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ABSTRAK 

Belangkas (Tachyp/eus tridentatus) merupakan haiwan yang mempunyai 

potensi yang tinggi dalam penghasilan Limulus Amoebyote Lysate (LAL). LAL 

merupakan bahan yang berupaya mengesan kehadiran endotoksin dan digunakan 

dalam ujian kesterilan alat-alatan perubatan. Menerusi kajian dan pemencilan 

mikrosatelit, DNA belangkas diekstrak daripada tisu otot kaki belangkas dengan 

menggunakan kaedah pengaraman keluar dan kepekatan DNA yang diperoleh 

ialah 240ng/fll. Primer degenarat PCT6 (KKBNVSS(GATA)/) digunakan 

dalam proses tindakbalas berantai polirnerase untuk mengamplifikasikan templat 

DNA tersebut. Produk PCR yang diperoleh kemudiannya diklonkan dalam vektor 

plasmid pCR 2.1 vektor dan ditransformasikan ke E.coli yang bertindak sebagai 

sel kompetan. Kemudian, produk PCR yang telah ditransfonnasikan ditumbuhkan 

dalam piring LB Luria Bertani yang mengandungi ampisilin (50flg/ml) sebagai 

penanda pemilih dan X-gal (40flVml). Sebanyak 421 koloni putih yang terbentuk 

berbanding hanya 25 koloni biru yang terbentuk. Koloni putih yang diperoleh 

kemudiannya dikulturkan dalam LB 'broth' semalaman sebelum pengekstrakan 

plasmid dilakukan. Pengekstrakan plasmid dilakukan menggunakan kaedah 

'alkaline solution protocol'. Lima plasmid yang diperoleh dijujuk dengan 

menggunakan penjujukan secara automatik. Hasilnya, 12 mikrosatelit berjaya 

dipencilkan dan kesemua jujukan mikrosatelit ini dihantar adan disimpan di bank 

gen melalui laman web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Nombor akses bagi setiap 

jujukan mikrosatelit akan diperoleh sejurus selepas penghantaran. Nombor

nombor akses yang diperoleh ialah A Y940069 bagi klon PCT64C, A Y940068 

bagi klon PCT61B, A Y940070 bagi klon PCT65B, A Y940071 bagi klon PCT66B 

dan A Y940072 bagi klon PCT62A. Nombor akses ini boleh digunakan sebagai 

nombor rujukan bagi mendapatkan jujukan DNA mikrosatelit sekiranya kajian 

lanjut terhadap jujukan mikrosatelit ini ilijalankan. 
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ABSTRACT 

Horseshoe crab (Tachypleus tridentatus) is an animal which has the potential to 

produce Limulus Amoebyote Lysate (LAL) that can detect endotoxin and to test 

the sterile of medical equipment. In isolating and studying microsatellites from 

horseshoe crab (Tachypleus tridentatus), the DNA was extracted from the leg 

tissue using the salting out procedure and the DNA concentration were 240ng/J..l1. 

Primer degenerate such as PCT6 CS'KKBNVSS(GATA)l) was used in 

Polymerase Chain Reaction (PCR) to amplify micro satellites loci. Next, PCR 

products were cloned in 2.1 pCR cloning vector and transform in E. coli which 

plays role as competent cell. Next, the PCR product which had been transformed 

was growth in LB Luria Bertani plate that contains ampicillin (50).1g/ml) and X-gal 

(40).1Vml). There were 421 white colonies and 25 blue colonies were obtained. 

White colonies were then cultured with LB broth overnight before proceeded to 

plasmid extraction. Plasmid extraction was carried out using the alkaline lysis 

procedure. Five plasmids which contain inserts were sent for sequencing using 

automated sequencing protocol. 12 micro satellites had been isolated and all the 

micro satellites sequences were deposited to GenBank: through web site 

http://www.ncbLnlm.nih.gov/ to get the accession number. The accession number 

for each microsatellites sequence will be given shortly after sending the sequences. 

The accession number that been given were A Y940069 for PCT64C clone, 

AY940068 for PCT61B clone, AY940070 for PCT65B clone, AY940071 for 

PCT66B clone and A Y940072 for PCT62A clone. This accession number can be 

use as reference number to get the microsatellite DNA sequences if further study 

about I1licrosatellite sequences were to be made. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Belangkas atau lebih dikenali sebagai fosil yang masih bidup merupakan haiwan yang 

telah wujud sejak 520 juta tahun yang lalu berdasarkan penemuan fosil di Burgess 

Shales of British Columbia, Canada. Belangkas juga merupakan salah satu spesies 

haiwan yang tertua wujud di dunia iaitu 100 juta tahun sebelum kewujudan dinasour. 

Walaupun lebih dikenali sebagai ketam, belangkas bukanlah tergolong dalam kelas 

Crustacean tetapi lebih berhubungkait dengan labah- labah dan kala jengking (Miller 

dan Harley, 1994). Belangkas merupakan kelas Merostamata. Terdapat empat spesies 

belangkas yang masih wujud pada masa kini iaitu Limulus polyphemus, Tachypleus 

tridentatus, T gigas dan Carcinoscorpinus rotundicauda(Miller dan Harley, 1994). 

Namun. hanya tiga spesies sahaja yang terdapat di Asia di perairan Indo-Pasifik iaitu 

T tridentatus, T gigas dan C. rotundicauda. Satu jenis spesies lagi iaitu Limulus 
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polyphemus terdapat di Amerika Utara. Spesies ini terdapat di sepanjang perairan 

Atlantik Selatan daripada Maine hingga Gulf di Mexico. Spesies ini merupakan 

spesies belangkas yang paling banyak di dunia dan populasinya banyak terdapat di 

Teluk: Delaware. 

Belangkas boleh hidup dalam keadaan yang berbeza-beza. Mereka juga boleh 

hidup dalam perbezaan suhu yang ketara. Caranya, apabila suhu air semakin sejuk dan 

suhu telah jatuh di bawah 55 darjah F, belangkas akan menempatkan dirinya di dalam 

tanah liat dan tanah. Mereka akan menempatkan diri mereka di dalam tanah sehingga 

suhu air panas kembali. Tahap kematangan seks belangkas adalah lambat dan 

bergantung pada jantina spesies haiwan tersebut. Biasanya belangkas mencapai tahap 

kematangan seks antara usia 9 hingga 12 tahun (Miller dan Harley, 1994) .. 

Tidak dapat dinafikan, belangkas memainkan peranan yang penting 

terutamanya dalarn kehidupan manusia. Antara kepentingan belangkas yang begitu 

popular ialah penghasilan agen pembekuan darah 'Limulus Ameoboyte Lysate' atau 

lebih dikenali sebagai LAL. 'Limulus Ameoboyte Lysate' atau LAL diekstrak 

daripada darah belangkas yang berwarna biru dan digunakan untuk menguji kehadiran 

bakteria Grarn-negatif. Biasanya darah manusia dan semua penghasilan dadah 

komersial bagi tujuan rawatan penyakit diuji terlebih dahulu sarna ada mengandungi 

bakteria atau tidak dengan menggunakan LAL. LAL berupaya mengesan berjuta-juta 

endotoksin yang merupakan komponen bakteria Gram-negatif dalarn masa kurang 

daripada satu jam (Mikkelsen, 1988). 
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Selain daripada itu, LAL juga digunakan dalam ujian toksik, ujian kualiti 

makanan, ujian pencemaran kualiti air dan udara Selain daripada LAL, penemuan 

beberapa reagen dan komponen yang berguna dalam bidang perubatan telah ditemui 

dalam darah belangkas. Antaranya, ujian terhadap jangkitan kulat atau G-Test yang 

mana telah digunakan di Jepun dan dijangkakan mendapat lesen di Amerika Syarikat 

pada tahun hadapan. Darah belangkas yang unik ini juga digunakan sebagai 

"endotoxin-neutralizing protein" yang berpotensi sebagai antibiotik dan alternatif 

kepada pengujian endotoksin. Darah yang diekstrak daripada belangkas juga 

digunakan untuk mengesan kehadiran protein-protein lain yang menunjukkan aktiviti 

anti-virus dan anti-kanser. 

Menyedari kepentingan LAL, permintaan terhadap darah belangkas telah 

melonjak naik sehingga mencapai US$ 110 atau RM 440 bagi setiap 2.5ml darah 

belangkas. Sememangnya belangkas merupakan salah satu biodiversiti yang boleh 

dikomersialkan dan menyumbang kepada pendapatan negara. Namun, kajian terhadap 

spesies haiwan yang unik ini dipandang ringan oleh sesetengah pihak sedangkan 

kajian terhadap spesies haiwan ini dapat membawa pulangan yang lumayan dan 

keuntungan terutamanya dalam bidang perubatan dan menjana ekonomi negara. Maka 

kajian terhadap DNA belangkas dengan memencilkan mikrosatelit DNA perlu 

dilakukan terlebih dahulu sebelum kajian- kajian lanjut dijalankan. 

Mikrosatelit DNA dapat didefmisikan sebagai elemen DNA yang terdiri 

daripada 15- 100 tandem yang berulang-ulang pada turutan DNA motif sama ada 

satu, dua atau tiga jujukan bes. Mikrosatelit DNA biasanya terletak secara rawak dan 

muncul secara spontan pada genom eukariot. Sebagai contoh, 
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5' 3' AAAAAAAAAAAAAA atau 5'CACACACACACACACACACACACA3' . 

Mikrosatelit biasanya mempunyai satu hingga enam pasang bes (bp) motif nukleotid 

dan berlaku dengan kadar jarak 7-10 kbp dalam genom eukariot. Mikrosatelit 

cenderung untuk menunjukkan tahap polimorfik yang sama tinggi berdasarkan jumlah 

ulangan yang sering berubah- ubah. Selain itu, ciri- ciri mikrosatelit yang kodominan 

dan melakukan pemilihan rawak menjadikan mikrosatelit sebagai penanda genetik 

yang baik. Namun, pemencilan mikrosatelit DNA bukanlah suatu perkara yang mudah 

kerana memerlukan kepakaran, perbelanjaan kos yang tinggi dan mengambil masa 

yang agak lama. Kaedah 5'anchored PCR yang telah diperkenalkan oleh Fisher et aZ. , 

(1996) dengan menggunakan primer 'degenerate' telah banyak membantu dalam 

pemencilan mikrosetelit DNA. 

1.2 Objektif Kajian 

1) Membangunkan kaedah yang sesuai untuk memencilkan mikrosatelit 

daripada belangkas dengan menggunakan teknik 5' anchored PCR. 

2) Mengenalpasti mikrosatelit loci DNA berdasarkanjujukan DNA. 

3) Mendapatkan nombor akses dari Oen Bank hasil daripada penjujukan DNA 

belangkas. 



BAB2 

ULASAN RUJUKAN 

2.1 Belangkas 

Belangkas atau lebih dikenali dengan nama horseshoe crab merupakan haiwan yang 

telah wujud sejak zaman Cambrian iaitu 600 juta tahun yang lalu sehingga zaman 

Penman iaitu 280 juta tahun yang lalu (Miller dan Harley, 1994). Belangkas juga 

dikenali sebagai fosil yang masih hidup kerana telah berada di bumi sejak ratusan juta 

tahun yang lalu. Haiwan ini mungkin kelihatan seperti 'props' dalam filem Jurassic 

Park namun organisma ini telah wujud sebelum kewujudan dinasour. Sesetengah 

daripada haiwan yang berevolusi biasanya telah pupus sejak ratusan juta tahun yang 

lalu namun, belangkas masih wujud sehingga hari ini. Walaupun belangkas kelihatan 

seperti ketam, belangkas bukanlah tergolong dalam kelas Crustacean tetapi haiwan ini 

lebih berkait rapat dengan labah- labah dan kala jengking. Berdasarkan pengkelasan 

taksonomi, belangkas terletak dalam filum Arthropoda dan tergolong dalam kelas 

Merostomata dan order Xiphosura. (Miller dan Harley, 1994). 
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Kini, hanya terdapat empat spesies belangkas yang masih wujud di dunia iaitu 

Limulus polyphemus yang terdapat di sekitar perairan Atlantik dan Gulf di Mexico, 

Tachypleus tridentatus yang banyak terdapat di sebelah barat dan selatan pantai Jepun, 

Carcinosscorpinus rotundicaudia yang banyak dijumpai diperairan pantai barat 

Malaysia serta Thailand dan Tachpleus gigas yang banYak terdapat di perairan pantai 

timur dan barat semenanjung Malaysia, Singapura, India, Borneo dan Jawa. 

Klasifikasi dalam Taksonomi (Miller dan Harley, 1994) 

Kingdom - Animalia 

Filum -Arthropod 

Subfilum - Chelicerata 

Kelas - Merostomata 

Order - Xiphosura 

Genus dan spesies: 

• Limulus polyphemus 

• Tachypleus tridentatus 

• Carcinosscorpinus rotundicaudia 

• Tachpleus gigas 
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Taburan belangkas adalah mengikut populasinya. Antaranya spesis belangkas yang 

dimaksudkan ialah Limulus polyphemus (l), yang biasanya dijumpai sepanjang pantai 

timur bagi Amerika Utara dan Amerika Tengah dan 3 spesis Indo-Pacific, Tachypleus 

gigas (4), Tachypleus tridentatus (3) and Carcinoscorpius rotundicauda (2). 

Keempat- empat spesis ini adalah sarna dari segi ekologi, morfologi, dan serologi 

(Miller dan Harley, 1994). Rajah 2.1 dan jadual 2.1 menunjukkan spesis belangkas 

mengikut populasinya. 

Rajah 2.1 Taburan populasi belangkas mengikut populasinya. 
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Jadual 2.1: Spesis belangkas serta populasi mengikut spesis belangkas. 

(Lakshman dan Venkateshvaran, 1999) 

Spesis 

Limulus polyphemus 

Tachypleus gigas 

Tachypleus tridentatus 

Carcinoscorpius rotundicauda 

Kawasan 

Terdapat di sekitar perairan Atlantik dan 

Teluk Mexico 

Terdapat disepanjang perairan pantai 

timur dan bamt semenanjung Malaysia, 

sekitar kawasan pantai barat Singapuraa 

dan sepanjang Pantai Orissa, (India) 

hingga kawasan Indo-China, Jawa 

(Indonesia), Borneo, Torres Straits dan 

Celebs. 

Merupakan salah satu spesis Asean yang 

banyak terdapat di sebelah barat dan 

selatan pantai Jepun. Terdapat juga 

disepanjang peraraian Vietnam, China, 

Taiwan, Filipina, Borneo Utara dan 

sebelah Sumatra di lautan India 

Sepsis ini telah dijumpai di sebelah pantai 

barat Malaysia, Thailand dan juga di 

Pantai timur Orissa, India. 
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Populasi belangkas yang terbesar terdapat di Teluk Delaware, Amerika 

Syarikat dan populasi ini didiami oleh spesis Limulus polyphemus. Secara umumnya, 

sejarah populasi ini mempengaruhi bentuk karekter spesis ini (Shuster, 1982b). 

Belangkas masih wujud hiogga kini kerana mempunyai cengkerang yang berkeluk dan 

keras yang mana menyukarkan pemangsa untuk menterbalikkan mereka. Selain 

daripada itu, populasi belangkas masih terpelihara sehingga hari ini kerana haiwan ini 

boleh hidup setahun tanpa makanan dan boleh hidup dalam suhu yang ekstrem. 

Haiwan ini memainkan peranan yang penting dalam ekologi teluk dan dalam ubat

ubatan manusia. Selain daripada itu, telur belangkas merupakan makanan bagi burung 

penghijrah setiap musim luruh. Kompaun dalam darah belangkas digunakan dalam 

industri farmasi untuk mengkaji dadah ' intravenous' , prostetik bagi bakteria. 

2.2 Kitar Hidup Belangkas 

Kitar hidup belangkas sangat lambat dan tahap kematangan seks bagi belangkas 

adalah di antara 9 hiogga 12 tahun. Kematangan seks ini dipengaruhi oleh jantina 

haiwan ini (Lakshman dan Venkateshvaran, 1999). Bagi belangkas jantan, tahap 

kematangan seks dicapai selepas 9 atau 10 tahun. Manakala bagi belangkas betina 

pula tahap kematangan seksnya dieapai selepas 10 atau 11 tabun. Belangkas jantan 

biasanya lebih kecil daripada belangkas betina. Belangkas betina boleh mencecah 

sehingga 60 em panjang tetapi belangkas jantan berukuran lebih kecil daripada itu. 

Ketika belangkas masih hidup, warnanya kelihatan coklat kebijauan tetapi apabila 

belangkas mati warnanya kelihatan coklat tua. Jangka hayat bagi belangkas boleh 

mencecah sehingga 19 tahun. Salah satu sebab belangkas masih wujud setelah sekian 

lama adalah kerana sistem imunnya yang bagus 
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2.3 Fisiologi Belangkas 

Jika dilihat daripada struktur belangkas yang mempunyai cengkerang yang keras dan 

ekor yang tajam, ramai yang beranggapan bahawa belangkas merupakan haiwan yang 

ganas dan merbahaya. Namun haiwan ini bukanlah seperti yang disangka. Ada 

sesetengah pihak yang menggelar haiwan ini sebagai 'man's best friend' iaitu kawan 

baik kepada manusia. 

Rajah 2.2 Struktur belangkas 



Sahagian badan belangkas terbahagi kepada tiga bahagian iaitu Prosoma (bahagian 

kepala), Opisthosoma (bahagian abdomen) dan Telson (bahagian ekor). 

1. Prosoma (bahagian kepala) 
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Sahagian kepala belangkas merupakan cengkerang yang keras atau Iebih dikenali 

sebagai caras pace berfungsi bagi aktiviti menggali pasir dan tanah liat. Caras pace 

berfungsi untuk melindungi struktur di bahagian bawah yang mudah tercedera dan 

berfungsi sebagai penyarnbung kepada otot- otot. Selain daripada itu, caras pace juga 

memelihara agar badan belangkas sentiasa berada pada kedudukan tetap ketika air 

pasang (Sturtevant, 2002). Pada cengkerang ini terletak satu pasang mata untuk 

melihat dan mata tengah yang berfungsi sebagai reseptor cahaya. Terdapat lima 

pasang kaki pada bawah cengkerang ini dimana kaki ini bertindak bagi membantu 

pergerakan belangkas serta membantu dalam pemakanan dengan menghancurkan 

makanan terlebih dahulu sebelum membantu menolak ke dalarn mulut yang terletak di 

tengah-tengah kaki (Shuster, 1982b). Secara amnya, pergerakan dan pemakanan adalah 

berhubungkait antara satu sarna lain memandangkan haiwan ini hanya boleh makan 

hanya apabila ia bergerak. Selangkas merupakan haiwan omnivor yang biasanya 

menjadikan moluska dwicekerang yang kecil, cacing, ikan yang telah mati dan di 

sekitar habitat alga sebagai bahan makanannya. 
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