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RINGKASAN 

 

Identifikasi Vektor Potensial Dengue Berdasarkan DNA Pengkode Internal 

Transcribed Spacer 2 (ITS2); Nur Amalina Fauziyah, 141810401041, 2018: 53 

halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Jember. 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu masalah kesehatan 

yang terus terjadi setiap tahunnya di Indonesia. Virus dengue merupakan 

penyebab penyakit DBD yang ditularkan oleh nyamuk. Aedes aegypti merupakan 

vektor primer, sedangkan Aedes albopictus sebagai vektor sekunder. 

Pemberantasan vektor virus dengue telah dilakukan tetapi kasus DBD masih 

cukup tinggi. Tingginya kasus DBD diduga adanya resistensi terhadap vektor 

virus dengue, sehingga menyebabkan diversitas vektor virus dengue. Analisis 

diversitas meliputi dua macam identifikasi, yaitu identifikasi morfologi dan 

identifikasi molekuler. Identifikasi morfologi merupakan metode konvensional 

untuk mengidentifikasi spesies berdasarkan karakteristik eksternal. Adanya 

keterbatasan dalam identifikasi morfologi seperti subjektivitas peneliti terhadap 

ciri-ciri morfologi yang ada maka maka perlu dilakukan identifikasi molekuler 

yaitu dengan menggunakan metode DNA barcoding untuk memudahkan 

identifikasi spesies dan juga untuk mendukung metode identifikasi nyamuk 

berdasarkan morfologi. Identifikasi molekuler menggunakan marka molekuler 

ITS2 yang terletak diantara gen ribosomal (rRNA) 5,8S dan 28S. Pentingnya 

identifikasi secara morfologi dan molekuler untuk mengetahui keterkaitan antara 

diversitas genetik Ae. aegypti dan Ae. albopictus dengan pengendalian vektor 

potensial virus dengue, maka penelitian ini dilakukan untuk mendukung upaya 

strategi pengendalian vektor potensial dengue secara tepat. 

 Metode penelitian meliputi landing collection larva Ae. aegypti dan Ae. 

albopictus asal kecamatan Sumbersari Kabupaten Jember. Kemudian dilanjutkan 

dengan rearing nyamuk isofemale di Animal Care Unit Laboratorium Zoologi 

Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Jember. Setelah itu, dilakukan 

identifikasi morfologi terhadap vektor potensial virus dengue. Setelah dilakukan 
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identifikasi morfologi, dilanjutkan dengan identifikasi molekuler meliputi isolasi 

DNA genom larva Ae. aegypti dan Ae. albopictus dengan menggunakan metode 

salt-extraction. Kemudian dilanjutkan amplifikasi PCR dengan menggunakan 

primer ITS2. Setelah dilakukan amplifikasi, DNA yang didapatkan kemudian 

dipurifikasi sehingga diperoleh DNA murni. Setelah itu, dilanjutkan dengan 

analisis sekuensing melalui jasa 1
st
 base (Singapore) dan hasil yang diperoleh 

kemudian dianalisis dan dibuat rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan 

software Mega6. 

Identifikasi morfologi Ae. aegypti Sumbersari dan Ae. albopictus 

Sumbersari menunjukkan perbedaan, pada Ae. aegypti pada bagian thorax 

terdapat garis seperti lyre dengan dua garis lengkung dan dua garis lurus, 

sedangkan pada Ae. albopictus pada bagian thorax memiliki satu garis putih lurus.  

Identifikasi molekuler berdasarkan DNA pengkode ITS2, panjang basa nukleotida 

pada Ae. aegypti sekitar 331 pb dan memiliki kemiripan 100% dengan  Ae. 

aegypti isolate (KY382418,1). Ae. albopictus Sumbersari memiliki panjang basa 

nukleotida sekitar 550 pb dan 400 pb. Ae. albopictus dengan panjang basa 

nukleotida 550 pb memiliki kemiripan 94% dengan Ae. albopictus isolate Varazze 

(JX679395,1). Pohon filogenik terhadap kedua spesies menunjukkan kedua 

spesies tersebut berada pada cabang yang berbeda. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit infeksi dengan 

distribusi penyebaran di wilayah tropis dan subtropis (Bhatt et. al., 2013). Di 

Indonesia, DBD merupakan salah satu masalah kesehatan yang terus terjadi setiap 

tahunnya (Kemenkes, 2010). Hal ini dikarenakan mobilitas penduduk yang tinggi, 

wilayah perkotaan yang mengalami perkembangan begitu cepat, perubahan iklim, 

perubahan kepadatan dan distribusi penduduk serta faktor-faktor epidemiologi 

lainnya (Kemenkes, 2016).  

Virus dengue merupakan penyebab DBD yang ditularkan oleh nyamuk 

dan penularannya terjadi sangat cepat. Ae. aegypti merupakan vektor primer, 

sedangkan Ae. albopictus merupakan vektor sekunder dari penyakit DBD. Virus 

dengue memiliki empat serotype yaitu DEN-1, DEN-2, DEN-3, dan DEN-4 

(WHO, 2014). Virus dengue merupakan virus dari famili Flaviviridae genus 

Flavivirus yang penularannya dilakukan oleh serangga sehingga dikenal dengan 

istilah arbovirus (arthropod borne virus) (Supartha, 2010). Ae. aegypti dan Ae. 

albopictus merupakan vektor virus dengue lebih menyukai menghisap darah 

manusia dari pada hewan (Komariah dkk., 2010). Virus dengue ditransmisikan ke 

dalam tubuh manusia melalui gigitan nyamuk betina. Seseorang yang telah 

terinfeksi virus dengue dapat menjadi sumber infeksi bagi nyamuk betina lain 

yang belum terinfeksi virus dengue (WHO, 2014).  

Sejauh ini, pengendalian vektor DBD ini sangat sulit dilakukan karena Ae. 

aegypti memiliki adaptasi yang baik terhadap lingkungan yang ekstrem. Selain 

itu, Ae. aegypti mampu berkembang dengan cepat meskipun telah dilakukan 

pemberantasan baik oleh manusia maupun terjadi bencana alam (Tyagi et al., 

2017). Pengendalian Ae. aegypti yang telah dilakukan menggunakan kombinasi 

antara insektisida kimia dan sanitasi lingkungan. Terdapat beberapa insektisida 

yang menyebabkan resistensi terhadap nyamuk, sehingga menggangu proses 

pengontrolan Ae. aegypti sebagai vektor utama DBD. Brazil merupakan salah satu 

contoh dari negara yang menggunakan insektisida dalam proses pengendalian Ae. 
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aegypti dewasa maupun larva. Insektisida yang digunakan yaitu jenis 

organophosphate dan pyrethroids. Penggunaan organophosphate tidak hanya 

menyebabkan resistensi terhadap nyamuk dewasa saja, melainkan juga 

menyebabkan resistensi terhadap larva. Selain itu, penggunaan insektisida jenis 

pyrethroids di Rio de Janeiro juga menyebabkan resistensi terhadap Ae. aegypti 

(Bona et al., 2012).  

Kabupaten Jember merupakan salah satu wilayah dengan kasus DBD 

cenderung fluktuatif (Departemen Kesehatan RI, 2014). Berdasarkan laporan 

Kemenkes RI (2015), Kabupaten Jember pada tahun 2014 termasuk ke dalam 10 

kabupaten/kota dengan jumlah kasus DBD terbanyak mencapai 199 kasus. 

Menurut profil kesehatan Kabupaten Jember tahun 2016, kasus DBD di 

Kabupaten Jember mencapai 1.298 kasus (Dinas Kesehatan Kabupaten Jember, 

2017). Salah satu upaya pengendalian vektor DBD di Kabupaten Jember yaitu 

dengan dilakukannya Fogging. Akan tetapi, angka kasus DBD di Kabupaten 

Jember masih terbilang tinggi (Anita dkk., 2016). Selain fogging, Dinas 

Kesehatan Provinsi Jawa Timur juga telah menyediakan larvasida dan insektisida 

untuk pengendalian vektor, namun masih saja terjadi kasus DBD di berbagai 

daerah di Jawa Timur khususnya di Kabupaten Jember (Kemenkes RI, 2015). 

Tingginya angka DBD di Kabupaten Jember, diduga adanya resistensi vektor 

terhadap insektisida yang digunakan. Resistensi vektor dengue terhadap 

insektisida dan kemampuan adaptasi ekologis yang baik dikarenakan adanya 

mutasi baru dan rekombinasi materi genetik dari vektor. Adanya mutasi baru dan 

rekombinasi materi genetik pada vektor dengue dapat menyebabkan diversitas 

pada vektor dengue (Sousa et. al., 2017). 

Analisis diversitas vektor potensial dengue meliputi dua macam 

identifikasi, yaitu identifikasi morfologi dan molekuler. Identifikasi morfologi 

merupakan metode konvensional untuk mengidentifikasi spesies nyamuk 

berdasarkan karakteristik eksternal. Adanya keterbatasan dalam identifikasi 

morfologi seperti subjektivitas peneliti terhadap ciri-ciri morfologi yang ada maka 

perlu dilakukan identifikasi molekuler yaitu dengan menggunakan metode DNA 
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barcoding untuk memudahkan identifikasi spesies dan juga untuk mendukung 

metode identifikasi nyamuk berdasarkan morfologi (Chan et al., 2014).  

DNA barcoding merupakan teknik identifikasi spesies secara modern yang 

digunakan untuk membedakan morfologi spesies yang relatif dekat (Botovska et. 

al., 2016). DNA barcoding yang dapat digunakan untuk analisis diversitas genetik 

vektor potensial dengue salah satunya yaitu ITS2. ITS2 memiliki daerah desain 

primer universal ((Yao et al., 2010), (Chan et al.,2014)). Analisis diversitas 

genetik menurut Neto et al. (2017) dengan menggunakan marker ITS2 yang 

terletak diantara gen ribosomal (rRNA) 5,8S dan 28S dapat digunakan sebagai 

identifikasi spesies, sehingga memungkinkan untuk menganalisis karakteristik 

molekuler DNA Ae. aegypti dan Ae. albopictus. Pentingnya identifikasi secara 

morfologi dan molekuler untuk mengetahui keterkaitan antara diversitas genetik 

Ae. aegypti dan Ae. albopictus dengan pengendalian vektor potensial dengue, 

maka penelitian ini dilakukan untuk mendukung upaya strategi pengendalian 

vektor potensial dengue secara tepat. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana karakteristik morfologi dan molekuler Ae. aegypti dan Ae. 

albopictus berdasarkan DNA pengkode ITS2 serta bagaimana hubungan 

filogenetik antara Ae. aegypti dan Ae. albopictus? 

 

1.3 Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi karakteristik secara 

morfologi dan molekuler Ae. aegypti dan Ae. albopictus berdasarkan DNA 

pengkode ITS2 dan mengetahui hubungan filogenetik Ae. aegypti dan Ae. 

albopictus. 

 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini yaitu analisis karakteristik molekuler 

Ae. aegypti dan Ae. albopictus asal kecamatan Sumbersari berdasarkan DNA 

pengkode ITS2. 
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1.5 Manfaat 

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

karakteristik molekuler Ae. aegypti dan Ae. albopictus berdasarkan DNA 

Pengkode ITS2 sehingga dapat membantu mengoptimalkan dalam menetukan 

strategi pengendalian vektor DBD secara tepat. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Vektor Potensial Dengue 

 Ae. aegypti merupakan vektor primer dan Ae. albopictus merupakan vektor 

sekunder dari virus dengue (WHO, 2014). Adapun klasifikasi dan karakteristik 

dari Ae. aegypti sebagai berikut. 

Filum  : Arthropoda 

Kelas  : Insecta 

Ordo  : Diptera 

Sub Ordo : Nematocera 

Famili  : Culicidae 

Sub Famili : Culicinae 

Genus  : Aedes  

Spesies : Aedes aegypti 

(Christophers, 1960). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Siklus hidup Ae. aegypti (Urdaneta-Marquez and Failloux, 2011) 

 

Siklus hidup Ae. aegypti yaitu meliputi telur, larva, pupa, dan kemudian 

menjadi nyamuk dewasa. Ae. aegypti betina dewasa mampu menghasilkan telur 

sebanyak 100 sampai 200 butir perhari. Telur Ae. aegypti mampu bertahan dalam 
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kondisi kering selama berbulan-bulan dan akan menetas setelah telur terendam air 

(Zettel and Kaufman, 2009). Telur yang telah menetas akan berubah menjadi larva 

atau jentik. Setelah 6-8 hari jentik akan berubah menjadi pupa dan akan menetas 

menjadi nyamuk setelah berumur 1-2 hari. Ae. aegypti bersifat anthropophilik 

yaitu lebih suka hidup disekitar manusia.  Ae. aegypti jantan dapat mencapai umur 

± 1 minggu, sedangkan betina dapat mencapai umur 2-3 bulan (Suyanto dkk., 

2011). Siklus hidup Ae. aegypti dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

Adapun klasifikasi dan karakteristik dari Ae. albopictus sebagai berikut. 

Filum  : Arthropoda 

Kelas  : Insecta 

Ordo  : Diptera 

Famili  : Culicidae 

Sub Famili : Culicinae 

Genus   : Aedes 

Sub Genus : Stegomyia 

Spesies : Aedes albopictus 

(Jupp, 1996).  

Siklus hidup Ae. albopictus secara keseluruhan sama seperti Ae. aegypti. 

Ae. albopictus memiliki telur berwarna hitam dan berukuran lebih besar dari 

ukuran telur Ae. aegypti (Bova et al., 2014). Telur dapat bertahan dalam kondisi 

kekeringan sampai satu tahun (Rios and Maruniak, 2004). Setelah telur menetas, 

akan berubah menjadi larva dengan bentuk kepala bulat silindris, memiliki antena 

pendek dan halus dengan rambut-rambut berbentuk sikat di bagian depan kepala, 

sedangkan pada ruas abdomen VIII terdapat gigi sisir yang khas dan tanpa duri 

pada bagian lateral thorax (Sivanathan, 2006). Setelah itu, larva akan berkembang 

menjadi pupa. Tahap perkembangan terakhir yaitu menjadi nyamuk dewasa. Ae. 

albopictus  dewasa memiliki tubuh berwarna hitam dengan garis putih pada 

dorsal. Kaki Ae albopictus memiliki bercak hitam putih. Ae. albopictus betina 

akan bertelur setelah empat atau lima hari melakukan blood feeding (CDC, 2012). 

 Morfologi Ae. aegypti dan Ae. albopictus secara makroskopis terlihat 

hampir sama, tetapi morfologi keduanya dapat dibedakan melalui bagian 
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skutumnya. Garis putih pada bagian skutum menjadi kunci penting untuk 

membedakan antara spesies Ae. aegypti dan Ae. albopictus (Supartha, 2008). 

Skutum Ae. aegypti terdiri dari dua garis putih sejajar di bagian dorsal tengah 

thorax yang diapit oleh dua garis lengkung berwarna putih. Sedangkan skutum 

Ae. albopictus hanya memiliki satu garis putih di bagian tengah thorax 

(Sivanathan, 2006). Perbedaan skutum antara Ae. aegypti dan Ae. albopictus dapat 

dilihat pada Gambar 2.2. Secara mikroskpis juga dapat dibedakan dari bagian 

mesopimeron pada mesonotumnya dan perbedaannya juga dapat di lihat dari 

bagian anterior kaki (Gambar 2.3). Anterior kaki Ae. aegypti bagian femur kaki 

tengah terdapat strip putih memanjang sedangkan pada Ae. albopictus  tidak 

terdapat strip putih memanjang (Rahayu dan Ustiawan, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Perbedaan skutum Ae. aegypti dan Ae. albopictus (Supartha, 2008) 
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Gambar 2.3 Perbedaan  mesonotum dan kaki Ae. aegypti dan Ae. albopictus (Mesonotum 

Ae. aegypti (A), Ae. albopictus (B), kaki Ae. aegypti (C), Ae. albopictus (D)) 

(Rahayu dan Ustiawan, 2013) 

 

 

2.2 Pengendalian Vektor DBD 

 Virus dengue setiap tahunnya menginfeksi sekitar 50 juta orang diseluruh 

dunia (WHO, 2009). Pada tahun 2015, di Indonesia tercatat terdapat 126.675 

kasus DBD dengan 1.229 orang diantaranya meninggal dunia. Jumlah kasus 

tersebut lebih tinggi dibandingkan tahun 2014 yang mencapai 100.347 kasus 

dengan jumlah penderita meninggal mencapai 907 (Kemenkes, 2016). Tahun 

2016, kasus tertinggi DBD di Indonesia terjadi di Provinsi Bali dengan angka 

kesakitan 519,90 per 100.000 penduduk (Kemenkes RI, 2017). 

DBD menjadi KLB (Kejadian Luar Biasa) pada tahun 2010 di Kabupaten 

Jember (Departemen Kesehatan RI, 2014). Tahun 2016, jumlah kasus DBD di 

Kabupaten Jember mencapai 1.298 kasus dengan jumlah kasus terbanyak terjadi 

di kecamatan Patrang sejumlah 99 kasus dan kecamatan Sumbersari menempati 

A B 

C 

D 
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posisi ketiga dengan jumlah mencapai 56 kasus (Dinkes Kabupaten Jember, 

2017).  

Berbagai upaya telah dilakukan untuk memberantas dan menurunkan 

jumlah populasi vektor DBD. Salah satu kegiatan pemberantasan vektor yang 

dilakukan oleh Kemenkes RI (2010) yaitu PSN (pemberantasan sarang nyamuk) 

yang dilakukan secara berkala dengan pesan inti 3M plus. Selain itu, Kemenkes 

RI juga melakukan upaya pengendalian jentik dengan pembentukan Jumantik 

(Juru Pemantau Jentik) agar diharapkan penularan dan penyebaran penyakit DBD 

dapat dicegah atau dikurangi. Pengendalian vektor secara konvensional seperti 

penggunaan insektisida kimiawi juga kurang efektif, dikarenakan penggunaan 

pestisida kimiawi dapat mencemari lingkungan, membunuh flora atau fauna non 

target dan dapat menimbulkan resisten terhadap vektor (Nurhayati, 2005). 

Menurut Lutz (2000), pengendalian larva dapat dilakukan dengan penggunaan 

senyawa bakteri Bacillus thuringiensis israeliensis (Bti) yang diketahui efektif 

mengendalikan larva. 

 Selain cara konvensional, juga telah dilakukan upaya radiasi untuk 

menghasilkan Ae. aegypti jantan mandul. Radiasi menghasilkan jantan mandul 

yang dikenal dengan istilah TSM (Teknik Serangga Mandul). Prinsip dari TSM 

yaitu membunuh serangga dengan serangga itu sendiri. TSM dilaporkan 

merupakan teknik yang efektif untuk memberantas vektor DBD karena bersifat 

spesies spesifik (Nurhayati dkk., 2010). Vektor DBD sulit untuk diberantas karena 

vektor DBD dapat berkembangbiak baik di dalam rumah seperti bak mandi 

ataupun diluar rumah seperti di lubang pohon, kaleng bekas atau genangan air 

lainnya. Larva nyamuk dapat berkembangbiak dengan volume air yang setara 

dengan satu sendok teh (Supartha, 2008). Selain itu, telur dari vektor DBD dapat 

bertahan dalam kekeringan dan akan menetas apabila telur sudah terendam air 

(Zettel and Kaufman, 2009). 

 

2.3 Diversitas Genetik Aedes  

 Diversitas genetik merupakan variasi genetik pada setiap individu 

termasuk diversitas nukleotida, insersi dan delesi (Qi et al., 2014). Tingkat 
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diversitas genetik pada nyamuk mampu mempengaruhi kemampuannya untuk 

menularkan suatu penyakit. Selain itu, adanya diversitas genetik dapat juga 

mempengaruhi terhadap respon insektisida yang digunakan untuk pemberantasan 

nyamuk. Semakin tinggi tingkat diversitas genetik suatu organisme, semakin 

tinggi pula penyesuaian diri organisme tersebut terhadap lingkungannya. 

(Mulyaningsih, 2004). 

 Diversitas genetik pada vektor memiliki pengaruh terhadap kapasitas 

vektorial yaitu angka yang yang menunjukkan terjadinya transmisi dan memiliki 

pengaruh terhadap kemampuan vektor dalam menularkan penyakit (Munif dkk., 

2004). Di Venezuela terjadi diversitas genetik Ae. aegypti sehingga menyebabkan 

kerentanan terinfeksi virus dengue. Diversitas genetik Ae. aegypti di Venezuela di 

analisis menggunakan Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP). Hal 

tersebut sesuai dengan informasi yang diberikan oleh dinas kesehatan Venezuela, 

DBD telah menjadi endemik di beberapa wilayah di Venezuela (Herrera et al., 

2006). Paduan et al. (2006) menyebutkan bahwa di Brazil Ae. aegypti memiliki 

keragaman genetik antar populasi. Keragaman genetik tersebut sangat signifikan 

dan menunjukkan bahwa populasi Ae. aegypti memiliki perbedaan genetik yang 

tinggi. 

Menurut Mulyaningsih (2004), diversitas genetik Ae. albopictus juga 

terjadi di Indonesia. Analisis diversitas genetik Ae. albopictus dilakukan dengan 

metode Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) menggunakan primer 

tunggal dan sampel diambil dari beberapa populasi nyamuk yang berbeda yang 

berasal dari daerah Padang, Yogyakarta, Banjar dan Timika. Daerah Yogyakarta 

memiliki tingkat diversitas genetik Ae. albopictus tertinggi dibandingkan dengan 

daerah lainnya. Diversitas yang tinggi menunjukkan tingkat keanekaragaman 

genetik yang tinggi pula. (Munif dkk., 2011). Tinggi rendahnya suatu tingkat 

diversitas individu dalam populasi dapat dipengaruhi oleh adanya seleksi alam, 

yaitu oleh faktor ekologi. Selain itu, terdapat beberapa faktor penyebab terjadinya 

variasi genetik yaitu variabel lingkungan dari habitat nyamuk, dan tempat 

perkembangbiakan nyamuk yang akan menentukan distribusi dan persebaran 

nyamuk Ae. albopictus (Adilla-amranudin, 2016). 
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Berdasarkan penelitian Sousa et. al. (2017), daerah yang melakukan 

pemberantasan vektor menggunakan insektisida memiliki diversitas genetik yang 

tinggi. Selain itu, keragaman genetik intraspesifik vektor yang diperkuat oleh 

adanya mutasi baru dan rekombinasi materi genetik menyebabkan spesies maupun 

populasi dari vektor mampu menghadapi perubahan lingkungan. Diversitas 

genetik pada vektor potensial dengue dapat dilakukan dengan analisis 

menggunakan DNA barcoding. DNA barcoding yang dapat digunakan dalam 

analisis diversitas genetik pada vektor potensial dengue yaitu salah satunya ITS2. 

ITS2 diketahui memiliki daerah desain primer universal (Yao et al., 2010) (Chan 

et al., 2014). 

 

2.4 Internal Transcribed Spacer 2  (ITS2) 

 Internal transcribed spacer 2 (ITS2) terletak di dalam DNA ribosomal 

(rDNA) diantara gen ribosomal (rRNA) 5.8S dan 28S yang berfungsi dalam 

regulasi dari transkripsi subunit aktif ribosomal. Klasifikasi taksonomi secara 

cepat dapat menggunakan marka molekuler ITS2 (Feng et al., 2015). Marka 

molekuler ITS2 merupakan fitur penting yang dapat digunakan sebagai marker 

untuk identifikasi spesies serta studi populasi dan filogenetik (Neto et al., 2017). 

ITS2 memiliki peranan penting dalam pematangan pre-ribosomal RNA (pre-

rRNA) sebagai struktur sekunder, yang diperoleh sesaat setelah transkripsi. 

Struktur sekunder ini mengenali motif oleh kompleks enzimatik yang berperan 

dalam proses dari pre-rRNA (Marinho et al., 2013).  

 Daerah ITS2 lebih terkonservasi pada organisme eukariot, dari yeast 

sampai mamalia (Marinho et al., 2011). Analisis menggunakan ITS2 telah 

berhasil dilakukan oleh Yao (2010) yaitu tingkat keberhasilan identifikasi pada 

tanaman di level genus mencapai 97%, sedangkan pada hewan di level spesies 

mencapai 91,1%. Struktur ITS2 yang terkonservasi dapat memberikan manfaat 

sebagai informasi biologis untuk alignment. Selain itu, ITS2 juga dapat digunakan 

untuk mengetahui karakteristik morfologi molekular sebagai proses identifikasi 

spesies. ITS2 yang terletak di dalam ribosomal DNA digunakan sebagai penanda 

atau marker dari taksonomi nyamuk. Spesies yang memiliki kekerabatan dekat 
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dapat dibedakan menggunakan marka molekuler ITS2. Pada genus Aedes, ITS2 

menunjukkan ukuran yang relatif lebih kecil yaitu berkisar dari 196-373 pb 

dibandingkan dengan genus Anopheles yang berkisar 374-572 pb. Wilayah ITS2 

pada Aedes lebih terkonservasi dibandingkan pada Anopheles (Banerjee et al., 

2007). Berikut ini gambar peta wilayah gen pengkode ITS 2. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Peta wilayah gen pengkode ITS2 (Marinho et al., 2013). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Januari 2018 sampai Mei 2018 di 

Laboratorium Bioteknologi dan Laboratorium Zoologi 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 aspirator, mikroskop 

stereo, kandang nyamuk, tray, kertas pupasi, kapas, pipet plastik, gelas plastik, 

gelas beaker, gelas ukur, microtube, freezer, oven, sentrifuge, mikropipet, 

mikrotip, vortex, vacuum dry, hot plate, mesin elektroforesis, UV Iluminator dan 

mesin PCR. 

 

3.2.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang digunakan yaitu sukrosa 10%, tikus wistar, 

homogenezing buffer, SDS 20%, NaCl 6M, Buffer TAE 1x, EtBr, 1% dan 1,5% 

gel agarose, isopropanol, etanol 70%, proteinase K, trisbase, asam asetat glasial, 

EDTA 0,5M,  loading dye, primer ITS2 (SIGMA, Jerman),  DNA template, 

ddH2O steril, 2x PCR Master Mix (Intron, Korea), Marker DNA 1kpb dan 3000pb 

(GeneOn, Jerman), membrane binding solution, wash solution, nuclease free 

water, dan aquades steril. 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

 Nyamuk yang digunakan dalam penelitian ini yaitu nyamuk Ae. aegypti 

dan Ae. albopictus hasil koleksi dari kecamatan Sumbersari Kabupaten Jember. 

 

3.3.1 Landing Collection 

Landing collection dilakukan untuk mengumpulkan larva Ae.  aegypti dan 

Ae. albopictus dari Kecamatan Sumbersari, Kabupaten Jember untuk selanjutnya 
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dilakukan rearing. Landing collection larva Ae. aegypti dilakukan dengan mencari 

larva di kontainer air dekat dengan pemukiman penduduk, sedangkan Ae. 

albopictus dilakukan dengan mencari larva diluar rumah seperti di lubang pohon, 

kaleng bekas, atau penampungan air lainnya. Hal tersebut dikarenakan Ae. 

albopictus lebih menyukai tempat di luar rumah (Supartha, 2008).  Larva diambil 

dengan menggunakan pipet dan dikumpulkan di wadah plastik. Kemudian larva 

yang telah terkumpul diletakkan di dalam tray dikandang. 

 

3.3.2 Rearing Nyamuk Isofemale 

 Rearing Ae. aegypti dan Ae. albopictus isofemale dilakukan di Animal 

Care Unit Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Jember. Ae. 

aegypti dan Ae. albopictus isofemale diperoleh dari masing-masing lima ekor 

nyamuk betina gravid yaitu nyamuk betina yang telah siap untuk bertelur baik Ae. 

aegypti maupun Ae. albopictus asal kecamatan Sumbersari, kemudian diletakkan 

didalam kandang yang terpisah sehingga diperoleh keturunan isofemale. andang 

nyamuk diperlukan untuk rearing Ae. aegypti dan Ae. albopictus isofemale 

sebagai tempat nyamuk dewasa baik jantan maupun betina serta digunakan tikus 

Wistar untuk blood feeding nyamuk betina dan larutan sukrosa 10% untuk 

nyamuk jantan. Nyamuk betina melakukan blood feeding untuk memperoleh 

nutrisi, sedangkan larutan sukrosa 10% digunakan sebagai sumber nutrisi nyamuk 

jantan.  

Nyamuk direaring mulai tahap larva sampai menjadi nyamuk dewasa. 

Larva Ae. aegypti dan Ae. albopictus diperoleh dari hasil landing collection dari 

tempat penampungan air, bak kamar mandi, dan tangki penampungan air. Larva 

yang telah didapat diletakkan dalam tray yang telah berisi air sebanyak ¾ volume 

dari tray. Larva kemudian diberi makan pelet ikan sebagai sumber nutrisinya. 

Larva yang telah berubah menjadi pupa kemudian dipindahkan ke gelas plastik 

dan diletakkan di dalam kandang nyamuk supaya ketika berubah menjadi nyamuk 

dewasa dapat memperoleh nutrisi. Nyamuk dewasa meletakkan telur di kertas 

pupasi yang telah disediakan pada wadah plastik yang berisi air di dalam kandang, 

karena nyamuk akan meletakkan telurnya tepat dibatas garis air. Kertas pupasi 
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yang dipenuhi telur kemudian dipindah ke tray baru dan telur menetas selama 1-2 

hari. Larva yang baru muncul kemudian di rearing hingga menjadi nyamuk 

dewasa.   

3.3.3 Identifikasi Morfologi Vektor Potensial Dengue 

 Identifikasi vektor potensial dengue dilakukan berdasarkan karakteristik 

morfologi nyamuk dewasa Ae. aegypti dan Ae. albopictus. Bagian yang diamati 

meliputi proboscis, thorax, dan antena dari Ae. aegypti dan Ae. albopictus. 

Identifikasi dilakukan menggunakan mikroskop stereo dan optilab. Kemudian 

kedua sampel nyamuk tersebut dilihat perbedaan morfologinya. Identifikasi 

morfologi menggunakan jurnal yang berjudul Morphology and Morphometry of 

Aedes aegypti Adult Mosquito (Andrew and Bar, 2013), Identifikasi Aedes 

aegypti dan Aedes albopictus (Rahayu dan Ustiawan, 2013), dan The Subgenus 

Stegomyia of Aedes in Southeast Asia I. The Scutellaris Group of Species (Huang, 

1972). 

 

3.3.4 Identifikasi Molekuler Vektor Potensial Dengue 

a. Isolasi DNA Genom 

 Isolasi DNA genom Ae. aegypti, dan Ae. albopictus. menggunakan metode 

salt-extraction. Prinsip dari metode ini yaitu menghomogenkan jaringan larva Ae. 

aegypti, dan Ae. albopictus dengan menggunakan buffer ekstraksi dan disentrifus 

hingga mendapatkan DNA genom Ae. aegypti dan  Ae. albopictus (Aljanabi dan 

Martinez, 1997). 

 Sebanyak tujuh ekor larva Ae. aegypti dan Ae. albopictus diekstraksi 

dengan 400 µl homogenizing buffer (10mM Tris-Cl, 2mM EDTA, 0,4M NaCl pH 

8,0) dan kemudian digerus menggunakan mikropistil. Setelah itu ditambahkan 40 

µl SDS 20% dan 8 µl proteinase K. Setelah itu, sampel diinkubasi pada suhu 65ºC 

selama 1 jam atau overnight. Kemudian ditambahkan 300 µl NaCl 6M. Kemudian 

sampel di vortex selama 30 detik. Lalu, sampel disentrifus pada kecepatan 10.000 

rpm selama 30 menit pada suhu 4ºC. Setelah disentrifus, diambil supernatan dari 

sampel dan dipindah ke microtube yang baru. Setelah itu, ditambahkan 

isopropanol equal volume dan dicampur. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu  
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-20 ºC selama 1 jam. Setelah diinkubasi sampel disentrifus selama 20 menit, 4 ºC, 

10.000 rpm. Setelah disentrifus kemudian diambil pelletnya dan ditambahkan 

70% etanol, kemudian dikeringkan menggunakan vacuum dry dan direhidrasi 

dengan 50 µl ddH2O. Setelah itu sampel DNA dapat dianalisis dengan metode 

elektroforesis DNA atau dapat juga disimpan pada suhu -20 ºC. 

 

b. Elektroforesis DNA 

 Proses elektroforesis dilakukan untuk melihat DNA genom yaitu dengan 

menggunakan 5 µl sampel DNA dan ditambahkan 1 µl loading dye. Setelah itu, 

diresuspensi dan dimasukkan kedalam sumuran gel agarose yang telah 

mengandung EtBr. Marker yang digunakan yaitu DNA ladder 1kb. Running buffer 

yang digunakan yaitu TAE 1x (Tris-base, Asam Asetat Glasial dan dan EDTA 

0,5M) elektroforesis dilakukan selama 30 menit pada tegangan 100V. Visualisasi 

DNA genom dilakukan dengan menggunakan UV-Illuminator untuk melihat ada 

tidaknya pita DNA genom.  

 

c. Amplifikasi DNA Pengkode ITS 2 

 Amplifikasi DNA ITS2 menggunakan primer 5.8F (5’-TGT GAA CTG 

CAG GAC ACA TG-3’) dan 28R (5’-ATG CTT AAA TTT AGG GGG TA-3’), 

2x PCR master mix solution [i-taq], ddH2O steril dan DNA template. Setelah itu 

sampel dipanaskan pada suhu 94  ºC selama 5 menit sebelum 35 siklus amplifikasi 

pada suhu 94 ºC selama 1 menit, kemudian proses annealing pada suhu 55 ºC 

selama 30 detik dan 72 ºC selama 30 detik dan dilanjutkan final extension selama 

5 menit pada suhu 72 ºC. Selanjutnya produk PCR sebanyak 5 µl di running pada 

1,5% gel agarose yang telah ditambahkan EtBr (Etidium Bromide). Marker 

menggunakan DNA ladder 3000 pb. Proses elektroforesis menggunakan buffer 

TAE 1x sebagai running buffer yang dilakukan pada 100 V selama 45 menit. 

Proses terakhir yaitu visualisasi menggunakan UV-Illuminator. 
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d. Purifikasi DNA 

 Purifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan produk hasil PCR pada 

1,5% gel agarose yang dimurnikan dengan mengikuti prosedur PCR clean-up 

system promega. Purifikasi dilakukan dengan cara memotong gel agarose yang 

mengandung pita DNA. Gel agarose dipotong dan ditimbang, setelah itu 

dimasukkan ke dalam microtube 1,5 ml dan ditambahkan membrane binding 

buffer. Kemudian sampel diinkubasi pada suhu 55 ºC sampai gel larut dan 

selanjutnya divotex. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam minicolumn yang 

sebelumnya telah ditempatkan pada collection tube. Sampel kemudian diinkubasi 

pada suhu ruang selama satu menit. Sampel selanjutnya disentrifus pada 

kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit sehingga cairan pada minicolumn berpindah 

ke collection tube, yang nantinya dibuang, dan minicoulumn diletakkan kembali 

pada collection tube. Wash solution sebanyak 700 µl ditambahkan pada sampel 

dan disentrifus pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit untuk mencuci sampel. 

Setelah itu larutan yang berada di collection tube dibuang dan ditambahkan 

kembali 500 µl wash solution kedalam sampel dan dilakukan sentrifugasi pada 

kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit. Larutan yang berada di collection tube 

dibuang dan dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. 

Selanjutnya pindahkan minicolumn ke dalam tabung microtube steril 1,5 ml. 

Sampel DNA selanjutnya ditambah dengan 50 µl nuclease free water dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit. DNA murni didapatkan dengan 

sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. 

 

e. Sekuensing dan Analisis Sekuen DNA Pengkode ITS 2 

 Sekuensing dilakukan melalui jasa 1
st 

BASE (Singapore). Setelah itu, 

tahapan selanjutnya yaitu data sekuen yang diperoleh dilakukan editing dan 

analisis menggunakan aplikasi BioEdit. Alignment sekuen DNA pengkode ITS2 

yang telah diketahui dari masing-masing sampel maka sekuennya dibandingkan 

dengan database gen pengkode ITS2 di gene bank menggunakan BLAST online 

yang dapat diakses melalui NCBI. Selanjutnya analisis dilakukan dengan 

menggunakan aplikasi Mega6 yang akan menghasilkan konstruksi pohon filogeni. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Identifikasi morfologi Ae. aegypti Sumbersari dan Ae. albopictus 

Sumbersari menunjukkan perbedaan, pada Ae. aegypti pada bagian thorax 

terdapat garis seperti lyre dengan dua garis lengkung yang mengapit dorsal, 

sedangkan pada Ae. albopictus pada bagian thorax memiliki satu garis putih lurus. 

Identifikasi secara molekuler berdasarkan DNA pengkode ITS2, panjang basa 

nukleotida pada Ae. aegypti  sekitar 331 pb dan memiliki kemiripan 100% dengan  

Ae. aegypti isolate (KY382418.1). Ae. albopictus Sumbersari memiliki panjang 

basa nukleotida sekitar 550 pb dan 400 pb. Ae. albopictus dengan panjang basa 

nukleotida 550 pb memiliki kemiripan 94% dengan  Ae. albopictus isolate 

Varazze (JX679395.1). Pohon filogenik terhadap kedua spesies menunjukkan 

kedua spesies tersebut berada pada cabang yang berbeda.  

 

5.2 Saran 

 Penelitian selanjutnya analisis hubungan filogenetik perlu dilakukan 

dengan menggunakan software lain untuk dibandingkan dengan hasil rekonstruksi 

pohon filogeni dengan software Mega. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Komposisi Bahan 

No Nama Larutan Bahan Komposisi Ket. 

1. Homogenezing Buffer 

(50 ml) 

Tris-Cl 1 M 

EDTA 0,5 M 

NaCl 0,4 M 

Aquadest steril 

0,5 ml 

0,2 ml 

1,16 gr 

±48 ml 

 

2. SDS 20% (10 ml) SDS 

Aquadest steril 

2 gr 

10 ml 

 

3. NaCl 6M (25 ml) NaCl 

Aquadest steril 

8,766 gr 

25 ml 

 

4. EDTA 0,5 M (50 ml) Na2.EDTA 

NaOH 

Aquadest steril 

9,305 gr 

1 gr 

50 ml 

pH 8 

5. TAE 10X (250 ml) Tris-Base 

Asam asetat Glasial 

EDTA 0,5M 

Aquadest steril 

12,1 gr 

2,855 ml 

5 ml 

±257 ml 

pH 8 

7. Agarose 1% (50 ml) Agarose 

TAE 1x 

0,5 gr 

50 ml 

 

8. Agarose 1,5% (50 ml) Agarose 

TAE 1x 

0,75 gr 

50 ml 

 

9. Loading Dye 6X Gliserol 

Xylenecyanol 

Bromfenol Blue 

40% 

0,01 gr 

0,01 gr 

 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


37 

 

 

 

Lampiran B. Sekuen Hasil Amplifikasi DNA Pengkode ITS2 Ae. aegypti dan 

Ae. albopictus Sumbersari 

 

B1. Ae. aegypti Sumbersari (331 pb) 

GCAGGACACATGAACACCGACACGTTGAACGCATATTGCACATCGTAC

TACCAGTACGATGTACACATTTTTGAGTGCCTATATTTATCCATTCAAC

TATACGCGCCGCCCGCGGCGCGTATGCGTAGTGATGTTTTCCCGCCTTC

AGTGCGCGGTAAAACATTGAAGATAGTCAGACGTGGTGTGGTGACAC

ACCGCGGTTGATGAATACATCCCACTATGGCGCGCTCGCTCGCCTTGT

GTTGTATTCCATCATTCACTAACTAACTAGCTAACTCTCTATAGTAGGC

CTCAAATAATGTGTGACTACCCCCTAAATTTAA 

 

B2. Ae. albopictus Sumbersari (550 pb) 

GCACATCGTACCTCCAGTACGATGTACACATTTTTGAGTGCCTATATTT

ATACATTCAACTATACGTGTGCCTCCCTCTCGGGGGTGTGCGCGCACG

TATGCATAGTGATGTTTTCCCGCCTTCGGTGCGCGGTAAAACATTCAA

GATAGTCAGACGCGACGGTGGCCGGCGTGCCAGTCGTCGTCGTGGTTG

ATGAGTACATCCCAAACCGAGTCTCAGTGGCAGTGAGCTAGTACCCCC

GTGTGTGAGTTGTGCGGTGCGGTGTCGTGGAATTAGGCGGTGCGGGGG

AGCACACCCGCGGCGGGGCGGGGCTTTTTTCTCCACACCCAAAACACC

CGCAACGACGACCCACCCCCGGCGGGGGGGAAAAGTCACCTGAACTA

TCAGTGTGCTCCATCACATCAGCCCAGCATAGTAGCAAGTATGAAAAA

TCA 
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