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ABSTRAK 

Kajian ini dijalankan bertujuan untuk mengklon dan menjujukkan gen 

transkriptase berbalik (Rn bagi retrovirus endogenus di dalam ikan marin Sabah 

menggunakan srategi pengklonan berasaskan tindakbalas rantai polimerase(PCR). 

Sejumlah tujuh ekor ikan marin Sabah yang berlainan spesis iaitu ikan Mong, ikan 

Gagl:lk, ikan SuIit Merah, ikan Sulit, ikan Banglus, ikan Merah dan ikan Buntal, telah 

digunakan dalam kajian ini. Enam daripadanya memberikan keputusan positif bagi 

pengektrakan DNA dengan menwijukkan saiz genomik DNA yang dikehendaki iaitu 

melebihi 23,000 pasangan bes. Purata kepekatan DNA yang diperolehi daripada 

kuantifikasi DNA menggunakan spektrofotometer adalah 72.14 ng/~l bagi 30mg tisu 

ikan. Enam sampel ikan yang positif ini telah dijalankan tindakbalas rantai polimerase 

(PCR) untuk mengamplifikasikan gen transkriptase berbalik dan protease. Sejumlah 

lima sampel ikan iaitu Mong, Sullt Merah, Sullt, Merah, dan Buntal telah memberikan 

kepurusan positif dengan memberikan produk PCR pada saiz yang dikehendaki iaitu 

600-900 pasangan bes. Ke1ima~lima sampel ini dipurifikasikan daripada gel agaros dan 

hanya dua sampel ikan iaitu Merah dan Buntal menunjukkan basil positif dimana 

wujudnya jalur tunggaI pada saiz yang sarna dengan produk PCR bagi sampel tersebut, 

iaitu 800 pasangan bes bagi sampel ikan merah (A6), dan 700 pasangan bes bagi 

sampel ikan Buntal (A7). Kemudian, kedua~dua sampel positif ini melalui proses 

pengklonan yang melibatkan langkah ligasi produk PCR ke dalam vektor dan 

transformasi se~ dan keputusan positif hanya ditunjukkan oleh sampel ikan Merah, 

dimana berlaku pertumbuhan koloni putih dan biru pada media agar. Dua koloni 

diambil dan dijalankan pengekstrakan plasmid dan pemotongan enzim pembatasan 

EcoRl terhadap plasmid. Seterusnya penjujukan DNA diljalankan bagi kedua-dua klon 

tersebut dan basil dad penjujukan DNA tersebut menunjukkan saiz jujukan DNA bagi 

klon peI1ama iaitu RV -Merah-a adalah 801 pasangan bes, manakala saiz jujukan DNA 

bagi klon kedua iaitu RV-Merah-b adalah 795 pasangan bes. Analisis bagi kedua-dua 

jujukan tersebut menunjukkan bahawa ianya adalah bukan dari retrovirus endogenus. 

Oleh itu, objektif utama kajian ini iaitu untuk mengklonkan dan menjujukkan DNA 

retrovirus endogenus gagal dicapai. 
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ABSTRACT 

This study was conducted to clone and sequence the retrovirus endogenous 

reverse transcriptase gene (RT) and protease (PRO) from piscine host using PCR 

based cloning method. A total of seven different species of Sabah Marine Fish were 

used in this study. Six samples showed positive result for DNA extraction by 

producing band at the right range of size which is more than 23,000 base pairs. The 

samples were analyzed further by conducting polymerase chain reaction (peR) in 

order to amplify the reverse transcriptase and protease genes. Five samples which are 

Mong , Sulit Merah, Sulit, Merah, and Buntal gave positive result by showing the 

right amplification size of 600-900bp. The DNA bands: of PCR products were excised 

from the gel and purified. However, only two of the fish samples, Merah and Buntal 

were successfully purified. After that, both samples were subjected to the cloning 

process which involve ligation of the PCR product into a plasmid vector and cell 

transformation. Only Merah fish sample showed positive result, in which there were 

white and blue colonies grew on agar media Two of the colonies were further 

subjected to plasmid digestion and restriction enzyme digestion analysis and it was 

subsequently sequenced for reverse transcriptase and protease genes. The DNA 

sequence was successfully obtained with the size of80lbp for the first clone ofRV

Merah-a and 795bp for the second clone of RV-Merah-b. Analysis of the DNA 

sequences for both clones showed that the DNA sequences were not from endogenous 

retrovirus and thus, the objectives of this study which is to clone and sequence 

endogenous retrovirus in Sabah marine fish is not achieved. 
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BABl 

PENDABULUAN 

Retrovirus merupakan genus virus dalam famili retroviridae yang mempunyai pelbagai 

kesan patogenik termasuk kebolehan mereplikasi dan kekal dalam sel perumah tanpa 

sebarang tanda-tanda jangkitan. Nama retrovirus berasal daripada perkataan Latin iaitu 

retro bermaksud terbalik yang merujuk kepada wujudnya enzim transkripsi berbalik 

dalam genom virus ini. Walaubagaimanapun, kajian ini hanya memfokuskan kepada 

retrovirus endogenus yang tidak bersifat patogenik terhadap sel perumah yang 

dijangkitinya iaitu perumah ikan (KamboI, 2007). 

Retrovirus terdiri daripada tujuh genera iaitu Alfaretrovirus, Betaretrovirus, 

Deltaretrovirus, Gammaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus, dan Spumavirus. 

Daripada tujuh genera tersebut, Epsilonretrovirus merupakan genera yang berkait rapat 

dengan kajian ini iaitu melibatkan kajian virus dalam perumah ikan. Genus ini 

melibatkan virus daripada dua perumah ikan iaitu ikan jenis walleye (stizosedion 

vitreum) yang dijangkiti oleh Walleye Dermal Sarcoma virus (WDSV), Walleye 

Epidermal Hyperplasia Virus I dan II ( WEHV I dan WEHV II ) dan ikan 

Snakehead (Ophicephalus striatus) yang melibatkan retrovirus Snakehead (SnRV). 
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Seperti yang diketahui, kajian mengenai retrovirus endogenus dalam perumah 

ikan aclalah masih rendah jika dibandingkan dengan kajian yang telah dilakukan pada 

burung dan mamalia. Perkara ini clapat dilihat melalui kekurangan bahan-bahan kaj ian 

berkenaan retrovirus endogenus ikan berbanding kajian virus ini dalam perumah lain. 

Maka, ia adalah bertepatan dengan usaha kajian ini dijalankan iaitu dalam meneruskan 

kajian mengenai retrovirus endogenus dalam perumah ikan dengan mengkaji kadar 

penyebaran retrovirus endogenus pada spesis ikan marin di perairan Sabah melalui 

sampel-sampel ikan yang digunakan. 

Memandangkan kajian ini melibatkan kajian pada peringkat gen, rnaka goo 

sasaran dalam genom retrovirus endogenus yang diperolebi adalah transkriptase 

berbalik dan protease yang dikodkan oleh gen pol. Oleh itu, kajian ini melibatkan 

teknik-teknik molekular yang digunakan untuk mengesan kehadiran kedua-dua enzim 

tersebut di dalam perumah ikan yang berlainan serta mengetahui fungsi dan mekanisma 

bagi setiap satu daripadanya Antara teknik-teknik molekular yang terlibat dalam kajian 

ini adalah pengekstrakan DNA, pengukuran kepekatan DNA, gel elektroforesis, 

tindakbalas berantai polimerase, purifikasi gel serta teknik pengklonan seperti ligasi 

dan transformasi serta akhir sekali adalah penjujukan DNA. 
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Objektif kajian ini adalah untuk: -

1. Mengekstrak genomik DNA daripada sampel ikan marin di Sabah. 

2. Mengamplifikasi gen transkriptase berbalik (RT) dan protease (PRO) 

menggunakan teknik tindakbalas berantai polimerase (peR) 

3. Menulenkan produk peR iaitu gen transkriptase berbalik (R T) dan protease 

(PRO) yang telah diampliftkasi menggunakan peR. 

4. Mengklonkan serta menjujukkan gen transkriptase berbalik (RT) dan protease 

(PRO) yang terdapat dalam perumah ikan marin di Sabah. 
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BAB2 

RUJUKANPERPUSTAKAAN 

2.1 Retrovirus 

Retrovirus merupakan virus RNA yang berada dibawah famili retroviridae dimana ia 

boleh menjangkiti perumah vertebrata. Kunci utama dalam biologi retrovirus adalah 

kebolehannya dalam mensintesis salinan genom DNA daripada genom RNAnya 

melalui proses transkripsi berbalik basil daripada tindakan enzim transkripsi berbalik 

yang dikodkan oleh gen pol pada genom retrovirus dan seterusnya membenarkan 

proses integrasi antara genom virus dan genom perumah dimana pada ketika ini, DNA 

retrovirus disebut sebagai provirus (Bruce, 2002). 

Retrovirus bo leh dibahagikan kepada dua jenis mengikut cara jangkitannya, 

iaitu retrovirus endogenus dan retrovirus eksogenus, di mana retrovirus endogenus 

merupakan virus yang tidak boleh berjangkit dan tidak bersifat patogenik terhadap sel 

perumah tetapi ia berfungsi sebagai kolam genetik kepada retrovirus eksogenus 

dengan membekalkan gen komplimen yang diperlukan bagi membentuk virus tersebut. 
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Selain itu, retrovirus endogenus juga bertindak sebagai prekursor kepada retrovirus 

eksogenus serta membekalkan jujukan DNA berfungsi kepada virus eksogenus. 

Manak:a1a retrovirus endogenus merupakan virus yang boleh berjangkit dan ia hanya 

akan memulakan jangkitan selepas virion yang terbebas menjangkiti sel perumah lain 

(Butel dan Ornston, 1995). 

Struktur morfologi bagi retrovirus yang tipikal ini adalah komplek dimana ia 

terbina daripada matrik, nukleokapsid yang isometrik dan kapsid. Retrovirus bersampul 

ini wujud dalam bentuk sferika! dengan diameter antara 80nm bingga lOOrun dan 

mempunyai duri glikoprotein dengan 8nm panjang yang tersebar pada lapisan 

permukaan retrovirus (Butet dan Ornston 1995). 

2.1.1 Genom Retrovirus 

Genom retrovirus terdiri daripada dua molekul RNA rantai tunggal positif yang 

mempunyai cap pada hujung 5' dan Poli-(A) pada hujung 3', yang bersaiz antara 8kb 

hingga 11 kb. Genom retrovirus terdiri daripada empat eiri unik iaitu: 

a. Ia merupakan satu-satunya virus yang mengandungi bahan genetik yang 

diploid. 

b. Ia merupakan satu-satunya virus yang memerlukan tRNA semasa replikasi 

c. Ia- tidak menggunakan RNA seperti mRNA semasa proses translasi seperti 

kebanyakan virus RNA positif yang lain. 
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d. Ia menggunakan fungsi sel perumah untuk menghasilkan DNA virus 

daripada RNA virus. 

Foto 2.1 

su TM 

_____ Genom RNA ,il1lS 

.IC::E::J gag. Protein st:toktut 

(:: I - j pol: Protein l'nzimatik 

env. Pl':mwkaaD rJikoPl'Gt.in dm 
pl'otaill transmamm:m 

31 

• L TR: Jujukm tellninal :rane bemlaag 

MA-Matriks 

CA-Kapsid 

RT - Transkriptase berbalik 

SU - Protein permukaan 

NCR - Nukleo1capsid TM - Protein transmembran 

PRO - Protease 

Susunan organisasi genom retrovirus (Bruce, 2002). 

Terdapat tiga gen utama dalam genom retrovirus iaitu gag, pol dan env yang 

terlibat dalam kitar hidup setiap retrovirus seperti yang ditunjukkan dalam foto 2.1 di 

atas. Gen gag yang mewakili kumpulan-antigen spesiftk yang mengkodkan protein 

kapsid, nukleokapsid, dan matrik, dimana kapsid terletak di bahagian tengah dalam 

struktur pembinaan retrovirus dan mengandungi RNA viral, protein nukleokapsid dan 

enzim seperti transkriptase berbalik. Nu1cleokapsid pula merupakan protein yang 
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terlibat dalam pelbagai fungsi dan mengawalatur interaksi tertentu seperti terlibat 

dalam proses pembungkusan viral RNA. Selain itu, gen pol merupakan gen retrovirus 

yang mengkodkan protease, transkriptase berbalik, RnaseH, dan integrase dimana 

protease bertindak dalam pengumpulan partikel protein retrovirus di dalam sitoplasma 

sel perumah sebelum keluar menjadi virus matang manakala transkriptase berbalik 

berfungsi dalam menukarkan rantai tunggal RNA virus kepada rantai ganda dua DNA 

melaui proses transkripsi berbalik yang kemudiannya akan di integrasikan ke dalam 

genom sel perumah dengan tindakan enzim integrase. Oen yang terakhir adalah env 

yang mengkodkan pembentukan Iapisan permukaan luar virus iaitu kapsul glikopmtein 

seperti protein transmembran. Jika diperhatikan terdapat jujukan terminal 

yang berulang (LTR) pada setiap hujung 3' dan hujung 5' setiap genom, 

dimana ia mempunyai jujukan pengawalatur yang terlibat dalam pengekspresan 

gen (Bruce, 2002). 

2.2 Pengkelasan retrovirus 

Retrovirus boleh dikelaskan melalui dua cara iaitu berdasarkan morfologi dan 

Juga berdasarkan jujukan molekular dan struktur organisasi retrovirus. Secara 

ringkasnya, berdasarkan morfolog4 retrovirus dikelaskan kepada empat bahagian iaitu 

jenis ~ jenis B, jenis C, dan jenis D. Retrovirus jenis A mencirikan morfologi 

retrovirus yang tidak bersampul, belum mencapai kematangan dan virus yang tidak 

berjangkit serta merupakan prekursor kepada jenis B. Retrovirus dibawah jenis B pula 

menunjukkan struktur yang Iebih kompleks, bersampul dan bahagian luar pennukaan 
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virus yang mempunyai duri. Retrovirus jenis C mempunyai ciri yang sarna seperti jenis 

B tetapi mempunyai tambahan nukleoid, dimana kebanyakan retrovirus manusia dan 

avian seperti Virus Limfotropik-T Manusia (HTL V) , Virus Murine Leukemia (ML V), 

dan V irus Avian Leukosis (AL V) tergolong dalam jenis ini. Manakala bagi retrovirus 

jenis D, strukturnya merupakan modifikasi nukleoid daripada bentuk silinder kepada 

bentuk lruboid (Doerfler et al., 1993). 

Retrovirus dikelaskan kepada tujuh genera berdasarkan jujukan molekular iaitu 

Alpharetrovirus, Betaretrov;rus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, 

Lentivirus, dan Spumavirus. (Gifford dan Tristem, 2003). 

2.2.1 Alpharetrov;rus 

Virus ini berkait rapat dengan malignasi dan penyakit lain seperti sarkoma, tumor, 

anemia, immunosuppresi yang disebabkan oleh kehilangan tisu otot, osteoporosis 

terbadap perumah burung, dan ayam. Ja terdiri daripada morfologi jenis C.(Doerfler et 

al.,1993). 

Virus yang dikelaskan dibawah genera ini terbabagi kepada tiga kumpulan 

utama iaitu Avian Leukosis-Sarcoma Virus, yang merupakan retrovirus endogenus dan 

juga eksogenus. Kumpulan kedua pula ialah Rous Sarcoma Virus, dan kutnpulan ketiga 

adalab Avian Myeloblastosis, Fujimani Sarcoma Virus dan Avian Carcinoma Virus 

(Van Regenmortel et al., 2000). 
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2.2.2 Betaretrovirus 

Virus ini tersebar secara menegak dan merupakan virus endogenus yang tidak bersifat 

patogenik terhadap perumah seperti tilrus, monyet dan kambing biri-biri. Ia mempunyai 

morfologijenis B dan C. (Van Regenmortel et al., 2000). 

Virus ini menyebabkan jangkitan Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) 

kepada perumah tikus dan jangkitan Mason PfIZer Monkey Virus (MPMV) yang 

dikaitkan dengan kekurangan daya tahan dan tumor terhadap perumah monyet, 

manakala bagi kambing biri-biri, virus ini dikaitkan dengan kanser pulmonari bagi 

haiwan perumah tersebut (Gifford dan Tristem, 2003). 

2.2.3 Gammaretrovirus 

Virus ini melibatkan pelbagai spesis yang mengandungi onkogen dan menyebabkan 

sarkoma dan leukemia. Ia juga dikaitkan dengan pelbagai malignasi, immunosupresi, 

dan penyakit neurologi terhadap baiwan perumah. (Van Regenmortel et 01., 2000). 

Antaranya adalah Virus Leukemia Murin, Virus Leukemia Feline, Virus 

Sarkoma Feline, dan Virus Reticuloendotheliosis Avian. Kebanyakan retrovirus 

endogenus yang berkait rapat dengan gammaretrovirus eksogenus wujud dalam DNA 

mamalia tennasuk manusia, burung, reptilia, dan amfibia (Doerfler et 01., 1993). 
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