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(Andrea Hirata)
**)
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Departemen Agama Republik Indonesia. 2010. Terjemah dan Tafsir Al Qur’an. Bandung: Safa Jabal 

Raudah. 

**)
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RINGKASAN 

 

Diversitas Genetik Vektor Dengue Aedes aegypti  (L.) Berasarkan DNA Pengode 

Internal Transcribe Spacer 2 (TS 2); Zakiyatul Khoiriyah, 111810401038; 2016: 55 

halaman: Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Jember. 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu masalah kesehatan di 

Indonesia, khususnya di wilayah Jember. DBD merupakan penyakit yang disebabkan 

oleh Virus Dengue (DENV) dengan vektor utamanya adalah Ae. aegypti (L). 

Pengendalian terhadap kasus DBD telah diusahakan, yakni secara simptomatis untuk 

mengobati rasa sakit akibat infeksi virus dan juga pengendalian vektor secara 

mekanis seperti gerakan 3M, pemanfaatan ovitrap, abatisasi, dan fogging. Namun 

usaha tersebut kurang efektif karena kurangnya partisipasi masyarakat dan rendahnya 

monitoring dari pemerintah sehingga kasus DBD masih menjadi masalah. Terdapat 

tiga faktor yang menyebabkan persebaran DBD tinggi, yaitu lingkungan, sitem imun 

masyarakat dan kepadatan vektor. Vektor yang mempunyai diversitas yang tinggi 

maka mempunyai toleransi terhadap lingkungan juga tinggi, sehingga vektor lebih 

adaptif dan mempunyai kemampuan untuk bertahan hidup lebih besar jika 

dibandingkan dengan vektor dengan diversitas rendah. Pengamatan diversitas secara 

genetik dapat menunjukkan identifikasi yang lebih spesifik dan lebih akurat jika 

dibandingakan pengamatan diversitas secara konvensional. Sehingga pada penelitian 

ini dilakukan untuk mengetahui diversitas genetik terhadap vektor Dengue dari 3 

Kecamatan di Jember (Sumbersari, Patrang, dan Tempurejo) berdasarkan sekuen 

DNA pengkode ITS 2. 

Alur penelitian yang dilakukan pada penelitian ini adalah landing collection 

pada tiga kecamatan yang dilanjutkan rearing skala lab, pengamatan morfologi, 

isolasi DNA genom, amplifikasi sekuen pengkode ITS2 dengan PCR menggunakan 
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primer 5,8 F dan 28 R, sekuensing hasil produk PCR yang sudah dipurifikasi, 

alignment sekuen data hasil sekuensing dengan database sekuen Ae. aegypti ITS 2 

dengan menggunakan BLAST online software. 

Hasil penelitian ini morfologi larva dan imago Ae. aegypti Kecamatan 

Sumbersari, Patrang dan Tempurejo menunjukkan karakter yang sama. Larva 

mempunyai siphon pendek dengan rambut yang terletak di ujung posterior tubuhnya 

dan terdapat rambut pada bagian abdomen dan kepalanya. Imagonya memiliki ciri 

pada dorsal thoraxnya terdapat dua garis putih ynag diapit oleh sepasang garis 

lengkung. Imago betina memiliki antena tipe pilose dengan mulut tipe penusuk-

penghisap, sedangkan imago jantan memiliki antena tipe plumose dengan mulut tipe 

penghisap. Hasil analisis sekuen DNA pengkode ITS 2 menunjukkan presentase 

kemiripan antara Ae. aegypti Kecamatan Sumbersari dengan Ae. aegypti Strain 

Rockefeller sebesar 94%, sedangkan Ae. aegypti Kecamatan Patrang dengan Ae. 

aegypti Strain Rockefeller sebesar 99%. Sekuen Ae. aegypti Kecamatan Sumbersari 

dengan Ae. aegypti Kecamatan Patrang menunjukkan kemiripan presentase sebesar 

94%.Data hasil sekuensing Ae. aegypti Kecamatan Tempurejo tidak bisa dilakukan 

analisis karena hasil sekuensing jelek. Karakter morfologi Ae. aegypti Kecamatan 

Sumbersari, Patrang dan Ae. aegypti Strain Rockefeller memiliki karakter yang sama, 

namun terdapat satu perbedaan yakni sisik pada abdomennya berwarna emas. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Virus Dengue (DENV) merupakan virus yang menyebabkan penyakit infeksi 

Demam Berdarah Dengue (DBD). Virus ini memiliki empat serotype yang berbeda 

yaitu DEN- 1, DEN- 2, DEN- 3 dan DEN- 4 yang berasal dari genus Flavivirus, 

famili Flaviridae (Sembel, 2009). Virus Dengue ditularkan melalui vektor nyamuk 

Aedes aegypti (L) (Widyawati et al., 2011). Nyamuk Ae. aegypti merupakan vektor 

primer penularan virus Dengue ke manusia karena bersifat antropofilik (Taib, 2006). 

Selama ini pengendalian DBD dilakukan dengan cara pengendalian vektor 

yang bersifat mekanis seperti gerakan 3M menguras, menutup, dan mengubur), 

pemanfaatan ovitrap, abatisasi dan pengasapan dengan pestisida (fogging) sudah 

pernah diprogramkan oleh pemerintah (Nurhayati, 2005). Usaha tersebut belum 

memberikan hasil yang maksimal karena kurangnya partisipasi dari masyarakat serta 

lemahnya monitoring dari Dinas Kesehatan. Selain itu, penggunaan pestisida secara 

terus-menerus menyebabkan nyamuk resisten. Nyamuk yang resisten mempunyai 

kemampuan menularkan virus Dengue lebih tinggi (Hon & Arisanty, 2013). 

Ada tiga faktor yang menyebabkan tingginya persebaran DBD, yakni 

kepadatan vektor, keadaan lingkungan dan imunitas penduduk (Munif et al., 2011). 

Keragaman genetik pada setiap individu terkait erat dengan kemampuan adaptasi 

vektor dengan lingkungan sehingga sangat berpengaruh terhadap kepadatan vektor. 

Suatu organisme dengan keanekaragaman genetik yang tinggi maka semakin tinggi 

pula kemampuan beradaptasinya (Tabchnick & William, 1998). Hal ini sangat 

menunjang peningkatan suatu populasi karena organisme dengan keanekaragaman 

genetik yang tingi lebih mudah lulus hidup dan berkembangbiak dibandingkan 

organisme dengan keanekaragaman genetik rendah. 
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Populasi nyamuk Ae. aegypti di Chiang Mai mempunyai keragaman genetik 

yang tinggi (Urdaneta & Failloux, 2011), begitu juga populasi nyamuk Ae. aegypti di 

Sumatera Selatan (Munif et al., 2011) dan Sumatera Barat (Hon & Arisanty, 2013). 

Populasi vektor Dengue Ae. aegypti yang berasal dari daerah yang berbeda 

menunjukkan kapasitas vektorial dan kerentanannya terhadap virus Dengue juga 

berbeda (Hon & Arisanty, 2013). Perbedaan ini disebabkan adanya keragaman 

genetik pada vektor Dengue. Keragaman genetik pada setiap individu mempunyai 

korelasi dengan adaptasinya, sehingga semakin tinggi keragaman genetiknya maka 

semakin tinggi pula kemampuan beradaptasinya (Munif et al., 2011). Adanya 

keragaman genetik pada  Nyamuk Ae. aegypti berpengaruh dalam pengendalian 

DBD. 

Keragaman genetik pada Ae. aegypti dapat diketahui melalui struktur 

genetik, aliran gen dan diferensiasi antar dan inter populasi. Keragaman genetik dapat 

diketahui dengan menggunakan beberapa marker, diantaranya adalah matK1, rbcL, 

Cytochrome c-Oxydase subunit I (COI), dan ITS (Chen et al., 2010). ITS merupakan 

salah satu marker yang digunakan untuk mengetahui keragaman genetik pada 

makhluk hidup eukariotik. Daerah DNA pengkode ITS dibagi menjadi ITS1 yang 

berada di ribosom sub unit kecil dan 5,8S rRNA, dan  ITS2 yang berada di ribosom 

sub unit besar dan 5,8S rRNA (Miao et al., 2008). 

ITS2 sering digunakan dalam rekonstruksi pohon filogenetik pada tingkat 

genus dan spesies karena mempunyai sekuen pendek dan relatif mudah untuk 

diamplifikasi. ITS 2 mempunyai struktur sekunder yang bisa dibandingkan dari 

karakteristik homologi serta dapat melihat adanya kesalahan yang biasanya 

disebabkan oleh struktur sekundernya (Miao et al., 2008). Marker molekuler dalam 

studi keragaman genetik berperan penting dalam upaya melihat adanya karakteristik 

gen yang berhubungan dengan kompetensi vektor, resistensi terhadap insektisida, dan 

adaptasi ekologi (Maria, et al., 2011).  

Terdapat tiga kecamatan di daerah Jember yang merupakan daerah endemik 

DBD. Hingga saat ini belum ada penelitian mengenai diversitas genetik berdasarkan 
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ITS 2 dari vektor Dengue yang sebenarnya sangat penting dalam strategi 

penanggulangan vektor. Dengan demikian, studi mengenai keragaman genetik ini 

mempunyai kontribusi yang besar dalam pengembangan penanggulangan DBD 

khususnya di daerah Jember. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

  Bagaimana diversitas genetik Ae. aegypti pada tiga kecamatan Kabupaten 

Jember sebagai daerah endemik DBD berdasarkan DNA pengkode ITS 2? 

1.3 Tujuan 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui diversitas genetik pada vektor 

Dengue Ae. aegypti dari tiga kecamatan di Kabupaten Jember berdasarkan DNA 

pengkode ITS2. 

1.4 Batasan Masalah 

 Analisis diversitas genetik dari vektor Dengue Ae. aegypti dari tiga 

kecamatan di Kabupaten Jember pada penelitian ini didasarkan pada DNA pengkode 

ITS2. 

1.5 Manfaat 

 Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

diversitas genetik dari vektor Dengue Ae. Aegypti Kabupaten Jember dalam 

penanggulangan vektor DBD. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1   Diversitas Genetik Ae. aegypti 

 Diversitas genetik merupakan variasi gen pada tingkat spesies yang 

menimbulkan variasi individu. Adanya variasi ini memungkinkan adanya perubahan 

spesies seiring dengan perubahan lingkungan (Pratiwi, 2012). Tingginya tingkat 

diversitas genetik memungkinkan suatu individu mempunyai kemampuan adaptasi 

yang lebih tinggi terhadap perubahan lingkungan.  Besarnya diversitas genetik pada 

spesies tergantung pada jumlah individu, sistem perkawinan, tingkat isolasi dari 

populasi dan persebaran spesies (Lowe et al., 2006).  

 Komposisi genetik dalam populasi ditentukan oleh sistem perkawinan 

individu, karena hal ini menentukan frekuensi genotip individu generasi berikutnya. 

Sistem perkawinan juga mempunyai pengaruh besar dalam distribusi dan variasi 

genetik inter dan antar populasi (Pratiwi, 2012). Sistem perkawinan terarah akan 

meningkatkan ekspresi alel yang baik, sedangkan sistem perkawinan acak 

menurunkan frekuensi alel karena bersifat heterozigot (Yatim, 2003).  

 Spesies mempertahankan hubungan genetiknya melalui aliran gen dalam 

populasi. Tanpa adanya aliran gen, maka akan terjadi penyimpangan yang dapat 

mengakibatkan spesiasi (Pratiwi, 2012). Tingkat dan sifat aliran gen tergantung pada 

modus reproduksi, mobilitas individu dan mekanisme penyebaran gamet dan zigot 

(Lowe et al., 2006). Keragaman genetik pada vektor dengue menyebabkan adanya 

perbedaan urutan basa nukleotida yang memungkinkan menyandikan protein yang 

berbeda (Hon & Arisanty, 2013). Sehingga hal ini menyebabkan penampakan fenotip 

yang berbeda baik dari segi morfologi maupun fisiologi. 

 Keragaman genetik yang tinggi pada suatu organisme memungkinkan 

organisme tersebut bertahan hidup dalam waku yang lebih lama dan adaptif 

(Hoelzoel, 1994). Kemampuan yaang adaptif ini membuat vektor Dengue dapat 
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bertahan hidup lebih lama dan berkembang biak. Hal tersebut mengakibatkan 

populasi nyamuk Ae. aegypti tinggi dan stabil di alam, yang mendukung persebaran 

virus Dengue sehingga kejadian DBD tetap tinggi. 

 Wayan (2008) menyatakan bahwa ada dua subspesies nyamuk Ae. aegypti, 

yaitu Ae. aegypti queenslandensis dan Ae. aegypti formosus. Hasil penelitian Huber et 

al. (2008) menunjukkan bahwa ada dua bentuk morfologi dari nyamuk Ae. aegypti di 

Kedougou (Afrika), yaitu tipe liar yang gelap dan tipe domestik yang terang. Tipe 

domestik memiliki sisik pucat pada tergit abdomen pertama, sedangkan pada tipe liar 

tidak. 

 DNA genom nyamuk Ae. aegypti yang diekstraksi oleh Beebe & Cooper 

(2005) berasal dari berbagai negara Asia Tenggara dan Laut Barat Daya Pasifik. Hasil 

analisis 46 sampel menggunakan CO1 menunjukkan adanya delapan haplotype 

dengan urutan terpisah. Hasil analisis lima spesimen yang dikoleksi dari Indonesia 

menunjukkan ada dua haplotype yang salah satunya sama dengan haplotype yang ada 

di Vietnam. 

 Hasil analisis isozim yang dilakukan oleh Huber et al. (2008) menunjukkan 

bahwa 10 lokus isozim pada Ae.aegypti yang diteliti merupakan polimorfisme yang 

menunjukkan 39 alel. Hal yang sama juga terlihat pada hasil penelitian Maria et al. 

(2011), dari 18 lokus isozim yang diteliti tujuh diantaranya menunjukkan 

polimorfisme. Keragaman genetik yang tinggi juga terlihat pada analisis 

menggunakan RAPD (Rapid Amplification Polimorfic DNA), terdapat 52 penanda 

pada empat populasi yang diteliti menunjukkan keragaman dari ukuran 300 – 2070 bp 

(base pair). 

 Hasil penelitian Wesson (1992) menggunakan marker ITS1 dan ITS2 

menunjukkan adanya keragaman genetik yang cukup tinggi pada Ae. aegypti. Sekuen 

ITS1 menunjukkan adanya homologi dengan Drosophilla melanogaster pada 18S dan 

5,8S dan adanya perbedaan susunan basa nitrogen pada tiga sekuen yang berbeda. 

Sedangkan sekuen ITS2 menunjukkan adanya perbedaan intraspesifik pada Ae. 
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aegypti dan Aedes simpsoni, perbedaan terjadi pada empat sekuen berbeda. Perbedaan 

ini disebabkan adanya delesi dan insersi basa nukleotida pada sekuen pengkode ITS. 

 Kemungkinan adanya keragaman genetik beradasarkan marker molekuler  

memberikan alasan yang kuat untuk mempelajari dan mengetahui keragaman genetik 

nyamuk Ae. aegypti di daerah Jember karena berpotensi sebagai pendekatan yang 

baik dalam upaya pengendalian vektor DBD yang hingga saat ini masih menjadi 

masalah kesehatan dunia. 

 

2.2 Vektor Dengue 

 Virus dengue merupakan virus yang menyebabkan penyakit DBD. Virus 

dengue ditularkan melalui vektor nyamuk Ae. aegypti (Widyawati et al., 2011). 

Nyamuk Ae. aegypti merupakan vektor primer penularan virus dengue sedangkan 

Aedes albopictus adalah vektor sekundernya (Taib, 2006). Nyamuk Ae. aegypti 

mengalami metamorfosis sempurna (holometabola) yang meliputi empat stadium 

yaitu telur, larva, pupa dan imago (dewasa). Stadium telur hingga pupa berlangsung 

di dalam air, sedangkan stadium dewasa berada di lingkungan darat dan udara 

(Wayan, 2008). Siklus hidup Ae. aegypti dapat dilihat pada Gambar 2.1. Klasifikasi 

Ae. aegypti menurut Boror et al. (1992) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Arthropoda 

Kelas  : Insecta 

Ordo  : Diptera 

Familia  : Cucilidae 

Genus  : Aedes 

Spesies  : Aedes aegypty L. 
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Gambar 2.1 Siklus hidup nyamuk Ae. aegypti (Sumber: Urdaneta & Failloux, 2011). 

 Telur Ae. aegypti berbentuk elips dan mempunyai permukaan yang 

polygonal dan mempunyai ukuran 0.7 mm yang dibungkus oleh tiga lapisan kulit 

(Hasyimi, 1993). Nyamuk Ae. aegypti betina meletakkan telurnya secara terpisah 

pada dinding perindukan yang lembab, gelap dan basah, seperti pada bak mandi, pot 

bunga, ban bekas, tempayan dan barang bekas yang dibuang sembarangan dan dapat 

menampung air hujan. Seekor nyamuk betina dapat meletakkan rata-rata seratus butir 

telur tiap sekali bertelur (Ishartadiati, 2010). 

 Telur Ae. aegypti akan menetas menjadi larva jika terendam dalam air. Larva 

Ae. aegypti mengalami empat tahapan perkembangan yang disebut instar. Perubahan 

pada instar disebabkan adanya pergantian kulit adat biasa disebut ecdysis atau 

moulting (Veriswan, 2006). Keempat tahapan instar diselesaikan dalam waktu empat 

hingga sembilan hari, kemudian larva akan berubah menjadi pupa. Pupa akan menjadi 

nyamuk dewasa setelah melewati waktu satu sampai dua hari (Sivanathan, 2006).  

 Nyamuk Ae. aegypti secara morfologi mempunyai gambaran lira (lire-form) 

sepasang pada bagian tengah permukaan dorsal toraks yang berwarna putih. 

Abdomen umumnya berwarna cokelat hingga hitam dan terkadang memiliki sisik 

3. Pupa 

Terestrial 

Terestrial 

Akuatik 

Akuatik 

1. Telur 

2.Larva 4. Dewasa 
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putih (Ishartadiati, 2010). Setiap segmen tarsal pada kaki belakang memiliki pita 

basal putih yang membentuk seperti garis-garis (Carpenter & La casse, 1955). 

 Nyamuk Ae. aegypti jantan dan betina dapat dibedakan secara morfologi. 

Ukuran nyamuk betina umumnya lebih besar dibanding nyamuk jantan. Selain itu 

terdapat rambut tebal pada antena nyamuk jantan. Antena nyamuk Ae. aegypti jantan 

memiliki tipe plumose (rambut tebal) dan pada betina memiliki tipe pilose (rambut 

jarang). Antena nyamuk jantan dan betina Ae. aegypti dapat dilihat pada Gambar 2.2.  

 

  

 

 

 

Gambar 2.2. Antena nyamuk jantan dan betina Ae. aegypti. Keterangan: A. Antena nyamuk 

jantan. B. Antena nyamuk betina (Sumber: Ishartadiati, 2010). 

 

Taib (2006) menyatakan bahwa nyamuk Ae. aegypti merupakan vektor primer 

penularan virus dengue sedangkan Ae. albopictus adalah vektor sekundernya. 

Keduanya secara morfologi sangat mirip, namun dapat dibedakan dari garis putih 

yang terdapat pada bagian skutumnya. Skutum Ae. aegypti berwarna hitam dan 

terdapat dua garis lurus putih yang diapit oleh garis lengkung putih. Sedangkan pada 

Ae. albopictus hanya terdapat satu strip putih tebal pada bagian dorsalnya. 

Karakteristik Ae. aegypty dan Ae. albopictus dapat dilihat pada Gambar 2.3. (Wayan, 

2008). 

 Nyamuk jantan dan betina pada stadium dewasa memanfaatkan gula sebagai 

sumber energi untuk mempertahankan hidupnya. Namun, nyamuk betina selain 

membutuhkan sumber energi juga membutuhkan protein yang digunakan dalam 

produksi dan proses pematangan telurnya (Wayan, 2008). Protein pada darah 

merupakan sumber protein utama untuk pembentukan dan pematangan telur, oleh 

karena itu hanya nyamuk betina yang bersifat haematophagus (menghisap darah) 

(Arca et al., 2005). 

A B 
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 Hasil penelitian Jirakanjanakit et al. (2007) menunjukkan bahwa Ae. aegypti 

hampir sepenuhnya menghisap darah manusia, sedangkan Ae. albopictus menghisap 

darah manusia, kelinci, tikus, anjing, rusa, lembu, sapi, kucing dan burung. Kisaran 

inang dan preferensinya terhadap inang menentukan status spesies tersebut sebagai 

vektor utama DBD. 

 

 

Gambar 2.3 Karakteristik Ae. aegypty dan Ae. albopictus (Wayan, 2008). 

2.3 Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)  

 Sekuen DNA pengkode ITS dapat melepaskan diri pada proses intron 

splicing dari prekusor rRNA (Maroteaux et al., 1985). Daerah pengkode ITS dibagi 

menjadi ITS1 yang berada pada ribosom sub unit kecil dan 5,8 rRNA dan ITS2 yang 

berada pada sub unit besar dan 5,8 rRNA. Sekuen ITS2 banyak digunakan dalam 

rekonstruksi pohon filogenetik karena memperlihatkan perbedaan yang relatif tinggi 

(Miao et al., 2008). ITS2 mempunyai struktur inti yang terkonservasi, terdiri dari 

empat heliks, yang mana heliks ketiga adalah yang terpanjang. ITS2 mempunyai 

struktur sekunder yang dapat membandingkan karakteristik homologi (Colleman, 

2003).  
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 Data molekuler yang dianalisis menggunakan Random Amplified 

Polymorphic DNA-fingerprint (RAPD) dan Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) menimbulkan kebingungan dalam analisisnya karena banyak 

pita DNA yang harus dibandingkan (Miao et al., 2008). Analisis menggunakan CO1 

sekuen 693 bp (Waiho, et al. (2013), lebih panjang dibandingkan sekuen pengkode 

ITS2 sehingga data yang perlu dibandingkan juga lebih banyak. 

 Hasil penelitian Chen et al. (2010) menunjukkan tingkat keberhasilan yang 

tinggi menggunakan marker ITS2, yaitu antara 90,3 % hingga 99,8 % dibandingkan 

marker molekuler yang lain seperti psbA-tmH. Daerah DNA pengkode ITS2 

merupakan sekuen yang pendek yakni 120-360 bp, relatif mudah untuk diamplifikasi 

menggunakan sepasang primer universal (Chen et al., 2010). Colleman (2003) juga 

menyatakan bahwa ITS2 mempunyai banyak keuntungan, diantaranya adalah 

sekuennya pendek sehingga mudah dianalisis, perbandingan hubungan dari 

subspesies hingga tingkat ordo, dan melihat adanya kemungkinan kesalahan yang 

disebabkan oleh struktur sekunder marker molekuler lain. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada Bulan Desember 2014 sampai Maret 

2016 di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah beaker glass, gelas ukur, eppi 

stander, freezer, oven, sentrifuge, desikator, mikropipet, tip, eppendorf 1,5 ml,  

vortex, mesin elektroforesis , UV Iluminator, dan mesin PCR. 

3.2.2 Bahan  

Bahan-bahan yang digunakan yaitu Homogenezing buffer, SDS 20%, NaCl 6 

M, Buffer TAE (Tris Acetic EDTA) 1x, EtBr (Ethidium Bromide), 1% gel Agarose, 

aquadest, ddH2O (double destilate H2O), Isopropanol, Ethanol 70%, Loading dye, 2x 

Master Mix (Intron), 2,5 mM MgCl2, 20 mM (NH4)2 SO4, 75 mM Tris-HCl (pH 8,8) 

dan 0,01% satu unit Thermoprime Plus DNA Polymerase, 1,25 µl forward primer 

5,8F (5 pmol/µl, konsentrasi akhir 0,25 pmol/µl), 1,25 µl reverse primer 28R (5 

pmol/µl, konsentrasi akhir 0,25 pmol/µl) dan 2 µl ekstrak DNA, DNA ladder 100bp 

dan DNA ladder 1kb sebagai marker, 200 µl buffer NT, buffer NT3, 15-50 µl buffer 

NE (5 mM Tris/HCL, pH 8.5). 

3.3 Prosedur Penelitian 

Larva nyamuk Ae. aegypti yang digunakan dalam penelitian ini yaitu larva 

nyamuk isofemale (berasal dari satu induk) yang berasal dari tiga Kecamatan di 

Jember yaitu Sumbersari, Tempurejo dan Patrang. 
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3.3.1 Isolasi DNA Genom 

Metode yang digunakan untuk isolasi DNA Genom larva nyamuk Ae. aegypti 

adalah metode Salt Extraction. Prinsip dari metode ini adalah dengan cara 

menghomogenkan larva nyamuk Ae. aegypti  dengan menggunakan buffer dan 

kemudian disentrifus hingga mendapatkan DNA Genom larva nyamuk Ae. aegypti 

(Aljanabi & Martinez, 1997). 

Sebanyak lima larva nyamuk Ae. aegypti dimasukkan dalam tabung eppendorf 

1,5 ml dan disimpan pada suhu -20
o 

C selama 10 menit. Larva beku diekstraksi 

dengan cara ditambahkan 500 µl homogenezing buffer dan dihomogenkan 

menggunakan mikropistil. Kemudian ditambahkan 40 µl SDS 20 % dan 8 µl dari 20 

mg/ml proteinase K dan diinkubasi pada 65 
o
C ovenight. Suspensi tersebut 

ditambahkan 300 µl NaCl 6M, divortex kecepatan maksimum lalu disentrifus selama 

30 menit, 4 
o
C, 12.000 rpm. Supernatan dipindahkan kedalam tube baru dan 

ditambahkan isopropanol equal volume lalu inkubasi -20  
o
C selama satu jam. 

Kemudian disentrifus selama 20 menit, 4 
o
C, 12.000 rpm dan supernatan dibuang. 

Pellet yang mengandung DNA dicuci menggunakan ethanol 70 %. Selanjutnya pellet 

dikeringkan menggunakan desikator dan di rehidrasi dengan ddH2O. Kemudian 

dilakukan running DNA genom, atau dapat disimpan pada suhu -20 
o
C. 

DNA genom dapat dilihat melalui proses elektroforesis, yaitu dengan 

menambahkan 2 µl loading dye pada 5 µl sample DNA, selanjutnya dimasukkan ke 

sumuran gel agarose yang mengandung EtBr. DNA ladder 1kb digunakan sebagai 

marker. Elektroforesis dilakukan pada 100 V selama 30 menit menggunakan buffer 

TAE sebagai running buffer. Selanjutnya divisualisasi menggunakan UV-Illuminator 

untuk melihat ada tidaknya pita DNA Genom. 

3.3.2 Amplifikasi ITS2 

DNA ITS2 diamplifikasi menggunakan primer DNA pengkode ITS2 yaitu 

5.8F (5’ TGT GAA CTG CAG GAC ACA TG 3’) dan 28R (5’ ATG CTT AAA TTT 

AGG GGG TA 3’). Konsentrasi dari reaktan adalah 0,2 µM untuk setiap primer, 200 
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µM dNTP, 2,5 mM MgCl2, 20 mM (NH4)2 SO4, 75 mM Tris-HCl (pH 8,8) dan 0,01% 

satu unit  Thermoprime Plus DNA Polymerase  (Walton et al., 2007).  

Amplifikasi PCR dalam 25 µl campuran yang berisi 2 µl DNA template, 8 µl 

ddH2O steril, 12,5 µl PCR Master Mix (Intron), 2,5 µl primer ITS2 (10 pmol/µl, 

konsentrasi akhir 10 pmol/µl). Gradien temperatur yang digunakan adalah: Sampel 

DNA didenaturasi pada suhu 94 
o
C selama 5 menit sebelum 35 siklus amplifikasi 

pada 94 
o
C selama 1 menit, annealing pada suhu 62 

o
C selama 1 menit dan 72 

o
C 

selama 1 menit yang diikuti oleh final extension selama 5 menit (Walton et al., 2007). 

Produk PCR sebanyak 5 µl dirunning pada 1 % gel agarose yang telah ditambahkan 

EtBr untuk mengetahui kualitas DNA sebelum dilakukan pemurnian. DNA ladder 1 

kb sebagai marker. Elektroforesis dilakukan pada 80 V selama 60 menit 

menggunakan buffer TAE sebagai running buffer. Selanjutnya divisualisasi 

menggunakan UV-Illuminator. 

3.3.3 Purifikasi DNA Hasil PCR 

Produk PCR pada gel agarose 1% dimurnikan dengan mengikuti prosedur 

PCR clean-up Gel Extraction NucleoSpin® Extract II. Purifikasi dilakukan dengan 

cara memotong gel agarose dan ditimbang sebanyak 100 mg, kemudian dimasukkan 

tabung eppendorf 1,5 ml dan ditambahkan buffer NT. Sampel diinkubasi pada 50 
o
C 

selama 5-10 menit, kemudian divortex hingga homogen. Selanjutnya sampel 

dimasukkan dalam kolom NucleoSpin Extract II yang sebelumnya telah ditempatkan 

pada tabung koleksi. Sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 1 menit sehingga cairan 

pada kolom akan berpindah ke tabung koleksi, yang nantinya dibuang, dan kolom 

NucleoSpin Extract II  diletakkan kembali pada tabung koleksi. Selanjutnya 

ditambahkan 700 µl buffer NT3 (buffer pencuci) dan di sentrifugasi 12.000 rpm 

selama dua menit untuk mencuci sampel. Penghilangan sisa ethanol dilakukan dengan 

inkubasi 70 
o
C selama 2-5 menit. Kemudian dan kolom NucleoSpin Extract II  

dipindahkan ke tabung eppendorf steril 1,5 ml. Sampel DNA pada kolom dielusi 

menggunakan 15-50  µl buffer NE dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit. 
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Sentrifugasi dilakukan pada 12.000 rpm selama 1 menit untuk mendapatkan DNA 

murni. 

3.3.4 Sekuensing dan Analisis Sekuen DNA Pengkode ITS 2 

Sekuensing dilakukan dengan mengirimkan DNA hasil purifikasi dari produk 

PCR ke First Base Singapore. Selanjutnya dilakukan editing dan analisis 

menggunakan Bioedit sofware (Tom Hall, Ibit Therapeutics) terhadap data kasar yang 

didapat. Setelah diketahui alignment sekuen DNA pengkode ITS 2 dari masing-

masing sampel maka sekuennya dibandingkan dengan database gen pengkode ITS 2 

di Gene Bank menggunakan BLAST online software yang diakses melalui 

www.ncbi.nlm.nih.gov. Hubungan kekerabatan dapat dilihat dari domain struktur, 

posisi, jumlah pasangan basa nitrogen, dan jumlah pasangan basa G-C yang 

dibandingkan dengan data base lalu dianalisis. Analisis dilakukan dengan cara 

komputasi yakni menggunakan software Mega6 yang akan menghasilkan pohon 

filogeni. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Morfologi larva dan nyamuk (imago) Ae. aegypti Kecamatan Patrang, 

Sumbersari dan Tempurejo menunjukkan karakter yang sama. Sekuen pengkode ITS 

2 pada Ae. aegypti Kecamatan Patrang dan Kecamatan Sumbersari menunjukkan 

kemiripan dengan Ae. aegypti Strain Rockefeller dengan presentase kemiripan 

sebesar 99% dan 94% secara berurutan. Sedangkan diversitas genetik Ae. aegypti 

Kecamatan Patrang dengan Kecamatan Sumbersari cukup tinggi dengan presentase 

kemiripan hanya 94%. Sekuen Kecamatan Sumbersari menunjukkan adanya 9 basa 

nitrogen yang tidak sama, insersi 6 basa nitrogen dan 2 basa nitrogen delesi jika 

dibandingkan dengan Kecamatan Patrang. Adanya perbedaan genetik sekuen 

pengkode ITS2 pada kedua kecamatan ini memungkinkan adanya pengendalian 

vektor yang berbeda. 

5.2 Saran 

 Hendaknya dilakukan sekuensing kembali terhadap sampel dari Kecamatan 

Tempurejo agar dapat dilakukan analisis kekerabatannya. Penelitian ini dapat 

dilanjutkan dengan menganalisis Ae. aegypti pada Kecamatan lain sehingga 

didapatkan informasi kekerabatan utuh. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Alur Penelitian 
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Lampiran B. Komposisi Bahan 

B1. Komposisi Larutan 

No Nama Larutan Bahan Komposisi Keterangan 

1. Homogenizing 

Buffer (per 50 ml) 

Tris-Cl 1 M 

EDTA 0,5 M 

NaCl 0,4 M 

Aquadest 

0,5 ml 

0,2 ml 

1,16 gr 

± 45 ml 

 

2. SDS 20 % (per 10 

ml) 

SDS 

Aquadest 

2 gr 

10 ml 

 

3. NaCl 6M (per 10 

ml) 

NaCl 

Aquadest 

17,4 gr 

10 ml 

 

4. Proteinase- K 20 

mg/ml (per 1 ml) 

Proteinase-K 

Aquadest 

20 mg 

1 ml 

 

5. Loading Buffer 

(per 10 ml) 

60 % Gliserol 

Xylenecianol 

Bromophenol Blue 

10 ml 

1 ujung 

tusuk gigi 

 

6. EDTA 0,5 M (per 

100 ml) 

EDTA 

NaOH 

Aquadest 

14,6 gr 

2 gr 

100 ml 

 

7. TAE 50 X  (per 

100 ml) 

Tris-Base 

Asam Acetat Glacial 

0,5 M EDTA 

Aquadest 

24,2 gr 

5,71 ml 

10 ml 

± 70 ml 

 

PH = 8,0 

8. Agarose 1,5 % (per 

80 ml) 

Agarose 

TAE 1X 

1,2 gr 

80 ml 
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Lampiran C. Sekuen Utuh Hasil Amplifikasi Sekuen DNA Pengkode ITS 2 Ae. 

aegypti Kecamatan Sumbersari, Patrang Dan Tempurejo Dengan 

Primer 5,8 F – 28 R 

 

C1. Kecamatan Sumbersari 

TTTTGAAATGCAGGACACACGAACACAGACACGTTGAACGCATATTGCAC

ATCGTACTACCAGTAYGATGTACACATTTTTGAGTGCCTATATTTATCCAT

TCAAMTATACGCGCCGCCCGCGGCGCGTATGYGTAGTGATGTTTTCCCGC

STTCAGTGCGCGGTAAAACAYTGAAGATAGTCAGACGTGGGTGGTGACAC

ACCCCGCGGKTGATGAATACATCCCACTAGGCGCGCTCGCTCGCCTTGTG

TGGTGTATTCCATCATTCACTAACTAACTAGCTAACTCTCTA 

 

C2. Kecamatan Patrang 

TTGTGAACTGCAGGACACATGAACACCGACACGTTGAACGCATATTGCAC

ATCGTACTACCAGTACGATGTACACATTTTTGAGTGCCTATATTTATCCAT

TCAACTATACGCGCCGCCCGCGGCGCGTATGCGTAGTGATGTTTTCCCGC

CTTCAGTGCGCGGTAAAACATTGAAGATAGTCAGACGTGGTGTGGTGACA

CACCGCGGTTGAWGAATACATCCCACTATGGCGCGCTCGCTCGCCTTGTG

TTGTATTCCATCATTCACTAACTAACTAGCTAACTCTCTATAGTAGGCCTC

AAATAATGTGTGACTACCCCCTAAATTTAAGCATA 

 

C3. Kecamatan Tempurejo 

TTGTGTTGTGCAGTGCACGACAACACAGACACGTTGASTACGSATATTRY

ACACCRTACTACAGTACRATGYACWCATTTYTGAGTGSMTWTATTTTATC

YATTCAAYTSWRCWCGGCCAAGCCCGKGYAMGSGTAGKGACGCKTTTCY

TKGCGWCAGTAMAAYRTWMAAKATAGTCWRAYGYGGCGCGCCGGGMC

GTWCGCYGGACGCSGCGGTTSRTGARTACAWYCCATACGCGACMYACCC

ATACGTGTGTCSTTGTTGTATTCCRTSATCCATGCCATGCCATGCCATGCCT

CCTATCAGAKMGRTGAGGYTMGCCTCAGATGAGGCGACACTACAAACTA

AATTATAGCATA 
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Lampiran D. Hasil pensejajaran Sekuen DNA Pengkode ITS 2 Ae. aegypti 

Kecamatan Sumbersari, Patrang Dan Rockefeller Strain. 

 

D1. Hasil pensejajaran sekuen DNA pengkode ITS 2 Ae. aegypti Kecamatan 

Sumbersari dengan Rockefeller Strain 

 

D2. Hasil pensejajaran sekuen DNA pengkode ITS 2 Ae. aegypti Kecamatan Patrang 

dengan Rockefeller Strain 
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D3. Hasil pensejajaran sekuen DNA pengkode ITS 2 Ae. aegypti Kecamatan 

Sumbersari dengan Patrang 
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Lampiran E. Rumus regresi dan perhitungan manual berat molekul DNA 

produk PCR 

 

Ukuran 

marker 

Jarak 

(cm) 

LOG ukuran 

marker 

10000 1,2 4 

8000 1,4 3,903089987 

6000 1,5 3,77815125 

5000 1,6 3,698970004 

4000 1,8 3,602059991 

3000 2,1 3,477121255 

2500 2,2 3,397940009 

2000 2,5 3,301029996 

1500 2,8 3,176091259 

1000 3,2 3 

750 3,4 2,875061263 

500 3,7 2,698970004 

250 4,3 2,397940009 

 

1. Patrang  = (-0,4945 x 3,9) + 4,537 

= 2,60845 

BM  = Antilog (2,60845) 

= 405,928926 pb 

2. Sumbersari = (-0,4945 x 3,9) + 4,537 

= 2,60845 

BM  = Antilog (2,60845) 

= 405,928926 pb 

3. Tempurejo = (-0,4945 x 3,8) + 4,537 

= 2,6579 

BM  = Antilog (2,6579) 

= 454,883307 pb
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