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Abstrak 
Pendahuluan: Single nucleotide polymorphism (SNP) rs1998076 (G>A) pada kromosom 20p11 
merupakan SNP yang menantang untuk digenotip karena perbedaan alel hanya satu basa dan berpotensi 
berada pada konteks sekuens yang meningkatkan risiko amplifikasi non-spesifik. Metode amplification-
refractory mutation system polymerase chain reaction (ARMS-PCR) sering digunakan untuk genotiping 
SNP, namun performanya dapat sangat dipengaruhi oleh kondisi PCR, terutama suhu annealing. 
Penelitian ini bertujuan untuk optimasi metode terbaik untuk melihat SNP pada rs1998076 
Metode: Penelitian eksperimental laboratorium membandingkan tetra-primer ARMS-PCR dan allele-
specific polymerase chain reaction (AS-PCR). Validasi hasil dibandingkan dengan menggunakan Sanger 
sequencing  
Hasil: ARMS-PCR awal menunjukkan pola pita yang bervariasi, munculnya multiple bands/smear, 
sehingga interpretasi genotipe tidak stabil. Pada uji gradient, penurunan suhu annealing meningkatkan 
pita non-spesifik, sedangkan suhu lebih tinggi memperbaiki spesifisitas tetapi dapat menyebabkan 
melemahnya/hilangnya pita alel tertentu (indikasi allele dropout). Sebaliknya, AS-PCR menghasilkan pita 
tunggal yang jelas dan konsisten: sampel 02 teridentifikasi AG, sampel 03 GG, dan sampel 12 AA. 
Kromatogram Sanger mengonfirmasi genotipe tersebut . 
Kesimpulan: Tetra-primer ARMS-PCR bersifat sangat sensitif terhadap suhu annealing dan kurang 
reliabel untuk genotiping rs1998076 karena risiko amplifikasi non-spesifik dan allele dropout. AS-PCR dua 
reaksi terpisah lebih stabil dan mudah diinterpretasi sehingga lebih direkomendasikan untuk genotiping 
rs1998076. 
Kata-kata Kunci: SNP, Genotyping, rs1998076, ARMS-PCR, AS-PCR 
 
Abstract 
Background: The single nucleotide polymorphism (SNP) rs1998076 (G>A) on chromosome 20p11 is 
challenging to genotype because it involves a single-base substitution and may lie within a sequence 
context that increases the risk of nonspecific amplification. Amplification-refractory mutation system PCR 
(ARMS-PCR) is widely used for SNP genotyping, but its performance is highly dependent on PCR 
conditions, particularly annealing temperature. This study aimed to identify the most suitable PCR-based 
method for genotyping rs1998076. 
Methods: A laboratory experimental study was conducted to compare tetra-primer ARMS-PCR and allele-
specific PCR (AS-PCR). Genotyping results were validated using Sanger sequencing. 
Results: Initial ARMS-PCR produced variable banding patterns with multiple bands/smearing, leading to 
unstable genotype interpretation. In annealing-temperature gradient testing, lower annealing 
temperatures increased nonspecific bands, whereas higher temperatures improved specificity but 
weakened or eliminated one allele-specific band, suggesting allele dropout. In contrast, AS-PCR 
generated clear and consistent single bands: sample 02 was identified as AG, sample 03 as GG, and 
sample 12 as AA. Sanger chromatograms confirmed these genotypes. 
Conclusion: Tetra-primer ARMS-PCR is highly annealing-temperature sensitive and less reliable for 
rs1998076 genotyping due to nonspecific amplification and potential allele dropout. Two-reaction AS-PCR 
is more stable and easier to interpret and is therefore recommended for genotyping rs1998076. 
Keywords: SNP, Genotyping, rs1998076, ARMS-PCR, AS-PCR 
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PENDAHULUAN 

Single nucleotide polymorphism (SNP) merupakan variasi genetik paling umum pada 

genom manusia dan banyak digunakan sebagai penanda pada studi genetika populasi 

maupun penelitian asosiasi gen–penyakit.1 Identifikasi SNP memiliki efek fungsional: 

Pada SNP yang berada pada daerah pengkode protein, SNP dapat berupa 

nonsynonymus/missense yang mengubah asam amino sehingga berpotensi 

mempengaruhi struktur protein, sedangkan pada SNP untuk daerah yang non-koding 

dapat mempengaruhi aktivitas promoter, stabilitas/konformasi mRNA, splicing ataupun 

ekspresi gen. Hal ini dapat berpengaruh terhadap fenotipe ataupun kerentanan 

penyakit. Mengingat perbedaan antar alel hanya satu nukleotida, akurasi genotiping 

menjadi krusial. Kesalahan penentuan genotipe dapat menggeser frekuensi alel, 

mengganggu keseimbangan Hardy–Weinberg, dan menimbulkan bias pada estimasi 

risiko (misalnya odds ratio) terutama ketika genotipe heterozigot salah terbaca.2 

SNP rs1998076 penting karena termasuk varian kunci di lokus kromosom 20p11 yang 

berulang kali dilaporkan berasosiasi dengan androgenetic alopecia (AGA)/male pattern 

baldness dan memiliki efek yang relatif kuat dalam konteks genetika AGA, meskipun 

lokus 20p11 ini tidak secara langsung “jelas” terhubung dengan jalur androgen klasik.3 

Selain itu, rs1998076 sering muncul sebagai salah satu SNP yang dipakai dalam model 

prediksi AGA bersama varian di sekitar AR dan lokus lain, menunjukkan bahwa varian 

ini bukan hanya “sekadar signifikan”, tetapi juga dianggap informatif untuk klasifikasi 

risiko pada studi prediktif. Replikasi asosiasi lokus 20p11 pada populasi berbeda juga 

memperkuat pentingnya rs1998076 sebagai penanda yang stabil lintas etnis, termasuk 

laporan validasi pada populasi Chinese Han.4 

Dari sisi teknis, rs1998076 menantang untuk digenotip karena merupakan substitusi 

basa tunggal (G>A) dan berada pada konteks sekuens yang dapat meningkatkan risiko 

mispriming/struktur sekunder, sehingga metode PCR yang mengandalkan diskriminasi 

mismatch tunggal di ujung primer (seperti ARMS-PCR) lebih rentan menghasilkan pita 

non-spesifik atau allele dropout pada kondisi annealing yang sedikit bergeser.5 Dalam 

konteks itulah pemilihan metode menjadi penting: studi perbandingan antara ARMS-

PCR dan allele-specific PCR (AS-PCR) yang divalidasi dengan Sanger sequencing 
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diperlukan untuk memastikan genotiping rs1998076 akurat dan konsisten, terutama bila 

hasilnya akan dipakai untuk analisis asosiasi atau pemodelan risiko pada populasi 

Indonesia yang beragam.5,6  

METODE  

Desain Studi  

Penelitian ini merupakan studi eksperimental laboratorium yang bertujuan untuk 

mengoptimalkan dan membandingkan dua metode genotiping berbasis PCR, yaitu tetra-

primer ARMS-PCR dan allele-specific PCR (AS-PCR) dua reaksi terpisah, untuk 

mendeteksi SNP rs1998076 (G>A) pada kromosom 20. Penelitian ini telah mendapatkan 

kelaikan kaji etik penelitian dari Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas 

Tarumanagara dengan nomor 455/KEPK/FK UNTAR/XI/2024 dan telah mendapatkan 

izin penelitian dengan nomor 661-AK/FK-UNTAR/IN/XI/2024. 

Sampel DNA  

Sampel DNA berasal dari koleksi penelitian cross-sectional sebelumnya (sampel darah 

perifer) dan digunakan sebagai template pada reaksi PCR. Pada tahap optimasi, 

sejumlah sampel dipilih untuk pengujian dan penyesuaian kondisi reaksi (termasuk uji 

gradient annealing). Validasi Sanger sequencing dilakukan pada tiga sampel 

representatif (AA, AG, GG) yang dipilih berdasarkan hasil genotiping PCR untuk 

memastikan kesesuaian genotipe dengan urutan nukleotida sebenarnya. DNA disimpan 

pada suhu −20°C dan dicairkan bertahap pada suhu ruang sebelum digunakan. 

Desain Primer Primer rs1998076. 

Desain primer dilakukan berdasarkan sekuens referensi rs1998076 dengan 

menggunakan tools primer1.soton.ac.uk. Hasil dari set primer yang disarankan dapat 

dilihat pada Tabel 1. Set primer yang sama digunakan baik untuk ARMS-PCR maupun 

AS-PCR. 
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Tabel 1. Primer yang digunakan. 

Kode Primer Sekuens Tm Gc Content 

rs1998076 Forward Inner 5’ – CTT CTC ATC TGA GTT AAC AGA TTT TGG 
– 3’ 

54oC 37% 

rs1998076 Reverse Inner 5’ – TCT ATA CAA CAG AAA AGA TTT TGA TTA 
TT – 3’ 

50.3oC 20.7% 

rs1998076 Forward Outer 5’ – AAG TGA CAC ATT GAA TTT TAT TAC TGA 
C -3’ 

52.6oC 28.6% 

rs1998076 Reverse Outer 5’ – TTG TAT CTA GAA CAA AGT AGG TGC TTA 
A – 3’ 

54.1oC 32.1% 

 

ARMS PCR untuk rs1998076 

Reaksi untuk ARMS PCR disiapkan dalam volume total 25 µL. Menggunakan 2x MyTaqTM 

HS Red Mix (Bioline, Meridian Bioscience, China, Cat No. BIO-25047). Komposisi reaksi 

per tabung meliputi: 12.5 µL MyTaq HS Redmix, 1 µL dari 10 µM primer dari masing-

masing primer (total 4 µL), 2 µL template DNA (50 -100 ng) dan nuclease-free water 

sampai 25 µL. Nuclease-free water digunakan sebagai pengganti template DNA untuk 

control negatif. 

Kondisi PCR dapat dilihat pada Tabel 2 

Tabel 2. Kondisi PCR untuk ARMS-PCR rs1998076 

Proses Suhu (°C) Waktu  Siklus 

Initial denaturation 95 5 menit 35 
Denaturation  95 30 detik 35 
Annealing 57 30 detik 35 
Elongation 72 1 menit 35 
Final Elongation 72 5 menit 1 
End 25 ∞ 1 

 

Kondisi Termal AS-PCR 

Reaksi AS-PCR disiapkan dalam volume total 25 µL. Menggunakan 2x MyTaqTM HS Red Mix 

(Bioline, Meridian Bioscience, China, Cat No. BIO-25047). Komposisi reaksi per tabung meliputi: 

12.5 µL MyTaq HS Redmix, 1 µL dari 10 µM primer dari masing-masing primer (total 2 µL), 2 µL 

template DNA (50 -100 ng) dan nuclease-free water sampai 25 µL. Nuclease-free water 

digunakan sebagai pengganti template DNA untuk control negatif. Untuk reaksi AS PCR 

dilakukan 2x per sampel dengan kombinasi primer forward/reverse yang berbeda dan dengan 

suhu yang berbeda tergantung dari alel yang diidentifikasi. Kondisi PCR dari AS-PCR dapat 

dilihat pada tabel 3a dan 3b. 
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Tabel 3a. Kondisi PCR reaksi AS-PCR untuk Alel G (mutant) 

Proses Suhu (°C) Waktu Siklus 

Initial Denaturation 95 3 menit 35 
Denaturation 95 30 detik 35 
Annealing 64 30 detik 35 
Elongation 72 10 detik 35 
Final Elongation 72 5 menit 1 
End 25 ∞ 1 

 
Tabel 3b. Kondisi PCR reaksi AS-PCR untuk Alel A (wild type) 

Proses Suhu (°C) Lama Siklus 

Initial denaturation 95 3 menit 35 

Denaturation 95 30 detik 35 
Annealing 57 30 detik 35 
Elongation 72 10 detik 35 
Final Elongation 72 5 menit 1 
End 25 ∞ 1 

 

Visualisasi Hasil PCR 

Produk PCR divisualisasi menggunakan elektroforesis gel agarosa 1.5% dalam buffer 

TAE 1× dan pewarna interkalasi GelRed (Biotium, United States, Cat No 41003). 

Prosedur visualisasi dilakukan dengan menggunakan sebanyak 5 µL produk PCR 

dicampur dengan 2 uL GelRed dan dijalankan pada 80 V selama 25–35 menit. Ukuran 

fragmen dikonfirmasi menggunakan DNA ladder 100 bp dan gel didokumentasikan 

menggunakan sistem Gel Doc. Hasil visualisasi dilakukan berdasarkan kecocokan antara 

panjang amplicon yang terbentuk dan dirangkum pada tabel 4. 

 

Tabel 4. Kombinasi primer dan panjang amplicon yang dihasilkan 

Kombinasi Primer Panjang amplicon 

Forward Outer dan Reverse Outer 490 bp 
Forward Inner dan Reverse Outer (alel G) 290 bp 

Forward outer dan reverse inner (alel A) 200 bp 

 

Validasi Sanger sequencing 

Reaksi untuk melakukan Sanger sequencing disiapkan dalam volume total 50 µL. Menggunakan 

2x MyTaqTM HS Red Mix (Bioline, Meridian Bioscience, China, Cat No. BIO-25047). Komposisi 

reaksi per tabung meliputi: 25 µL MyTaq HS Redmix, 2 µL dari 10 µm primer dari masing-

masing primer (total 2 µL), 2 µL template DNA (50 -100 ng) dan nuclease-free water sampai 50 

µL. Amplikon lalu dikirim ke pihak ketiga (Apical Scientific Sdn. Bhd, Selangor, Malaysia) 

 



EBERS PAPYRUS VOL. 32 NO. 1, JUNI 2026 

 EBERS PAPYRUS VOL. 32 NO. 1, JUNI 2026                                                                  219 

 

HASIL 

 

Gambar 1. Hasil ARMS PCR untuk sampel DNA ujicoba 

Pada uji awal ARMS-PCR, sampel 09–15 memperlihatkan hasil amplifikasi yang tidak seragam. 

Sebagian sampel menampilkan pita dominan pada ukuran amplicon yang diharapkan, namun 

beberapa lane memperlihatkan multiple bands dan pita tambahan dengan intensitas yang 

bervariasi. Kondisi ini menunjukkan bahwa pada setelan awal, reaksi ARMS-PCR masih 

menghasilkan produk yang tidak sepenuhnya spesifik. Selain variasi antar sampel, kontrol 

negatif (N) menunjukkan sinyal/band, yang menandakan adanya amplifikasi non-spesifik yang 

cukup kuat dan/atau kontaminasi. Dengan demikian, hasil ini belum dapat digunakan sebagai 

dasar genotiping yang andal, sehingga diperlukan tahap optimasi (gradient annealing) untuk 

memperoleh kondisi yang meminimalkan pita non-spesifik dan meningkatkan konsistensi pola 

pita. Secara keseluruhan sampel, kami menemukan hanya 2 variasi pada ARMS PCR yaitu pola 

heterozigot (3 band - 500/290/200 bp) dan pola alel G (2 band - 500/290 bp) 
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Gambar 2. Optimasi suhu annealing ARMS-PCR menggunakan gradient 62–56°C pada 

sampel 03 dan 12. 

Optimasi ARMS-PCR dilakukan menggunakan gradient suhu annealing 62–56°C pada sampel 03 

dan 12. Pada suhu annealing yang lebih tinggi (62°C), pita target tampak lebih dominan 

dengan latar belakang yang relatif minimal. Ketika suhu diturunkan menjadi 60°C dan 58°C, 

mulai terlihat pita tambahan pada sebagian lane yang mengindikasikan meningkatnya 

amplifikasi non-spesifik. Pada suhu annealing terendah (56°C), pola amplifikasi menjadi 

semakin kompleks dengan kemunculan pita tambahan yang lebih jelas, sehingga kejelasan dan 

interpretasi pita target menurun. Secara keseluruhan, hasil gradient menunjukkan bahwa 

ARMS-PCR pada rs1998076 sangat sensitif terhadap suhu annealing, dan penurunan suhu 

meningkatkan risiko band non-spesifik. 

 

 
Gambar 3. Hasil AS-PCR untuk genotiping rs1998076 pada sampel 02, 03, dan 12. Reaksi 

alel G menunjukkan pita pada sampel 02 dan 03, sedangkan reaksi alel A menunjukkan pita 
pada sampel 02 dan 12. 
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AS-PCR dilakukan dalam dua reaksi terpisah untuk masing-masing alel (A dan G). Pada reaksi 

alel G, pita amplifikasi tampak pada sampel 02 dan 03, sedangkan sampel 12 tidak 

menunjukkan pita. Sebaliknya, pada reaksi alel A, pita tampak pada sampel 02 dan 12, 

sedangkan sampel 03 tidak menunjukkan pita. Pola ini memungkinkan penentuan genotipe 

secara tegas, yaitu sampel 02 = AG (heterozigot), sampel 03 = GG (homozigot alel G), dan 

sampel 12 = AA (homozigot alel A). Secara visual, pita yang dihasilkan bersifat tunggal dan 

jelas tanpa smear maupun pita non-spesifik yang mengganggu interpretasi. 

 

Gambar 4. Kromatogram Sanger sequencing untuk validasi genotipe rs1998076. Posisi SNP 
ditandai dengan kotak merah. (A) AG (heterozigot; puncak A dan G tumpang tindih), (B) GG 

(homozigot G), dan (C) AA (homozigot A). 

 

Validasi genotipe rs1998076 dilakukan menggunakan Sanger sequencing pada tiga sampel 

representatif. Kromatogram Sanger pada posisi SNP (ditandai kotak merah) menunjukkan tiga 

pola yang jelas. Panel A memperlihatkan dua puncak basa yang tumpang tindih pada posisi 

rs1998076 (A dan G), sesuai dengan genotipe heterozigot (AG). Panel B menunjukkan satu 

puncak dominan G, sesuai dengan genotipe homozigot GG, sedangkan panel C menunjukkan 

satu puncak dominan A, sesuai dengan genotipe homozigot AA. Hasil ini mengonfirmasi bahwa 

penentuan genotipe menggunakan AS-PCR sesuai dengan urutan nukleotida sebenarnya pada 

sampel validasi.  
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PEMBAHASAN 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa performa ARMS-PCR pada rs1998076 sangat 

dipengaruhi oleh kondisi annealing, sedangkan AS-PCR memberikan hasil pita yang lebih bersih 

dan konsisten serta selaras dengan Sanger sequencing. Perbedaan ini masuk akal karena 

rs1998076 merupakan substitusi basa tunggal G>A yang terletak pada konteks sekuens flanking 

yang cenderung menyulitkan diskriminasi mismatch tunggal.7 Pada ARMS-PCR, penentuan alel 

bergantung pada kemampuan mismatch di ujung 3’ primer untuk “menghentikan” ekstensi Taq 

polymerase. Pada SNP transisi A↔G, mismatch relatif kurang efektif dibanding tipe mismatch 

lain, sehingga primer masih dapat ter-extend pada suhu annealing yang kurang ketat.8 Kondisi 

ini menjelaskan mengapa pada suhu lebih rendah muncul smear dan pita tambahan, serta 

mengapa dibutuhkan suhu annealing lebih tinggi untuk meningkatkan spesifisitas, khususnya 

pada primer alel G. 

Selain isu mismatch transisi, konteks sekuens di sekitar rs1998076 berpotensi memicu 

mispriming dan amplifikasi non-spesifik.9 Sekuens dengan kompleksitas rendah/motif berulang 

dan/atau kandungan GC yang lebih tinggi dapat meningkatkan pembentukan struktur sekunder 

pada template atau primer, sehingga memengaruhi efisiensi pengikatan primer dan 

memperlebar perbedaan suhu annealing optimal antar primer.10 Temuan Anda bahwa primer 

alel A optimal pada suhu lebih rendah sementara primer alel G membutuhkan suhu lebih tinggi 

menunjukkan adanya ketidakseimbangan stabilitas ikatan primer (Tm efektif) dan/atau 

pengaruh struktur sekunder lokal. Implikasi pentingnya: ARMS-PCR “satu suhu” menjadi sulit 

dioptimasi karena dua primer alel-spesifik harus berbagi satu kondisi annealing, sehingga salah 

satu alel akan cenderung under-amplified atau menghasilkan pita non-spesifik bila suhu digeser 

untuk mengakomodasi alel lainnya. Hal ini terutama problematik pada genotipe heterozigot 

(AG) karena risiko allele dropout dapat membuat sampel heterozigot terbaca sebagai 

homozigot.5 

Sebaliknya, AS-PCR pada penelitian ini lebih stabil karena reaksi alel A dan alel G dipisahkan ke 

tabung berbeda, sehingga masing-masing primer dapat dioptimasi pada suhu annealing yang 

sesuai. Pemisahan reaksi menurunkan kompetisi antar primer dan memperkecil peluang 

terbentuknya produk non-spesifik yang berasal dari pasangan primer yang “tidak dominan” 

pada suhu tertentu. Secara praktis, hal ini terlihat dari pita yang tunggal, kontras, dan konsisten 

pada pengulangan, serta kemudahan interpretasi genotipe AA/AG/GG. Dengan kata lain, 

keunggulan AS-PCR pada rs1998076 bukan semata karena “metode berbeda”, tetapi karena 
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desain eksperimen AS-PCR mengakomodasi fakta bahwa kedua alel memiliki kondisi amplifikasi 

optimal yang tidak sama.6 

Validasi Sanger sequencing memperkuat bahwa ketidakcocokan yang muncul pada ARMS-PCR 

berasal dari ketidakstabilan hasil amplifikasi, bukan dari kesalahan interpretasi Sanger. Ketika 

Sanger menunjukkan puncak basa yang jelas pada posisi SNP, tetapi ARMS-PCR menghasilkan 

pita yang lemah, smear, atau pita tambahan pada kondisi annealing tertentu, maka masalah 

utama berada pada tahap spesifisitas PCR (primer–template binding dan ekstensi). Karena itu, 

kesimpulan bahwa AS-PCR lebih andal untuk rs1998076 menjadi kuat: metode ini tidak hanya 

menghasilkan pita yang lebih mudah dibaca, tetapi juga menunjukkan kesesuaian dengan 

metode rujukan pada sampel yang divalidasi. 

Dari perspektif penelitian asosiasi genetik, akurasi genotiping sangat menentukan kualitas 

analisis. Kesalahan klasifikasi genotipe—terutama heterozigot terbaca sebagai homozigot akibat 

allele dropout—dapat mengubah frekuensi alel, memicu deviasi Hardy–Weinberg, dan 

menyebabkan bias pada estimasi ukuran efek seperti OR/RR.11,12 Oleh karena itu, pada SNP 

dengan karakter “sulit” seperti rs1998076, metode yang lebih stabil dan lebih mudah direplikasi 

seperti AS-PCR lebih tepat digunakan, khususnya bila data akan dipakai untuk analisis populasi 

atau pemodelan risiko. 

Keterbatasan penelitian ini terutama pada aspek kuantifikasi performa: validasi Sanger 

dilakukan pada sampel representatif tiap genotipe dan belum mencakup seluruh sampel, 

sehingga ukuran concordance dan metrik seperti kappa belum dihitung. Selain itu, 

perbandingan belum mencakup metode alternatif lain (misalnya HRM, KASP, atau TaqMan) 

yang dapat menjadi pembanding tambahan dalam konteks skala besar. Meski demikian, data 

optimasi (gradient) dan konsistensi pita pada AS-PCR sudah cukup menunjukkan bahwa untuk 

rs1998076, pendekatan reaksi terpisah per alel lebih robust daripada ARMS-PCR satu kondisi 

annealing. 

 

KESIMPULAN 

Penelitian ini menunjukkan bahwa genotiping SNP rs1998076 menggunakan ARMS-PCR (tetra-

primer, satu suhu annealing) kurang reliabel karena metode ini sangat sensitif terhadap suhu 

annealing. Pada suhu rendah muncul pita non-spesifik/multiple bands, sedangkan pada suhu 

lebih tinggi terjadi penurunan hingga hilangnya pita alel A (indikasi allele dropout). Sebaliknya, 

AS-PCR yang dilakukan dalam dua reaksi terpisah untuk alel A dan G menghasilkan pita yang 

tunggal, jelas, dan konsisten, sehingga penentuan genotipe AA/AG/GG menjadi lebih mudah 
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dan stabil. Validasi menggunakan Sanger sequencing pada sampel representatif mengonfirmasi 

bahwa hasil AS-PCR sesuai dengan urutan nukleotida sebenarnya pada posisi rs1998076.  
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