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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the genetic polymorphisms of calpastatin (CAST), calpain 3 (CAPN3)
and myostatin (MSTN) on local sheep at Jonggol Animal Science Teaching and Research Unit (JASTRU). A total
number of 294 blood samples were collected from JASTRU. The identification of polymorhism in CAST and CAPN3
genes performed by using Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)
while MSTN gene by using PCR-SSCP methods. The results showed that CAST|MspI, CAST|Ncol and
CAPN3 | Maell loci were polymorphic, whereas The MSTN locus was monomorphic for G (1.0). The frequency of
allele M (0.87) on the locus (CAST | Mspl) higher than the N allele (0.13). At locus CAST | Ncol, the frequency of
allele M (0.96) higher than the N allele (0.04). At the CAPN3 | Maell, allele G (0.85) and allele T (0.15). Locus
CAST| Ncol has higher observed heterozygosity (H, = 0.92) compared to CAPN3|Maell and CAST| Mspl
(H, = 0.74-0.77), however has lower compared to CAPN3 | Maell and CAST | Mspl in expected of heterozygosity
(He = 0.08 vs 0.23-0.26) and in index fixation (Fis = -0.04 vs 0.03-0.12).
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi keragaman genetik gen pengontrol kualitas daging yaitu gen
calpastatin (CAST), calpain 3 (CAPN3, dan myostatin (MSTN) pada domba lokal di Unit Pendidikan dan Pelatihan
Peternakan (UP3) Jonggol. Sampel darah domba dari UP3 Jonggol yang digunakan sebanyak 294 diekstraksi
untuk mendapatkan sampel DNA genom. Pendeteksian keragaman pada gen CAST dan CAPN3 dilakukan
menggunakan pendekatan Polymerase Chain Reaction—Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP),
sedangkan pada gen MSTN dilakukan menggunakan pendekatan Polymerase Chain Reaction -Single Strand
Comformation Polymorphism (PCR-SSCP). Hasil pendeteksian keragaman lokus CAST | MspIl dan CAPN3 | Maell
menghasilkan dua alel (M dan N) dan tiga genotipe (MM, MN dan NN), sedangkan lokus CAST| Ncol
menghasilkan dua ale (M dan N)I dan dua genotipe (MM dan MN). Aplikasi PCR-SSCP pada gen MSTN
menemukan hanya satu alel G (1,0). Lokus CAST|MspI, CAST| Ncol dan CAPN3| Maell bersifat polimorfik.
Frekuensi alel M (0,87) pada lokus (CAST | MspI) lebih tinggi dari Alel N (0,13). Pada lokus CAST | Ncal, frekuensi
alel M (0,96) lebih tinggi dibandingkan alel N (0,04). Pada lokus CAPN3 | Maell, alel G (0,85) dan alel T (0,15).
Nilai heterozigositas pengamatan (H,) berkisar antara 0,74 - 0,92, lebih tinggi dari nilai heterozigositas
harapannya (H.) yang berkisar antara 0,08-0,28. Nilai Fis domba UP3 Jonggol dalam kisaran (-0,04) - 0,12. Nilai
Fis yang lebih besar ditemukan pada lokus CAPN3 | Maell (0,12).

Kata kunci: Keragaman genetik, calpastatin, calpain, myostatin dan domba.

domba hasil persilangan antara domba ekor tipis
dengan domba Garut. Domba ini telah dipelihara
dengan sistem manajemen penggembalaan sejak
tahun 1980 di UP3] dan terseleksi secara alami untuk
lingkungan panas dan kering. Sumantri et al. (2007)
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sedangkan rataan bobot badan domba betinanya
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lebih tinggi bila dibandingkan dengan domba dewasa
Donggala (jantan 24,0 dan betina 25,3 kg), domba
Kisar (jantan 25,8 dan betina 18,9 kg), dan domba
Rote (jantan 27,9 dan betina 20,3 kg), hampir sama
dengan domba Sumbawa (jantan 33,8 dan betina
26,9 kg), tetapi lebih rendah dari domba Garut
(jantan 40,80 dan betina 27,57 kg)

Perkembangan teknologi genetika molekuler
seperti penggunaan penanda DNA (marker assited
selection, MAS) dapat mempercepat dan
meningkatkan keakuratan seleksi. Upaya seleksi pada
tingkat DNA relatif lebih mudah untuk mendeteksi
adanya pengaruh alel positif pada sifat bernilai
ekonomis (economic trait loci, ETL) yang biasanya
bersifat kuantitatif (quantitative trait loci, QTL).

Protein calpastatin (CAST) merupakan anggota
kelompok sistem calpain-calpastatin. Sistem ini
berpengaruh pada banyak proses fisiologis dan
patologis (Goll et al, 2003; Kidd et al, 2000; dan
Raynaud et al, 2004). Gen CAST pada domba
terletak pada kromosom nomor lima (Hediger et al.,
1991) sedangkan pada ternak sapi (Bos taurus)
terletak pada kromosom nomor 7 (Bishop et al,
1993; Kappes et al, 1997). Palmer et al. (1998)
melaporkan bahwa terdapat keragaman gen
calpastatin pada domba Dorset. Calpain (CAPN)
merupakan sebuah enzim proteolitik terkait dengan
ion kalsium (Ca*), calpain terbagi dalam dua bentuk,
yaitu u-calpain dan m-calpain. u-calpain merupakan
calpain yang memerlukan ion Ca®* dalam konsentrasi
rendah, sedangkan m-calpain merupakan calpain
yang memerlukan ion Ca®* dalam konsentrasi tinggi.
Calpain berfungsi untuk mendegradasi protein sel-sel
otot (myofibril) di dalam jaringan otot (Goll et al,
1992). Myostatin (MSTN) merupakan salah satu gen
yang terletak di ujung distal kromosom 2 pada sapi
(Grobet et al., 1997), dan terdiri atas tiga ekson dan
dua intron. Menurut Grobet ef al (1997), dan
McPherron et al. (1997), hal yang sama juga terdapat
pada beberapa spesies lain dengan runutan DNA
terdapat pada bank gen dengan nomor akses pada
babi (AY208121), kerbau (AH013313), ayam
(AF346599), dan tikus rumah (AY204900). Mutasi
yang terjadi pada gen yang menyandikan protein
myostatin ini telah banyak dipelajari dan berpengaruh
terhadap pertambahan massa otot pada tikus, anjing,
sapi dan manusia (Grobet et al, 1997; McPherron et
al., 1997; Schuelke et al, 2004).

Berdasarkan hasil kajian molekuler pada
domba di UP3J]-Fapet-IPB seperti DNA mikrosatelit
(Sumantri et al., 2008a), gen calpastatin (Sumantri et
al., 2008b), gen Pit-1 (Sumantri et al, 2008c), gen k-
kasein (Sumantri et al., 2008d) menunjukkan adanya
keragaman genetik  cukup tinggi, sehingga seleksi
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sangat mungkin untuk dilakukan. Informasi tentang
adanya keragaman pada gen yang terkait dengan
pengontrolan sifat kualitas daging dan karkas pada
domba lokal di Indonesia masih sangat jarang
dilakukan. Berdasarkan pertimbangan tersebut,
penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
keragaman genetik gen CAST, CAPN3, dan MSTN
pada domba lokal di Unit Pendidikan dan Pelatihan
Peternakan (UP3) Jonggol.

METODE PENELITIAN

Sampel Ternak dan DNA Domba

Domba yang digunakan dalam penelitian
sebanyak 294 ekor. Sistem pemeliharaan dilakukan
secara ekstensif di Unit Pendidikan dan Pelatihan
Peternakan (UP3) Jonggol, dengan dilepaskan pada
pagi sampai dengan sore hari dipadang gembalaan
tanpa ada pemberian pakan konsentrat dan
dikandangkan pada malam hari.

Sampel darah diambil dari bagian vena
Jugularis menggunakan jarum  venogject yang
ditampung pada tabung vaccutainer. Selanjutnya
sampel darah ditambahkan ethano/ dengan
perbandingan sampel darah: ethano/ adalah 1:1.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dari sampel darah
dalam ethano/ dengan menggunakan metode phenok
chloroform (Sambrook dan Russell, 2001) yang telah
dimodifikasi oleh Andreas et al. (2010). Sampel darah
dalam ethano/ sebanyak 200 pl dicuci dengan 1000 pl
air destilasi (destilated water, DW), kemudian di
vorteks dan disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm
selama 5 menit. Hasil sentrifugasi berupan endapan
sel darah yang telah lisis ditambahkan bufer 1 x STE
(sodium tris EDTA) sampai volume 340 pl, 40 pL
sodium dosesil sulfat 10% dan 20 pL proteinase K 5
mg/mL. Campuran diinkubasi pada suhu 50 °C
selama satu jam sambil digoyang pelan.

Campuran sampel vyang telah diinkubasi
ditambahkan 400 pl larutan phenol, 400 pl
choloform: isoamy/ alcohol (24:1) dan 40 pl NaCl 5M.
Campuran digoyang pada suhu ruang selama satu
jam. Campuran disentrifugasi pada kecepatan 12000
rpm selama 5 menit hingga fase air terpisah dengan
fase phenol. Fase air dipindahkan dalam tabung baru
dengan volume terukur. Molekul DNA diendapkan
dengan cara menambahkan 2 x volume ethanol
absolute dan 0,1 x volume NaCl 5M. Campuran
kemudian diinkubasi pada suhu -20 °C selama
semalam. Pengendapan DNA selanjutnya dilakukan
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dengan disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm
selama 5 menit. Endapan DNA yang diperoleh dicuci
dengan ethanol/ 70%, kemudian diendapkan lagi.
Endapan DNA vyang telah bersih dari alkohol
dipulihkan dengan menambahkan 100 pl TE (Tris
EDTA). Sampel DNA disimpan pada suhu -20 °C dan
siap untuk digunakan.

Amplifikasi Fragmen Gen Calpastatin, Calpain 3
dan Myostatin.

Amplifikasi fragmen gen calpastatin (CAST),
calpain 3 (CAPN3) dan myostatin (MSTN) dilakukan
secara in vitro menggunakan mesin thermal cycler
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems™). Amplifikasi dilakukan menggunakan
reaksi yang terdiri atas 2 pl sampel DNA, masing-
masing primer (Tabel 1) 25 pmol, campuran dNTP
200 pM, MgCl, 1 mM, dan {ag polymerase
DreamTaq™ (Fermentas) 0,5 unit dan bufernya
dalam larutan total 25 pl. Amplifikasi berjalan pada
kondisi denaturasi awal pada suhu 95 °C selama 5
menit, 35 siklus yang terdiri dari denaturasi pada
suhu 95 °C selama 30 detik, penempelan primer
pada suhu 60 °C selama 45 detik dan pemanjangan
DNA baru pada suhu 72 °C selama 1 menit, dan
pemanjangan akhir pada suhu 72 °C selama 5 menit.

Pendeteksian Keragam Gen Calpastatin,
Calpain 3 dan Myostatin

Pendeteksian keragaman pada gen CAST dan
CAPN3 dilakukan dengan menggunakan pendekatan
polymerase chain  reaction-restriction  fragment
length polymorphism (PCR-RFLP), sedangkan pada
gen MSTN dilakukan menggunakan pendekatan —
single strand comformation polymorphism (PCR-
SSCP). Enzim pemotong yang digunakan untuk
mengenali situs pemotongan pada fragmen gen CAST
adalah Mspl (CAST|Mspl) dan Ncol (CAST|Ncol)
yang masing-masing mengenali situs pemotongan
C|CGG dan C|CATGG. Kedua enzim diinkubasikan
pada suhu 37 °C, dan enzim Maell (A|CTG) untuk
gen CAPN3 (CAPN3|Maell) yang diinkubasikan pada
suhu 65 °C.

Tabel 1 Informasi primer yang digunakan.
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Pendeteksian keragaman pada fragmen gen
MSTN dilakukan menggunakan metode PCR-SSCP,
sebagai alternatif dari penelitian Boman et a/. (2009)
yang menggunakan metode PCR-RFLP menggunakan
enzim Maelll. Analisis PCR-SSCP diawali dengan
memisahkan DNA menjadi utas tunggal dengan cara
dipanaskan pada suhu 95°C selama 10 menit,
kemudian dimasukan dalam Jice bath secara cepat
untuk menghasilkan konformasi utas tunggal DNA.
Pola migrasi dari konformasi yang sama
menunjukkan runutan sekuen yang sama. Genotipe
yang ditemukan dikonfirmasi menggunakan analisis
sekuensing (Macrogen Inc.).

Penentuan Genotipe Gen Calpastatin, Calpain 3
dan Myostatin

Penentuan genotipe gen CAST dan CAPN3
dilakukan pada gel agarosa 2% dengan tegangan
100 volt selama 40 menit dan bufer 0,5 x TBE (tris
borat EDTA). Gel diwarnai dengan etidium bromida
yang divisualisasikan pada UV trans illuminator (Alpha
Imager EP). Penentuan genotipe gen MSTN dilakukan
pada polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) 12%
dengan bufer 0,5 x TBE. Proses elektroforesis
dilakukan pada tegangan 100 volt selama 17 jam
yang disimpan pada suhu 4 °C. Pita DNA pada PAGE
diwarnai dengan menggunakan pewarnaan sensitive
perak (Byun et al., 2009).

Analisis Statistik

Analisis data molekuler lokus CAST|Mspl,
CAST|Ncol, CAPN3|Maell dan MSTN pada populasi
domba di UP3 Jonggol meliputi frekuensi alel,
keseimbangan Hardy-Weinberg, nilai heterosigositas
meliputi heterosigositas pengamatan (H,) dan
heterosigositas harapan (H.) dan indeks fiksasi (Fis).
Data keragaman dianalisis menggunakan POPGENE
versi 1.32.

Lokus Sekuen Primer (5" - 3') Ukuran Pustaka
F: TGG GGC CCA ATG ACG CCA TCG ATG
CAST R: GGT GGA GCA GCA CTT CTG ATC ACC 622 bp Palmer et al,, 1998
F: CTC TCA GGA TGT CCT ACG ATG
CAPN3 R: CTG GGA AGT TGC GGC AGC CTC 168 bp Zhou et al, 2007
F: CTC CTT GCG GTA GGA GAG TG
MSTN 299 bp Boman et a/,, 2009

R: GGT GCA CAA GAT GGG TAT GAG
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pendeteksian Keragaman Gen Calpastatin,
Calpain 3 dan Myostatin

Hasil amplifikasi fragmen gen  CAST
menggunakan primer yang dirancang berdasarkan
Palmer et al (1998) menghasilkan fragmen
sepanjang 628 bp. Pendeteksian keragaman ruas gen
CAST menggunakan enzim Mspl (CAST|Mspl)
menghasilkan dua alel, yaitu alel M (336 dan 286 bp)
dan alel N (622 bp). Terdapat tiga genotipe yang
ditemukan pada populasi domba UP3 jonggol
sebanyak tiga genotipe, yaitu genotipe MM (336 dan
286 bp), MN (622, 336 dan 286 bp) dan NN (622 bp).

Hasil pendeteksian keragaman CAST dengan
enzim Ncol juga menghasilkan dua alel, yaitu alel M
yang ditunjukkan dengan adanya pita 622 bp dan alel
N yang ditunjukkan dengan pita 374 dan 248 bp.
Hanya terdapat dua genotipe yang ditemukan, yaitu
genotipe MM (622 bp) dan MN (622, 374 dan 248
bp). Hasil visualisasi keragaman gen CAST|Mspl dan
CAST|Ncol pada gel agarosa diperlihatkan pada
Gambar 1 dan Gambar 2.

Amplifikasi ruas gen CAPN3 menggunakan
runutan primer berdasarkan Zhou et al (2007)
menghasilkan fragmen DNA sepanjang 168 bp.
Pendeteksian keragaman ruas gen CAPN3 dengan
metode PCR-RFLP menggunakan enzim restriksi
Maell (CAPN3|Maell) menghasilkan dua alel, yaitu
alel G yang ditunjukkan dengan adanya fragmen
sepanjang 97 dan 71 bp, dan alel T yang ditunjukkan
dengan adanya fragmen sepanjang 168 bp. Terdapat

1 M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

gl il 622 bp

MM MN MN MN MN MN MM MN MN MM MN MM MN NN NN MN

Gambar 1 Visualisasi keragaman gen CAST|Mspl pada gel
agarose 2%. M: Marker 100 bp, MM: 336 dan
286 pb, MN: 622, 336 dan 286 pb, dan NN: 622
pb.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

700 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

622bp
374 bp
248 bp

MMMMMMMMMMMMMN MN MN MMMMMMMMMM MM MN

Gambar 2 Visualisasi keragaman gen CAST|Ncol pada gel
agarose 2%. M: Marker 100 bp, MM: 622 pb,
MN: 622, 374 dan 248 pb.
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tiga genotipe CAPN3 yang ditemukan pada populasi
domba di UP3 Jonggol, yaitu genotipe GG (97 dan 71
bp), GT (168, 97 dan 71 bp) dan TT (168 bp). Hasil
visualisasi keragaman gen CAPN3|Maell diperlihatkan
pada Gambar 3.

Pendeteksian keragaman gen MSTN
menggunakan metode PCR-SSCP merupakan metode
alternatif untuk mendeteksi keragaman vyang
sebelumnya dilakukan. Penelitian Boman et a/. (2009)
menemukan adanya keragaman pada gen MSTN
menggunakan metode PCR-RFLP dengan enzim
Maelll (MSTN|Maelll). Pada penelitian tersebut
ditemukan dua alel, yaitu alel G (normal) dan alel
delG yang mengalami delesi nukleotida G pada posisi
nukleotida ke 960 (c.del960G). Hasil penelitian
menggunakan metode PCR-SSCP tidak menemukan
adanya keragaman pada lokus MSTN. Alel dan
genotipe yang ditemukan adalah alel G dan genotipe
GG. Hasil visualisasi keragaman gen MSTN pada
PAGE 12% diperlihatkan pada Gambar 4.

Keragaman Genetik Domba UP3 Jonggol
Keragaman genetik domba UP3 Jonggol pada
lokus CAST|Mspl, CAST|Ncol, CAPN|Maell dan MSTN
ditampilkan pada Tabel 2. Nilai keragaman genetik
domba UP3 Jonggol berdasarkan frekuensi alel dari
ke tiga lokus tersebut menunjukkan tingkat
keragaman vyang rendah. Lokus CAST|Mspl,
CAST|Ncol dan CAPN3|Maell bersifat polimorfik,
sedangkan lokus MSTN bersifat monomorfik. Hal ini

9 10 11 12 13 14 15 16

el 1 68 DP

TT 7T TT TT GT TT TT GT TTTT IT TT TT TT TT TT

Gambar 3 Visualisai keragaman gen CAPN3|Maell pada
gel agaore 2%. M: Marker 100 bp, GT: 168, 97
dan 71 pb, TT: 168 pb.

Gambar 4 Visualisasi keragaman gen MSTN menggunakan
metode PCR-SSCP pada PAGE 12%.



Vol. 17 No. 1

Tabel 2 Keragaman genetik domba di UP3 Jonggol
berdasarkan lokus CAST|Mspl, CAST|Ncdl,
CAPN|Maell dan MSTN

Lokus Alel Frekuensi x> Hy, He Fis

M 0,87
CAST| Mspr® 026 0,77 0,23 0,03
N 0,13
M 0,96
CAST| Ncol? 048 0,92 0,08 -0,04
N 0,04
G 0,15
CAPN3| Maell 4,35% 0,74 0,26 0,12
T 0,85
X G 1,00
MSTN TD T T 7D
delG 0,00

Keterangan:

* menunjukkan berbeda nyata pada x20,05= 3,841.

@ sebagian data telah dipublikasikan Sutikno et al,, 2011.

® Sebagian data telah dipublikasikan Sumantri et a/., 2011.

sesuai dengan pernyataan Nei dan Kumar (2000)
bahwa populasi dinilai beragam jika memiliki dua
atau lebih alel dalam satu lokus dengan frekuensi
yang cukup (biasanya lebih dari 1%). Penelitian
keragaman lokus CAST|Mspl sebelumnya pada
domba UP3 Jonggol yang dilakukan Sumantri et al.
(2008b) menghasilkan frekuensi alel N (0,84) yang
relatif lebih tinggi dari alel M (0,16). Hasil penelitian
ini berbeda dengan hasil penelitian sebelumnya,
dimana frekuensi alel M (0,87) lebih besar dari Alel N
(0,13). Hal ini kemungkinan disebabkan oleh
penggantian pejantan dengan penggunaan yang
terbatas. Pada lokus CAST|Acol, frekuensi alel M
(0,96) memiliki frekuensi yang lebih tinggi
dibandingkan alel N (0,04). Hasil penelitian Zhou et
al. (2007) pada gen CAPN3 menemukan adanya tiga
alel dan enam genotip. Penelitian Boman et al.
(2009) yang menggunakan domba dengan fenotipe
menyerupai double muscle (increased muscle mass,
IMM) memiliki frekuensi alel del G (0,79) yang lebih
tinggi dibandingkan alel G (0,21).

Nilai ch/ kuadarat (x°) yang digunakan untuk
mengestimasi keseimbangan alel dalam populasi
(keseimbangan Hardy—Weinberg) pada domba UP3
Jonggol berada dibawah nilai x* tabel. Hal tersebut
berarti bahwa keragaman alel dalam populasi
tersebut bersifat seimbang, kecuali pada lokus
CAPN3|Maell yang memiliki nilai x* yang lebih tinggi
dari x* tabel. Keseimbangan yang terdapat pada
domba di UP3 Jonggol menunjukkan tidak adanya
proses migrasi. Hartl (1987), Gillespie (1998) dan Nei
dan Kumar (2000) menyatakan bahwa suatu populasi
yang cukup besar akan berada dalam keseimbangan
jika tidak terjadi proses seleksi, mutasi, migrasi, dan
genetic drift.
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Nilai heterozigositas menggambarkan adanya
variasi genetik dalam suatu populasi. Nilai
heterozigositas dapat digunakan untuk membantu
program seleksi, untuk memilih sumber genetik pada
generasi berikutnya (Marson et a/, 2005). Nilai
heterozigositas pengamatan (H,) pada populasi
domba UP3 Jonggol cukup tinggi, berkisar antara
0,74-0,92, lebih tinggi dari nilai heterozigositas
harapannya (H.) yang berkisar antara 0,08-0,28.
Tambasco et al. (2003) menyatakan bahwa jika nilai
H, lebih rendah di bandingkan nilai H. dapat
mengindikasikan adanya derajat endogami
(inbreeding) yang tinggi sebagai akibat adanya
proses seleksi yang intensif. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada populasi domba di UP3
Jonggol, selain tidak adanya proses migrasi, juga
tidak adanya proses seleksi yang intensif.

Indeks fiksasi (Fis) atau bisa juga disebut
sebagai koefisien inbreeding biasanya digunakan
untuk mengetahui struktur persilangan populasi atau
pola seleksi yang dihubungkan dengan alel yang
polimorfik (Nei dan Kumar, 2000). Nilai Fis domba
UP3 Jonggol berkisar antara -0,04-0,12. Nilai Fis
yang lebih besar ditemukan pada lokus CAPN3|Maell
(0,12). Nilai Fis yang mendekati nilai 0
mengindikasikan bahwa populasi tersebut berada
dalam keseimbangan Hardy-Weinberg.

KESIMPULAN

Domba UP3 Jonggol menunjukkan tingkat
keragaman genetik yang rendah. Lokus CAST|Mspl,
CAST|Ncol dan CAPN3|Maell bersifat polimorfik.
sedangkan MSTN bersifat monomorfik. Pengujian
nilai x> menunjukkan bahwa keragaman alel dalam
populasi tersebut bersifat seimbang, kecuali pada
lokus CAPN3|Maell yang memiliki nilai x> = 4,35.
Nilai heterozigositas pengamatan (H,) berkisar antara
0,74-0,92, lebih tinggi dari nilai heterozigositas
harapannya (He) yang berkisar antara 0,08-0,28.
Nilai Fis berkisar antara -0,04-0,12. Nilai Fis yang
lebih besar ditemukan pada lokus CAPN3| Maell.
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