizan tunggal bar
pada untaian unggal sebelumnya.
Sikdus separdi ini diulangi Derkali-
kali sehingga hanya dalam
bebermpa jam, miliaran salinan dari
suaty daerah tertentu pada DNA
dapat dihasikan (Madigan et al,
2000; Karp, 2005),

Diavsaza i aplikasi PCH tatah
ALy ke hampsr sermua Bidang
fimiu dasar maupun lerapan. Dalam
biotaknclog, taknik PR digunakan
untuk rekayasa pratesn Slau mu-
laganasis dan analisis Keanaks-
ragaman mikmrganismea. Dalam
churia kedokteran, FCRdigunakan
untuk mandiagnosa berbagai
penyakil manusia baik yang

digunakan sebagal bagian 8ari
leknologi sidik jari DMNA untuk
mambanty mengungkap kasus-
kasus kriminal {Prescott et al,
2002). Dadam bidang perikanan dan
pertanian, PCR diterapkan uniuk
mendeteksi parasit pada ikan dan
tanaman.

Aplikasi PCR untuk Produksi
Gar Mutan

PCR dapat diterapkan untuk
mangubah satu atau lebih basa
nukleotida pada salinan dan suatu
gen alami. Aplikasi PCR untuk
tujuan inl disebut mutasi titik
medatul error prong PCHR. Hal inl
dapat dilakukan melalul penggan-
fian katon sapert| Mg* dengan
Mn® untuk tujuan mareduksi
kondis! optimal dalam reaksi PCR,
Cara alternalll adalah meng-
gunakan DNA pofymerass yang
tidak mempunyal Kamampusan
procfreading (membaca urutan

Gambar 2. Error prang PCR. yang malibatkan produksi berbagal mutan secars  acak darl suaty gen alami
{Digambar kembali dari Van der Oost & de Graff, 2002),

diimkubasi pada 93°C uniuk
memisahkan untazn ganda DNA
targpet rmeenjadi dua urntalan Wnggsl.
Pada tahap selanjulnya yang
disghul anealing, suhu reaksi
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disababkan oleh mMkroonE@nisme
patogan, sepertl hepatltis,
fuberkulosis, AIDE, maupun
penyakil genatik {turunan) sepertl
anamia. Datam imu forensi, PCR

nukleotida yang salah dan
memperbalkinyal. Enzim ini lebih
dikenal dengan nama Aigh emor-
rate palymarase (Amokd, 2007 Van
dar Oost & de Graff, 2002 )
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Gambar 3. Sikius DNA shuffing.
Dalam proses smor prone POR Gen homolog dengan sifabsifatyang  Kloning dan Ekspresi Gen
sabagaimana yang ditunjukkan berbeda dipotang dengan  Mutan
pada Gambar 2, suatu gen alami  menggunakan enzim DNAss |
disunakan sebagai cetakan dalam  Fragmen-fragmen DNA yang Genr-gen mutan yang diiashikan
_ELI‘EII.I rﬂakai PCR untuk bl malalui arfor-prane PCR

menghasiikan sekumpulan gen
mutan dengan perubahan pada
salu alau beberapa nukleotida
Gen-gen mutan ite kemudian
diekspresikan pads strain £ coll
yang sesual dan disknning unfik
sifat atau fanotip yang dikehandakl,
Jikz sifat vang dilnginkan belum
sptimal, maka gen mulan target
dapat diterapkan lagi dalam
sajumlzh siklues error prone PCR
hingsa dijumpat sifat unggul yang
diinginkan.

Aplikasi PCR lainnya yang
sangat manarik dalam evolusi
iaboratorium adatah mengawin-
sllangkan dua atau lebih enzim
yang homolog untuk melahirkan
st tUnanan mutan yang mewsaris
samua sifal unggul dar parantal-
nya. Aplikasi PCR vang dikenal
dengan sebutan DNA shufing inl
mulg-mula: diimplementasikan
ofeh Stemmer | 1994). Teknik DA
shuffling biasanya melibatkan
lragmeniasi beberapa gen ho-
maolog, dikuth dengan perakitan
kembali fragmen-fragmen  DNA
melalul aplikasi PCR. Dalam
prakteknya {Gambar 3), sejumlah

dihasilkan kemudian diterapkan
daiam sualu reaksi PCR. Daiam
reaksi PCR, sualu fragmen dapal
barperan sebagal primer yang
menempel pada fragmen homalog
lainnya, Dengan demikian,
rekombanas iefadiketika fragmen-
fragmen darl suatu gen
melakukan polimensasi terhadap
sallnan gen lginnya (Slammer,
1504,

Dengan menggunakan DA
shuffling, gen-gen darl sirain
mikroba yang barbeda atau
bahkan dan spesies yang barbeda
dapat dikawinsilangkan sefu sama
=N umtuk manghasilkan gen hibed
barw (Amodd, 2001)," Gen muten
inl dapat mewarizsl samua aifal
unggul dari gen-gan Induknya,
Untuk slesan |nl, melode ini
dipertynbangkan sebagal cara yang
sangat ampuh dalam mang-
hasilkan enmim mutan yang tidak
diterrukan di alam. Keuntungan
metode |nl dibanding dengan
metode-metode mutagenesis
tainnya adalah tingginya jumlah
sikius evolusi molekuler yang
dilakukannya (Stemmer, 1894)

maupun ONA shuffiing periu
dikloning dan dwekspresian urtuk
mambentuk parpustakan fenotip
mutan. Kioming dan askpresi gan
mamariukan sistem mikroba yang
sesual D antara sistem mikrobe
yang ada, E. colf masih merupakan
salah satu ineng yang paling
diminati dan digunakan secara
luas. Ada beberapa alasan utama
uniuk hal inl, seperti kamampuan-
nya untuk tumboh dengan cepal
pada subsiral yang fidak mahal,
genetike dan fsiologinya vang
telah diketahui dengan baik,-
k&tarsadlaanl gejumizh vektor
kloning yang tepal, dan
maningkatnya jumlah strain
mutannya {Baney, 1899)

Di antara berbagai sistem
akspresi £, coll, sistem pET yang
dikomersialisasikan oéeh Novagan
lermasuk sistem yang paling baik
untuk ekspras) protedn rekombinan.
Sistem Inl menawarkan enam
kombinasi inang-vektor dan salah
salunya adalah vekior pET24d dan
inang E coli BLDZ1({DE3)
{ W nowagan. com). Kormbinass ind
telah sukses digunakan untuk

i1
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eksprasi  sejumiah  enzim
rekaombinan. seperti alkohal
dehidrogenase sefagalmana yang
dilaparkan oleh Machietzan &f al
{2008 dan Una et &l (2006}, Kion-
klon pembawa gen mutan yang
aktif secara fungsional dapat
diseleksi berdasarkan keberadasn
penanda resizien antiblotik dan
gen iz0 | pada vekior | Gambar 4}

Skrining Pustaka Mutan

Puglaka fenotip mutan
sefanjutnya parlu diskrinireg wrtuk
mendapatkan klon-kion panghasil
anzim mutan dangan sifal-sifat
vang diinginkan. ini mamardfukan
metode-matoda yang relatif
prakiis, tdak mahal dan cepat
(Wahler & Reymond, 2001}
Mamde yang digunakan tengantung
pacs sifat enzsm vang ingin diubah

Matode-metods skrining vang
ralall sedarhana didasarkan pada
siiaksl anzim lerhedap perameter
lingkungan yang dinginkan seperti
lahan panas atau dingin. tahan
pH randah atau tinggl. Sebagal
cantah, protesss subtiligin
direkayasa melalul eavolus)
laboratorivm dan diskrning untuk
sifal tahan atau stabil pada
kondisi dingin, ssbagaimana yang
dilaporkan olah Taguchi & a/,
1998 Dalam hal ini, pustaks
mutan dibuat replikanya pada me-
dia yang mengandung substral
sxim  mitk dan  dilnkubaesi
samalaman pada 37°C untuk
membaniuk kion-klon, Satalah
inkubast (ambahan pada 10°C
salama dua hari, zona hening
nampax jlas di sekitar beberapa
klon yang menunjukkan bahwa
ki itk dibidrolisis pada kondis)
dingirs,

Pustaka mutan dapat diujukan
uniuk menyeleksi enzim mutan
dangan enansioselekiiviias ter-
teniu. Sebegai contoh, deteksl
anzim godanaan aldolase ierhadap
substral dengan gugus karbonkl
sabagaimana yang dilaporkan oleh
Reymond (2001). Ekspresi enzim

|

oy

Media dengan patakioaa

Medis dangan PTG

Gambar 4. Seleksi terhadap klon-kion pembawa gen mutan yang akbl
secara fungsional Panambshan antibiotk tertentu ke datam
madia periumbuhan akan memungikinkan hanya klon-kion
pembawa vekior elap hidup, Kemudian adanya a-gatakioss
calam media padal meamungkinkan pendeteksian kon-kian
pembawa gen sisipan, Keberadagn isopropyla-0-1-
tivogaizctapyranoside (IPTG) di dalam media mengindukal
elspras gan-gen mulan. Kumpulan klon-klon pembawa gan
miutzn yang aktif secara lungsional ini dissbut perpustakasn

fanatip meutan

ini oleh kKlon dapat dideteksi
karena kemampiuannya mengubah
subsirat dengan berbagal enarsio-
selekvitas menjad) umbeliferone.
Umbelliferone adalah produk
Fuoresan yang dihasikan metalul
eliminasi senyawa- karbonil,
Skrining inl dapst juga diterapkan
unfuk seleks! alkohal dehidra-
genase dengan stereo dan enansio
selekiivitas tertentu

Gen mutan ftargel yang
diparoleh - selanjulnya dapat
digekuans (dliteniukan urutan
nukiectidanya} dan data
sekuensnya dianalizsls wntuk
mengetahul zecara spesifik
penibahan yang ierad pada wrutan
gsam aming yang disandinys.

Teknik sekuenzing yang lelah
digunakan secara luas adalah
pendekatan enzimatis. yang
dikemukakan oleh Sanger dan .
Coulson dan MRC-Cambridge,
Inggris. Dewasa inl. sekuensing
tefah  dilakukgn  dengan
Menggunakan masin sekuensing
[segquencer] yang hekerja ctomatis
(Karp, 2005). Unfuk sekuensing
suatu gen, hasinya dapat diperoleh
datam waklu yang sangat singkat
dengan segqusncer atomatis

KESIMPULAN

Tingginya keanekaragaman
cian kelimpahan mikraba laul
manunjukkan polensinya sebagal



sumiber pafing menjanjikan untuk
penamuan produk slaml bar
yang bernilai industri, Enzim
tarmasuk produk 8laml yang
pasling diminati datarm dunis indusri
kareng repulssinya sebagal
kalalis yang ramah lingkungan,
ekonomis dan bersih, Dengan
mengyunakan pandgekatan meda-
genamika, berbagal enzim unik dan
baru dapat digkses dan mikroba
laut yang fidak dapat dikuliur.

Walaupun demikian, anzim
glaml seringkall tidak me-
nunjukkan performa yang sesuai
dengan saléra industr, sepor labil
selama penode wakiu yarg lama,
tidak sklif pada patarut terbantu,
dan tidak dapal menarma: substrat
spesifik, Linfok du diperdukan suatu
samuhan molekular vang disabut
mulagenasEs guna membuainya
tampil lebih prima untuk suatu
kandisi reaksl yang diinginkan.

Evaliusi aboratoriem diparfim-
bangkan -sebagal strategi mu-
ingenesis paling afektif di abad
milanium nl. Hal inl karena
kemampuannya manguball par-
forma enzim dalam wakiu vang
relatif singkal npa mameridksEn
dukungan informasl manganai
sirukiur dan hubungan strukiur-
fungsl enzim, Ada dua matode
vang relalil sederhana dalam
evolusl laboratorum, vailu arror-
prong PCR dan DN& shuffling,
Dengan menggunakan éror-pmong
PCR Khususnya, sualu molekul
enzim dapai dimanipulasi pada
tingket gen uniuk ‘mefahirkan’
bunanan ungoul. Dengan OfA shf-
fiing,  dua aiay labdh enZim ho-
molog dengan keungoulan yvarg
barbeda dapal 'dikawinsiangkan’
unfuk malahirkan. suafu turunan
mutan yang mawsris samus skt
unggul dard induknya
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