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ABSTRAK

Transgenesis pada ikan merupakan sebuah teknik modern yang berpotensi besar
dalam menghasilkan organisme yang memiliki karakter lebih baik melalui rekombinan
DNA gen target termasuk gen anti virus dalam peningkatan resistensi pada udang.
Gen anti virus PmAV (Penaeus monodon Anti Viral gene) merupakan salah satu gen
pengkode anti virus yang berasal dari spesies krustase. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui karakteristik gen anti virus yang diisolasi dari udang windu, Penaeus
monodon. Isolasi gen anti virus menggunakan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) dan selanjutnya dipurifikasi untuk sekuensing. Data yang dihasilkan dianalisis
dengan program Genetyx Versi 7 dan basic local alignment search tool (BLAST). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen anti virus PmAV yang berhasil diisolasi dari cDNA
udang windu dengan panjang sekuen 520 bp yang mengkodekan 170 asam amino.
BLAST-N menunjukkan tingkat similaritas yang sangat tinggi (100%) dengan gen anti
virus yang ada di GeneBank. Komposisi asam amino penyusun gen anti virus yang
paling besar adalah serin (10,00%), sedangkan yang terkecil adalah asam amino prolin
dan lisin masing-masing 1,76%. Analisis sekuen gen dan deduksi asam amino (BLAST-
P) memperlihatkan adanya C-type lectin-like domain (CTLD) yang memiliki kemiripan
dengan gen C-type lectin yang diisolasi dari beberapa spesies krustase.

KATA KUNCI: karakteristik, sekuen DNA, detuksi asam amino, gen anti virus,
udang windu

ABSTRACT: Characteristics of cDNA sequence encoding anti viral gene from
tiger prawn, Penaeus monodon. By: Andi Parenrengi, Alimuddin,
Sukenda, Komar Sumantadinata, and Andi Tenriulo

Transgenic fish technology is a potential modern technique in producing better
character organism through DNA recombinant of target genes including anti viral
gene for improvement of shrimp immunity. PmAV (Penaeus monodon Anti Viral)
gene is one of anti viral genes isolated from crustacean species. The research was
conducted to analyze the characteristics anti viral gene isolated from tiger prawn,
Penaeus monodon. Anti viral gene was isolated using Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique and then purified for sequencing. Data obtained were analyzed using
Genetyx Version 7 software and basic local alignment search tool (BLAST). The results
showed that the PmAV antiviral gene has been isolated from cDNA of tiger prawn at
the position of approximately 520 bp consisting of 170 amino acids. BLAST-N showed
high similarity (100%) compared to the other anti viral genes deposited at the
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PENDAHULUAN

Penggunaan teknik biologi molekuler untuk
memproduksi strain udang yang memiliki
ketahanan tinggi (resisten) terhadap patogen
melalui teknologi transformasi genetik
merupakan peluang strategi dalam
pengendalian penyakit pada udang (Bachere,
2000). Pada dekade terakhir, resistensi
terhadap patogen telah dikembangkan pada
beberapa spesies tanaman dan hewan
termasuk ikan dan udang. Studi introduksi gen
asing ke embrio udang melalui metode
transfeksi telah menghasilkan data
pendahuluan yang telah memperlihatkan
ekspresi sementara (transient expression)
oleh gen reporter dengan regulator beberapa
promoter heterolog. Kemajuan terbaru dalam
teknologi transfer gen memiliki potensi sangat
besar untuk pengembangan transgenik udang
yang membawa gen resisten penyakit atau
peningkatan laju pertumbuhan.

Gen pengontrol hormon pertumbuhan
(growth hormone, GH) merupakan gen target
yang paling banyak digunakan dalam
transgenik ikan. Introduksi gen GH pada ikan
telah berhasil diaplikasikan dalam rangka
peningkatan kecepatan pertumbuhan,
misalnya pada ikan rainbow trout
Oncorhynchus mykiss (Penman et al., 1991),
salmon Pasifik Oncorhynchus spp. (Devlin et
al., 1995), salmon arctic charr Salvelinus
alpinus (Pitkanen et al., 1999), mud loach
Misgurnus mizalepis (Nam et al., 2001), ikan
zebra Danio rerio (Morales et al., 2001), silver
sea bream Sparus sarba (Lu et al., 2002), nila
Oreochromis niloticus (Rahman et al. 2001;
Kobayashi et al., 2007), coho salmon O.
kisutch (Devlin et al., 2004), dan salmon
Atlantik Salmo salar (Yaskowiak et al., 2006).
Sementara itu, introduksi gen AFP (anti-freeze
protein) pada ikan koki dapat meningkatkan
toleransinya terhadap suhu dingin sampai
dengan 0oC (Wang et al., 1995 dalam
Alimuddin et al., 2003), sedangkan transfer
gen GFP (green fluorescent protein), YFP (yel-
low fluorescent protein) dan RFP (red fluores-

cent protein) dapat menghasilkan ikan zebra
berwarna-warni yang dapat dilihat pada kondisi
cahaya biasa (Gong, 2003).

Penerapan teknologi transgenesis dalam
peningkatan resistensi ikan dan udang
terhadap serangan penyakit atau patogen
merupakan salah satu alternatif pemecahan
masalah penyakit pada akuakultur. Injeksi gen
pengkode glycoprotein IHNV (infectious
hematopoetic necrosis virus) menggunakan
promoter CMV (cytomegalovirus) pada salmon,
menunjukkan proteksi yang signifikan setelah
8 minggu, dan masih tetap resisten serta
menunjukkan antibodi penetral virus pada 12
minggu berikutnya (Traxler et al., 1999 dalam
Alimuddin et al., 2003). Transfer gen cecropin
dapat meningkatkan daya tahan ikan medaka
terhadap Pseudomonas fluorescens dan Vibrio
anguillarum (Sarmasik et al., 2002). Upaya
peningkatan resistensi udang windu terhadap
penyakit telah dilakukan melalui injeksi
protein rekombinan GST-PAP (glutathione-S-
transferase-Phagocytosis Activating Protein)
(Chotigeat et al., 2007).

Transgenik udang yang berhasil dilaporkan
adalah masih terbatas pada udang vaname,
Litopenaeus vannamei dengan meng-
introduksikan gen pengkode anti virus
TSV-CP (taura syndrome virus coat protein)
dengan menggunakan promoter â-actin udang
(pâactP2) (Sun et al., 2005; Lu & Sun, 2005).
Gen pengkode anti virus pada udang windu,
P. monodon yang diberi nama PmAV telah
diidentifikasi oleh Luo et al. (2003) dan gen
hemocyanin oleh Zhang et al. (2004). Isolasi
dan karakterisasi DNA komplementer (cDNA)
pengkode anti virus merupakan langkah awal
pada proses transfer gen dalam upaya
mendapatkan spesies udang yang memiliki
resistensi yang tinggi. Penelitian isolasi dan
karakterisasi gen anti virus dari udang windu
ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
tingkat similaritas sekuen dengan gen anti
virus yang ada dalam Bank Gen. Selain itu,
analisis sekuen nukleotida dan deduksi asam
aminonya dilakukan untuk mengkonfirmasi
kebenaran gen anti virus yang telah diisolasi.

GeneBank. The highest percentage of amino acid encoding anti viral gene is serine
(10.00%), while the lowest is proline and lysine (1.76%). Sequence analysis and amino
acid deduction (BLAST-P) revealed a C-type lectin-like domain (CTLD) that is similar
with the C-type lectin gene isolated from several crustacean species.

KEYWORDS: characteristic, cDNA sequence, amino acid deduction, anti
viral gene, tiger prawn
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BAHAN DAN METODE

Sampel Udang Windu, Penaeus monodon

Udang windu, P. monodon (50-70 g) yang
lolos dari serangan penyakit virus bintik putih
(white spot syndrome virus, WSSV) dikoleksi
dari tambak udang di Sulawesi Selatan. Udang
tersebut diharapkan memiliki gen pengkode
ketahanan penyakit yang umumnya diatur
oleh promoter tertentu. Hepatopankreas
udang windu diambil secara aseptik sebagai
bahan untuk ekstraksi RNA.

Ekstraksi RNA

Sebanyak 10-25 mg sampel
hepatopankreas udang windu dimasukkan
dalam tabung mikro (1,5 mL), kemudian
dilarutkan dalam 200 μL Isogen dalam wadah
yang berisi es. Sampel yang sudah digerus
dengan grinder tabung mikro ditambahkan
kembali Isogen sampai mencapai 800 μL,
kemudian diinkubasi dalam suhu ruangan
selama 5 menit agar sampel dapat terlisis
sempurna. Sampel ditambahkan dengan 200
μL kloroform kemudian divorteks dengan
kecepatan sedang dan dibiarkan kembali
dalam suhu ruangan selama 2-3 menit. Sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 10 menit kemudian disimpan pada suhu
ruangan selama 5 menit dan supernatan yang
terbentuk dipindahkan ke dalam tabung mikro
baru yang telah berisi dengan 400 μL iso-
propanol. Sampel dihomogenkan dengan
membolak-balikkan tabung mikro secara
perlahan kemudian disimpan dalam suhu
ruangan selama 5-10 menit. Sampel
disentrifugasi kembali pada kecepatan 12.000
rpm pada suhu 4oC selama 15 menit.
Supernatan dibuang, sedangkan pelet
dilarutkan dalam 1 mL etanol 70% dingin dan
kemudian disentrifugasi pada kecepatan
12.000 rpm pada suhu 4oC selama 15 menit.
Supernatan dibuang, dan selanjutnya tabung
mikro dikering-udarakan. Pelet RNA yang
tersisa dilarutkan dengan DEPC sebanyak
50 μL.

Kemurnian dan kandungan RNA total hasil
isolasi dapat diketahui dengan menggunakan
alat UV-VIS spektrofotometer pada panjang
gelombang 260 dan 280 nm. Kemurnian
dihitung berdasarkan perbandingan
absorbansi 260 nm dengan 280 nm, sedangkan
konsentrasi DNA dapat dihitung berdasarkan
absorbansi 260 nm (Linacero et al., 1998).

Sintesis cDNA dengan RT-PCR

Sistesis DNA komplementer (complemen-
tary DNA, cDNA ) dilakukan dengan
menggunakan kit Ready-To-Go You-Pime First
Strand Beads (GE Healthcare, USA).
Konsentrasi RNA dibuat 3 mikrogram dalam
30 μL DEPC, kemudian dihomogenasi
menggunakan vorteks dengan kecepatan
rendah. Tabung mikro berisi RNA dimasukkan
ke dalam inkubator dengan suhu 65oC selama
10 menit. Selanjutnya tabung mikro
dimasukkan ke dalam es selama 2 menit,
kemudian RNA dimasukkan ke dalam tabung
first strand reaction mix beads yang telah
berisi 2 butir bola putih. Primer oligo dT3 race
vect (5’-gta ata cga ata act ata ggg cac gcg tgg
tcg acg gcc cgg gct ggt ttt ttt ttt ttt ttt t-’3)
dengan konsentrasi 1 μg/3μL ditambahkan
sebanyak 3 μL ke dalam reaksi, kemudian
dibiarkan selama 1 menit. Tabung mikro
diinkubasi pada suhu 37oC selama 1 jam,
kemudian cDNA ditambahkan air steril SDW
sebanyak 50 μL.

Isolasi Gen Anti Virus

Isolasi gen target (gen anti virus) dilakukan
dengan menggunakan cDNA sebagai templat
DNA. Gen PmAV diisolasi dengan meng-
gunakan spesifik primer yang dibuat
berdasarkan sekuen yang diakses pada
GenBank dengan nomor aksessi AY302750.1
(Luo et al., 2003). Primer yang digunakan
adalah ORFPmAV-F 5’-tag tgc atg cat atg ggt
cat aca atc cta-3’ dan ORFPmAV-R 5’-ctg tct
cga gct atg tgt cct gct ttc aca-3’, dengan
target fragmen sepanjang 513 bp yang
mencakup kodon awal dan kodon akhir. Primer
tersebut telah dilengkapi dengan situs
restriksi (digaris bawahi) masing-masing adalah
SphI dan XhoI. Satu milligram cDNA digunakan
sebagai templat untuk PCR pada kit PureTaq
RTG-PCR Beads (GE Healthcare, USA), kemudian
dicampur dengan masing-masing 1 μL primer
forward dan reverse kemudian ditambahkan air
steril sampai mencapai 25 μL.

Isolasi gen anti virus dilakukan pada mesin
PCR (Applied Biosciences 7200). Proses PCR
dijalankan pada suhu pre-denaturasi 94oC
selama 2 menit; 35 siklus untuk denaturasi
94oC selama 30 detik, annealing 60oC selama
30 detik, ekstensi 72oC selama 45 detik; dan
final ekstensi 72oC selama 7 menit dan
penyimpanan sementara pada 4oC. Untuk
mengetahui keberhasilan isolasi gen target,
hasil PCR dieletroforesis pada gel agarosa 1%
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Gambar 1. Fragmen tunggal gen anti virus PmAV yang diisolasi dari DNA komplementer
(cDNA) hepatopankreas P. monodon. Tanda panah menunjukkan fragmen
gen PmAV pada posisi sekitar 520bp; M=Marker DNA, 1-3=fragmen DNA
hasil PCR; dan 4-6=fragmen DNA hasil purifikari dari gel

Figure 1. Single fragment of PmAV anti virus gene isolated from hepatopangcreas
cDNA of P. monodon. Arrow indicating the fragment of PmAV gene located
at approximately 520bp in length; M=DNA marker, 1-3=DNA fragment of
PCR product; and 4-6=DNA fragment of gel purification

untuk melihat pita DNA yang terbentuk pada
gel.

Purifikasi dan Sekuensing Gen Anti Virus

Gen anti virus hasil PCR selanjutnya
dipurifikasi dengan mengunakan kit purifikasi
gel GF-1 Gel DNA Recovery Kit (Vivantis,
Malaysia) dengan mengacu pada prosedur
standar dari manual kit yang digunakan. Hasil
purifikasi selanjutnya dilakukan penderetan
(sekuensing) dengan mengacu pada metode
dideoxynucleotide chain-termination meng-
gunakan mesin otomatis ABI PRIMS 310.

Analisis Data

Untuk mengetahui kemiripan gen yang
dihasilkan, sekuen nukleotida dan deduksi
asam amino gen anti virus disejajarkan
(aligment) dengan sekuen anti virus yang
telah ada di dalam Bank Gen dengan
menggunakan program basic local aligment
search tool (BLAST-N untuk sekuen nukleotida
dan BALST-P untuk sekuen protein atau asam

amino). Sekuen gen anti virus hasil
penderetan dianalisis dengan menggunakan
program GENETYX Versi 7 untuk mendapatkan
similaritas sekuen, deduksi asam amino, dan
keberadaan parameter penanda signal anti
virus.

HASIL DAN BAHASAN

Gen anti virus telah berhasil diisolasi dari
DNA komplementer (cDNA) hepatopankreas
udang windu, P. monodon dengan teknik PCR.
Pemisahan fragment pada gel elektroforesis
memperlihatkan pita tunggal pada posisi
sekitar 520 bp (Gambar 1). Gambar tersebut
juga memperlihatkan bahwa dengan
pemurnian/purifikasi fragmen melalui
ekstraksi langsung dari gel dapat
menghilangkan latar belakang (smear) dan
dimer primer pada bagian bawah gel agarosa
(tidak diperlihatkan dalam Gambar). Fragmen
yang telah berhasil dimurnikan tersebut
dijadikan sampel bahan untuk keperluan
sekuensing.
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100
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Analisis BLAST-N terhadap gen anti virus
yang didapatkan menunjukkan kemiripan
sekuen yang identik (100%) dengan gen anti
virus, baik yang disolasi dari mRNA
(AY302750.1) maupun yang berasal dari genom
DNA (DQ641258.1) udang windu, P. monodon.
Perbedaan query dari kedua gen tersebut
adalah 100% dapat dipenuhinya oleh gen yang
diisolasi dari mRNA, sedangkan hanya 96%
pada gen yang diisolasi dari genom DNA (Tabel
1). Hal ini menunjukkan bahwa sekuen gen
anti virus udang windu (PmAV) yang diisolasi
dari mRNA identik dengan sekuen dari gen
yang diisolasi pada penelitian ini, tetapi hanya
sebagian besar sekuen anti virus dari genom
DNA yang dapat disejajarkan yang mungkin
disebabkan oleh keberadaan sekuen UTR
(untranslated region), intron, dan Poly-A. Hasil
pensejajaran tersebut memberikan keyakinan
bahwa gen yang telah berhasil diisolasi dari
udang windu adalah gen anti virus PmAV.

Tingginya similaritas sekuen nukleotida
tersebut memberikan indikator dalam
kemiripan deduksi asam amino yang diperoleh
setelah translasi melalui program Genetyx.
Translasi asam amino diawali dengan sekuen
ATG atau dikenal dengan kodon awal yang
disandikan oleh asam amino metionin (M).
Sedangkan kodon akhir ditandai dengan
sekuen TAA yang tidak ditranslasi ke dalam
bentuk asam amino, tetapi merupakan sekuen
signal berakhirnya aktivitas translasi. Deduksi
asam amino dari sekuen gen anti virus yang
diisolasi dari udang windu, secara lengkap
disajikan pada Gambar 2.

Analisis domain deduksi protein dari cDNA
anti virus udang windu menunjukkan adanya
situs yang memiliki kemiripan dengan C-type
lectin-like domain (CTLD). Susunan CTLD

tersebut diperkirakan berada dari urutan asam
amino ke-33 sampai dengan ke-166. Hasil
pensejajaran asam amino (Gambar 3)
menunjukkan bahwa pada urutan ke-33
(sistein) merupakan asam amino pertama yang
sama pada gen kelompok C-type lectin pada
spesies krustase. CTLD tersebut merupakan
salah satu indikator utama dalam prediksi
karakter gen fungsional anti virus. Lektin (lec-
tin) adalah merupakan kelompok glikoprotein
yang dapat berperan dalam penggumpalan
darah (Yatim, 2003), sehingga lektin dikenal
juga sebagai salah satu kelompok gen clot-
ting protein (Dong & Xiang, 2007). Keberadaan
CTLD juga telah dilaporkan oleh Luo et al.
(2003) pada gen anti virus yang diisolasi dari
udang windu dan Kong et al. (2008) pada
kepiting Portunus trituberculatus.

Meskipun pada umumnya lectin mem-
perlihatkan aktivitas pengikatan (bind) dalam
mendeteksi struktur gula, fungsi mereka pada
beberapa organisme berbeda adalah tidak
sama. Zelenksky & Gready (2005) telah
mereview dengan lengkap fungsi secara luas
dari beberapa famili lectin khususnya C-type
lectin-like domain. Lectin dikenal memiliki
peran penting dalam sistem pertahanan non-
spesifik pada invertebrata berdasarkan studi
analisis biokimia dari molekuler pada beberapa
spesies krustase. Kebanyakan lectin krustase
termasuk spesies penaeid, memiliki spesifitas
yang umum pada N-acetylated amino sugar
khususnya asam sialat (sialic acid) (Marques &
Barracco, 2000). Analisis hambatan
hemaglutinasi (hemagglutination inhibition,
HAI) lectin kepiting air tawar, Paratelphusa
jacquemontii menunjukkan aktivitas sebagai
asam sialat spesifik yang memiliki afinitas
tinggi pada 0-acetyl neuraminic acid (Denis

Tabel 1. Similaritas sekuen gen anti virus PmAV yang diisolasi dari udang windu
dengan gen anti virus yang terdapat dalam GeneBank

Table 1. Similarity index of PmAV anti viral gene sequence isolated from tiger prawn
compared to the anti viral gene accessed at GeneBank

Deskripsi
Descript ion

Skor 
maksimum
Maximum 

score

Jumlah 
skor

Total 
score

Pemenuhan 
query
Query 

coverage

Similarit as
Max. 

ident ity

mRNA Pm AV P.monodon 
(AY302750.1)

942 942 100% 100%

Gen anti v irus P. monodon 
(DQ641258.1)

457 919 96% 100%
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Gambar 2. Sekuen nukleotida dan hasil deduksi asam amino penyusun gen anti virus
PmAV yang diisolasi dari udang windu, P. monodon. Prediksi signal CTLD
diindikasikan dengan huruf tebal; huruf kecil simbol nukleotida a=Adenin,
c=Sitosin, g=Guanin, t=Timin; dan deduksi asam amino (huruf kapital) A=Alanin,
R=Arginin, N=Asparagin, D=Asam aspartat, C=Sistein, G=Glisin, E=Asam
glutamate, Q=Glutamin, H=Histidin, I=Isoleusin, L=Leusin, K=Lisin, M=Metionin,
F=Fenilalanin, P=Prolin, S=Serin, T=Treonin, W=Triptofan, Y=Tirosin, dan
V=Valin

Figure 2. Nucleotide sequence and amino acid deduction of PmAV anti viral gene isolated
from tiger prawn, P. monodon. Predicted CTLD is shown in bold letters;
nucleotide symbol (small letters) a=Adenine, c=Cytosine, g=Guanine,
t=Thymine; and amino acid deduction (capital letters) A=Alanine, R=Arginine,
N=Asparagine,  D=Aspartic acid; C=Cysteine, G=Glysine,  E=Glutamic acid,
Q=Glutamine, H=Histidine, I=Isoleucine, L=Leucine, K=Lysine, M=Methionine,
F=Phenylalanine, P=Proline, S=Serine, T=Threonine, W=Tryptopan; Y=Tyrosine,
and V=Valine
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et al., 2003). Sedangkan studi yang dilakukan
oleh Ma et al. (2007) memperlihatkan indikasi
peranan penting molekul lectin pada
mekanisme pertahanan inang dekapoda dalam
pembersihan infeksi patogen. Studi yang
dilakukan oleh Sun et al. (2007) meng-
indikasikan bahwa lectin vaname L. vannamei
memperlihatkan hambatan yang luas pada
lipo-polisakarida bakteri gram negatif yang
mengindikasikan peranan signifikan secara in

vivo pada agglutinin humoral dalam respon
inang melawan infeksi bakteri.

Pada studi lainnya, kloning gen lectin pada
level molekuler dan karakteriasi C-type lectin
telah dilaporkan, misalnya pada udang windu,
P. monodon yang dikenal dengan anti virus
lectin-like protein dengan carbohydrate-
recognition domain (CRDs) (Luo et al., 2003)
dan lectin yang memiliki kemampuan

Gambar 3. Penyejajaran deduksi asam amino gen anti virus yang diisolasi dari udang windu, P.
monodon dengan asam amino yang ada dalam Bank Gen (Sampel=gen anti virus yang
diisolasi dalam penelitian ini; AAQ75589=PmAV Penaeus monodon; ACC86854=C-type
lectin-like domain-containing protein PtLP Portunus trituberculatus; ABI97374= C-
type lectin C-type lectin Litopenaeus vannamei; ABI97372= C-type lectin Penaeus
semisulcatus; ACJ06428= C-type lectin 5 Fenneropenaeus chinensis; ABI97373= C-
type lectin Penaeus monodon; ABA54612= C-type lectin F.  chinensis; ACJ06429= C-
type lectin 4 F. chinensis; dan ABU62825= C-type lectin L. vannamei

Figure 3. Alignment of amino acid deduction of anti viral gene isolated from tiger prawn, P.
monodon compared to the other genes at the GenBank. (Sample=anti viral gen
isolated from tiger prawn on this research; AAQ75589=PmAV P. monodon;
ACC86854=C-type lectin-like domain-containing protein PtLP Portunus
trituberculatus; ABI97374= C-type lectin C-type lectin Litopenaeus vannamei;
ABI97372= C-type lectin Penaeus semisulcatus; ACJ06428= C-type lectin 5
Fenneropenaeus chinensis; ABI97373= C-type lectin P. monodon; ABA54612= C-
type lectin F. chinensis; ACJ06429= C-type lectin 4 F. chinensis; and ABU62825= C-
type lectin L. vannamei

Gambar 4. Filogenetik gen anti virus yang diisolasi dari udang windu, P. monodon
berdasarkan deduksi asam amino cDNA

Figure 4. Phylogenetic of anti viral gen isolated from tiger prawn, P. monodon
based on the amino acid deduction of cDNA

C-type lectin (Litopenaeus vannamei)

C-type lectin 5 (Fenneropenaeus chinensis)

C-type lectin (Penaeus monodon)

C-type lectin (Penaeus semisulcatus)

C-type lectin 4 (Fenneropenaeus chinensis)

C-type lectin (Fenneropenaeus chinensis)

C-type lectin 1 (Fenneropenaeus chinensis)

C-type lectin-like domain contaning
protein PtLP (Portunus trituberculatus)

PmAV (Penaeus monodon)

Sampel penelitian (Penaeus monodon)

C-type lectin (Litopenaeus vannamei)
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pengikatan lipo-polisakarida (Zhang et al.,
2004). Selanjutnya Luo et al . (2006),
melaporkan bahwa lectin dari cDNA udang P.
monodon (PmLec) berperan dalam imunitas
non-spesifik khususnya dalam fungsinya
sebagai pengenal protein dan opsonin. Zhao
et al. (2009) juga melaporkan bahwa C-type
lectin khususnya C-type lectin 1 dari L.
vannamei (LvCTL1) memperlihatkan aktivitas
yang sangat tinggi melawan WSSV melalui
interaksi beberapa protein WSSV.

Gambar filogenetik (Gambar 4)
menunjukkan bahwa gen anti virus yang
ditemukan memiliki deduksi asam amino yang
identik dengan gen anti virus PmAV dengan
nomor aksesi AAQ75589.1 pada Bank Gen.
Keberadaan CTLD pada gen yang diisolasi juga
didukung dengan kemiripan gen pengkode
CTLD yang telah diisolasi dari kepiting,
Portunus trituberculatus yang dikenal sebagai
C-type lectin-like domain-containing protein
PtLP dengan nomor akses ACC86854.1. Selain
itu, Gambar 4 memperlihatkan kekerabatan
beberapa gen yang mengkodekan C-type lec-
tin yang diisolasi dari beberapa spesies

krustase misalnya dari L. vannamei (nomor
aksesi AB197374.1; ABU62825.1), P.
semisulcatus (nomor aksesi ABI97372.1), F.
chinensis  (ACJ06428.1; ABA54612.1;
ACJ06429.1), P. monodon (nomor aksesi
ABI97373.1; AAZ29608.1).

Gen anti virus yang diisolasi dari udang
windu ini tersusun atas 170 asam amino yang
dideduksi dari sekuen cDNA. Komposisi asam
amino penyusun gen anti virus yang terbesar
adalah serin (10,00%), sedangkan yang terkecil
adalah asam amino prolin dan lisin masing-
masing 1,76%. Komposisi deduksi terhadap 20
jenis asam amino dari sekuen cDNA anti virus
dari udang windu disajikan pada Gambar 5.
Deduksi asam amino yang didapatkan pada
gen anti virus tersebut lebih besar
dibandingkan dengan beberapa deduksi asam
amino dari gen antimikroba yang ditemukan
sebelumnya, misalnya gen PAP (phagocytosis
activating protein) terdiri atas 546 bp yang
mengkode 144 asam amino (Chotigeat et al.,
2007), antimikroba peptida krustase
(penaeidin, P3-a) tersusun atas 82 asam amino
(Destoumieux et al., 1997).

Gambar 5. Komposisi asam amino yang terdapat pada gen anti virus yang diisolasi dari udang
windu, P. monodon (Phe=Fenilalanin, Leu=Leusin, Ile=Isoleusin, Met=Metionin,
Val=Valin, Ser=Serin, Pro=Prolin, Thr=Treonin, Ala=Alanin, Tyr=Tirosin, His=Histidin,
Gln=Glutamin, Asn=Asparagin, Lys=Lisin, Asp=Asam aspartat, Glu=Asam glutamat,
Cys=Sistein, Trp=Triptofan, Arg=Arginin, dan Gly=Glisin)

Figure 5. Composition of amino acid in antiviral gene isolated from tiger prawn, P. monodon
(Phe=Phenylalanine, Leu=Leucine, Ile=Isoleucine, Met=Methionine, Val=Valine,
Ser=Serine, Pro=Proline, Thr=Threonine, Ala=Alanine, Tyr=Tyrosine, His=Histidine,
Gln=Glutamine, Asn=Aspartic acid, Lys=Lysine, Asp=Asparagine, Glu=Glutamic
acid, Cys=Cysteine, Trp=Tryptopan, Arg=Arginine, and  Gly=Glysine)
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Komposisi yang sama juga telah dilaporkan
pada deduksi asam amino dari sekuen cDNA
PmAV yang diisolasi dari udang windu (Luo et
al., 2003). Hal yang relatif berbeda, didapatkan
pada deduksi asam amino pada gen GH pada
umumnya. Syaifudin (2006) menemukan
bahwa gen GH dari cDNA ikan kerapu bebek
tersusun atas 205 asam amino dimana
komposisi terbesar adalah asam amino leusin
(14,63%) dan serin (12,20%) dan terkecil adalah
triptofan (0,49%). Berbeda halnya dengan gen
antimikroba penaeidin dimana deduksi asam
aminonya memperlihatkan persentase asam
amino prolin sangat tinggi (22%-29%) pada
daerah hulu dan asam amino sistein (19%-23%)
pada daerah hilir (Destoumieux et al., 1997;
2000).

Isolasi dan identifikasi gen pengkode
ketahan penyakit merupakan langkah awal
yang dilakukan dalam upaya peningkatan
imunitas pada udang. Dong & Xiang (2007)
telah menemukan sedikitnya 34 gen yang
dilibatkan dalam fungsi pertahanan/imunitas
pada haemocyte pustaka cDNA dari udang
F. chinensis, dimana 38% di antaranya
teridentifikasi sebagai gen antimikroba
peptida (AMP, penaeidin dan anti-
lipopolysaccharida), sedangkan selebihnya
adalah gen sistem pro-phenoloksidase (32%)
misalnya proPO, serin proteinase; gen clotting
protein (15%) misalnya lectin,
transglutaminase; gen signal transduksi inter-
selular (9%) misalnya peroxinectin, integrin;
dan gen shaperone protein (6%) misalnya
HSP70, thioredoxin peroxidase.

Pendekatan teknologi rekombinan
khususnya vaksin DNA telah mulai
diaplikasikan pada akuakultur. Penyuntikan
salmon Atlantik dengan plasmid pengkode
glikoprotein IHNV dengan menggunakan pro-
motor cytomegalovirus (pCMV) menunjukkan
proteksi yang signifikan dengan adanya
pembentukan antibodi penetral virus setelah
imunisasi dan titernya meningkat setelah uji
tantang (Traxler et al., 1999 dalam Alimuddin
et al., 2003).

Salah satu mekanisme yang potensial
dalam peningkatan resistensi penyakit adalah
produksi hewan akuatik transgenik yang
mengandung gen antimikroba peptida.
Beberapa informasi telah tersedia luas terkait
dengan antibakteri peptida (Bevins & Zasloff,
1990; Lehrer et al., 1993; Boman, 1996;
Hoffmann et al., 1996; Hancock, 1997) dimana

organisme yang mengandung gen
pengkodenya memperlihatkan resistensi
patogen yang lebih tinggi. Penemuan cecropin
(cationic peptide) (Steiner et al., 1981) sebagai
antibakteri merupakan awal dari penelitian
antimikroba yang selanjutnya diidentifikasinya
beberapa antimikroba lainnya. Struktur yang
unik dari cecropin dapat menyebabkan
penyatuan sampai membran seluler bakteri,
jamur, dan parasit sehingga membentuk pori
pada membran yang menyebabkan kematian
pada patogen (Bechinger, 1997). Studi in vitro
mengindikasikan bahwa transgenesis
menggunakan konstruksi cecropin dapat
meningkatkan resistensi organisme. Introduksi
konstruksi lytic peptida cecropin-B
meningkatkan resistensi terhadap bakteri
sampai dengan empat kali lipat pada channel
catfish (Dunham et al., 2002). Hal yang sama
juga ditunjukkan pada transgenik ikan medaka
yang memiliki resistensi lebih tinggi dibanding-
kan dengan ikan non-transgenik terhadap
bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp.
(Sarmasik et al., 2002). Gen lysozyme telah di-
laporkan merupakan salah satu gen pengkode
ketahanan penyakit khususnya antimikroba
yang tidak spesifik (Austin & Allen-Austin, 1985
dalam Alimuddin et al., 2003). Dengan
menggunakan konstruksi promoter ocean pout
AFP dan gen lysozyme yang diintroduksi ke
ikan salmon menunjukkan adanya kemampuan
melawan berbagai jenis mikroba (resisten).

Pada krustase, khususnya pada udang,
peningkatan resistensi melalui teknologi
transgenesis masih terbatas. Chotigeat et al.
(2007) juga telah berhasil mengidentifikasi gen
PAP yang memiliki aktivitas dalam peningkatan
fogositas haemocyte pada udang windu
sehingga dengan injeksi intra-muscular dapat
meningkatkan resistensi udang windu
terhadap WSSV dibandingkan dengan kontrol
(tanpa injeksi gen PAP). Penemuan gen
pengkode antimikroba penaeidin membuka
peluang dalam peningkatan immunitas udang
melawan serangan pathogen. Aplikasi
penaeidin telah memperlihatkan efek
peningkatan resistensi pada udang L.
vannamei (Destoumieux et al., 1997). Induksi
imun pada udang melalui vaksinasi telah
dilaporkan dengan penggunaan rekombinan
protein WSSV pada udang P. chinensis (Kim et
al., 2004), antiviral menggunakan dobel-strand
RNA (double-stranded RNA, dsRNA) pada udang
L. vannamei  (Robalino et al., 2004).
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KESIMPULAN

Gen anti virus PmAV telah berhasil diisolasi
dari cDNA udang windu, P. monodon yang
memiliki sekuen yang identik (100%) dengan
gen anti virus yang ada pada Bank Gen. Gen
anti virus tersebut tersusun atas 170 asam
amino, dimana komposisi asam amino
penyusun gen tersebut tertinggi adalah serin
(10,00%), sedangkan yang terkecil adalah
prolin dan lisin masing-masing 1,76%. Analisis
sekuen memperlihatkan keberadaan C-type
lectin-like domain (CTLD) yang merupakan
indikator utama suatu gen pengkode anti
virus.
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