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RINGKASAN 

 

Penggunaan Marker DNA Barcoding ITS2 dan COI Untuk Analisis 

Polimorfisme Genetik Nyamuk Anopheles Asal Desa Bangsring Banyuwangi ; 

Dewi Masrurroh, 1618104010104; 2018: 53 halaman; Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

Banyuwangi merupakan salah satu daerah endemik malaria di Jawa Timur. 

Pada tahun 2011 terdapat 173 kasus malaria di Banyuwangi. Dari jumlah tersebut, 

90 kasus diantaranya merupakan kasus indigeneous (setempat) di Desa Bangsring 

Kecamatan Wongsorejo. Oleh karena itu, Dinas Kesehatan Provinsi menyatakan 

Banyuwangi termasuk dalam kejadian luar biasa (KLB) malaria. Saat ini kasus 

malaria sudah tidak ditemukan lagi di daerah tersebut tetapi jumlah vektor malaria 

masih banyak ditemukan. Berdasarkan penelitian sebelumnya, vektor yang 

ditemukan di Desa Bangsring yaitu An. annularis, An. sundaicus, An. indefinitus, 

An. subpictus, An. vagus, dan An. barbirostris. Identifikasi vektor dan siblingnya 

merupakan salah satu dasar yang penting untuk pengendalian vektor malaria. 

Sampai saat ini belum ada penelitian lebih lanjut mengenai vektor malaria di 

daerah tersebut. Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan analisis 

polimorfisme genetik nyamuk Anopheles asal Desa Bangsring dengan 

menggunakan DNA barcoding Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) dan 

Cytochrome c Oxidase subunit I (COI).  

Penelitian ini dilakukan dengan mengamplifikasi sekuen ITS2 dan COI 

dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Sekuen yang 

didapatkan dibandingkan dengan sekuen DNA pengkode ITS2 dan COI yang ada 

di GenBank sequence database dengan menggunakan program (Basic Local 

Alignment Search Tool) BLAST online software dan BOLD system khusus untuk 

sekuen COI.  

Hasil dari penelitian ini yaitu berdasarkan identifikasi dengan menggunakan 

karakter morfologinya didapatkan 3 spesies nyamuk yaitu An. vagus, An. 

viii 
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xx 
 

indefinitus, dan An. subpictus. Identifikasi berdasarkan sekuen ITS2 dari spesies 

An. vagus dan An. indefinitus menunjukkan bahwa kedua spesies tersebut 

memiliki kemiripan dengan An. vagus (Accession number FJ654649.1) dengan 

presentase kemiripan 99%. An. vagus (FJ654649.1) merupakan nyamuk yang 

dikoleksi dari Halmahera, Maluku Utara. Hasil analisis sekuen ITS2 spesies An. 

subpictus menunjukkan bahwa spesies tersebut memiliki kemiripan dengan 

spesies An. subpictus (GQ870328.1) dengan presentase kemiripan 99%. An. 

subpictus (GQ870328.1) merupakan Anopheles yang dikoleksi dari Kepulauan 

Flores. Hasil rekonstruksi pohon filogeni berdasarkan sekuen ITS2 dari ketiga 

spesies tersebut dengan sekuen yang ada di GenBank menunjukkan bahwa An. 

vagus, An. indefinitus dan An. vagus (FJ654649.1) terletak dalam satu cabang. 

Sedangkan An. subpictus yang diteliti dengan An. subpictus (GQ870328.1) 

membentuk cabang tersendiri. Dari penelitian ini menunjukkan bahwa identifikasi 

secara morfologi saja tidak cukup sebagai dasar untuk identifikasi suatu spesies 

dengan akurat tetapi perlu dilakukan identifikasi berdasarkan karakter molekuler. 

Polimorfisme genetik intra-spesies pada sekuen ITS2 An. vagus lebih tinggi 

daripada sekuen COI. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Anopheles merupakan vektor parasit protozoa dari genus Plasmodium 

yang menyebabkan  penyakit malaria. Genus Anopheles terdiri dari sektar 400 

spesies, 30-40 spesies merupakan vektor malaria (Norris & Norris, 2016). Di 

Indonesia, khususnya Pulau Jawa terdapat 3 spesies vektor primer malaria yaitu 

Anopheles (An.) aconitus, An. maculatus, An. sundaicus  (Stoops et al., 2009). 

Salah satu daerah yang menjadi daerah endemik di Pulau Jawa yaitu Banyuwangi, 

Jawa Timur (Dinas Kesehatan Provinsi Jawa Timur, 2013). 

Berdasarkan data dari Dinas Kesehatan Kabupaten Banyuwangi, 

penyebaran malaria di daerah setempat (indigeneous) dimulai pada tahun 2011 

dengan jumlah kasus malaria sebanyak 173 kasus. Dari jumlah tersebut, 90 kasus 

diantaranya merupakan kasus indigeneous di Desa Bangsring Kecamatan 

Wongsorejo. Oleh karena itu, Dinas Kesehatan Provinsi menyatakan Banyuwangi 

termasuk dalam kejadian luar biasa (KLB) malaria. Berbagai upaya dilakukan 

pemerintah  dalam mengatasi KLB diantaranya yaitu pemberantasan sarang 

nyamuk dengan melakukan pembersihan lagun yang merupakan tempat 

perindukan nyamuk (Dinas Kesehatan Kabupaten Banyuwangi, 2015). Sejak 

tahun 2012 kejadian malaria sudah menurun. Penurunan kasus malaria terjadi 

seiring dengan menurunnya jumlah An. sundaicus sebagai vektor primer yang 

ditemukan di desa tersebut. Berdasarkan penelitian terdahulu di Desa Bangsring 

ditemukan An. annularis, An. sundaicus, An. indefinitus, An. subpictus, An. vagus, 

dan An. barbirostris (Nuryady et al., 2017).  

Beberapa nyamuk Anopheles termasuk dalam species complex yang mana 

sulit untuk dibedakan dengan hanya menggunakan karakter morfologi. Species 

complex ini dapat terdiri spesies vektor dan non vektor malaria (Marrelli et al., 

2006). Contohnya seperti An. funestus dan An. parensis yang termasuk dalam An. 

funestus complex. An. funestus merupakan salah satu vektor primer di Sub-

Saharan Afrika. Sedangkan An. parensis belum pernah diketahui positif sebagai 
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vektor malaria (Spillings et al., 2009). Identifikasi vektor dan siblingnya, bersama 

dengan informasi pemetaan persebarannya secara geografik merupakan dasar 

yang penting untuk pengendalian vektor malaria (Marrelli et al., 2006). 

Identifikasi berdasarkan karakter morfologi yang disertai dengan 

identifikasi molekuler menjadikan hasil identifikasi spesies lebih akurat (López-

rubio et al., 2016). Molekuler marker yang sering digunakan dalam taksonomi 

nyamuk yaitu internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) (Marrelli et al., 2006) dari 

DNA nuklear dan Cytochrome c Oxidase subunit I (COI) dari DNA mitokondria 

(Lv et al., 2014;).  

Sekuen ITS2 dapat digunakan sebagai marker untuk membedakan antar 

spesies yang relatif dekat (Marrelli et al., 2006; Kronefeld et al., 2012). Marker 

ITS2 telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi nyamuk Anopheles, 

diantaranya yaitu nyamuk Anopheles yang terdapat di daerah Jayapura, India, dan 

Sri Lanka (Laurent et al., 2016; Kumar et al., 2013; Surendran et al., 2010). 

Sekuen COI dikenal sebagai DNA barcoding yang dapat digunakan untuk 

identifikasi spesies yang belum diketahui spesiesnya (Smith, 2016). Salah satu 

penelitian penggunaan marker COI yaitu untuk mengidentifikasi nyamuk 

Anopheles di daerah endemik dari 70 lokasi yang berbeda di daerah perairan 

Pasifik Selatan dan bagian Barat Kolombia (Ahumada et al., 2016).  

Meskipun kasus malaria di Desa Bangsring telah menurun, jumlah vektor 

malaria yang ditemukan masih tinggi. Oleh karena itu pada penelitian ini 

dilakukan analisis polimorfisme genetik nyamuk Anopheles asal Desa Bangsring 

dengan menggunakan DNA barcoding ITS2 dan COI. Sehingga harapannya 

informasi yang didapatkan berguna dalam studi pengendalian vektor malaria. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Nyamuk Anopheles merupakan vektor protozoa parasit penyebab 

penyakit malaria dari genus Plasmodium. Informasi mengenai diversitas genetik 

Anopheles berperan penting dalam pengendalian vektor Anopheles. Oleh karena 

itu pada penelitian ini dilakukan analisis diversitas genetik nyamuk Anopheles 

2 
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dari Desa Bangsring dengan menggunakan marker DNA pengkode ITS2 dan 

ITS2.  

 

1.3 Batasan Masalah 

Analisis diversitas genetik nyamuk Anopheles dilakukan pada nyamuk 

yang dikoleksi dari Desa Bangsring Kecamatan Wongsorejo Banyuwangi. 

Analisis dilakukan terhadap 3 jenis spesies yang paling banyak ditemukan. 

 

1.4 Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui diversitas genetik nyamuk 

Anopheles yang terdapat di Desa Bangsring Banyuwangi berdasarkan sekuen 

DNA pengkode ITS2 dan COI. 

 

1.5 Manfaat 

Hasil dari penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi baru 

yang berguna dalam pengendalian malaria berbasis vektor.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1   Distribusi Nyamuk  Anopheles di Indonesia  

 Anopheles merupakan vektor parasit protozoa dari genus Plasmodium 

yang menyebabkan penyakit malaria. Jenis Plasmodium yang dapat menyebabkan 

malaria pada manusia yaitu Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, dan P. 

Ovale (Koekemoer et al., 2002). Di Indonesia terdapat 29 spesies Anopheles. 20 

spesies diantaranya telah terkonfirmasi sebagai vektor primer dan vektor sekunder 

malaria. 9 spesies yang lain negatif Plasmodium, tetapi 4 diantaranya yaitu An. 

annularis, An. hyrcanus, An. indefinitus dan An. umbrosus diduga menjadi vektor 

malaria di Indonesia. 20 spesies vektor tersebut tersebar di seluruh kepulauan di 

Indonesia. Pulau yang memiliki jumlah spesies Anopheles tertinggi yaitu Pulau 

Jawa dan Sulawesi, sebanyak 8 spesies. Jenis Anopheles yang ada di Pulau Jawa 

yaitu An. aconitus, An. balabacencis, An. falvirostris, An. kochi, An. maculatus, 

An. subpictus s.1, An. sundaicus, dan An. vagus (Gambar 2.1) (Elyazar et al., 

2013).  

 

 

 
Gambar 2.1 Distribusi Anopheles di Indonesia (sumber: Elyazar et al., 2013) 
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Salah satu daerah endemik malaria di Pulau Jawa yaitu Desa Bangsring 

Kecamatan Wongsorejo Kabupaten Banyuwangi. Berdasarkan penelitian 

terdahulu, vektor Anopheles yang ditemukan di Desa Bangsring yaitu An. 

sundaicus, An. indefinitus, An. subpictus, An. vagus, dan An. barbirostris. 

(Nuryady et al., 2017).  

An. sundaicus merupakan species complex yang termasuk dalam 

kelompok Pyretophorus subgenus Cellia.  An. sundaicus complex ditemukan 5 

cytotype  (bentuk) yaitu A, B, C, D dan E.  An. sundaicus A, B, dan C pertama 

kali ditemukan oleh Sukowati et al., (1999), Anopheles tersebut dibedakan 

berdasarkan analisis sitogenetika dan enzimatik. Ketiga Anopheles tersebut 

dikoleksi dari tempat yang berbeda. An. sundaicus A dikoleksi dari daerah 

perairan di Sumatra dan Jawa, An. sundaicus B dikoleksi dari habitat air tawar di 

Tapanuli Selatan dan habitat air payau di Purworejo, Jawa Tengah. An. sundaicus 

C dikoleksi dari daerah pantai Asahan, Sumatera. Berdasarkan analisis dengan 

menggunakan DNA mitokondria, tidak ada perbedaan genetik dari An. sundaicus 

yang diakoleksi dari habitat air tawar dan payau. Ketiganya merupakan spesies 

yang sama. Perbedaan ekologi habitat nyamuk tersebut disebabkan karena hasil 

dari adaptasi (Dusfour et al., 2004). An. sundaicus D dikoleksi dari Pulau 

Nicobar, Samudera India. Kemudian ditemukan An. sundaicus E yang dikoleksi 

dari Sumatera dan Jawa. Berdasarkan analisis DNA mitokondrianya, spesies ini 

memiliki perbedaan genetik dengan An. sundaicus A, B, dan C. Sehingga dapat 

disimpulkan bahwa An. sundaicus E merupakan sibling species baru (Dusfour et 

al., 2007). 

An. indefinitus merupakan nyamuk yang hidup di habitat dekat dengan 

ladang padi berbukit bukit di Jawa. Seperti yang telah disebutkan sebelumnya 

bahwa spesies ini masih diduga sebagai vektor malaria tetapi belum ada 

konfirmasi atau penelitian yang menunjukkan adanya Plasmodium pada An. 

indefinitus (Ndoen et al., 2012). 

An. vagus merupakan vektor malaria yang termasuk dalam kelompok 

Pyretophorus. Spesies ini termasuk dalam salah satu vektor malaria penting. Hal 

ini karena An. vagus tersebar di seluruh kepulauan utama di Indonesia kecuali 
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Papua (46%; 311 tempat) dan memiliki rentang habitat yang luas yaitu mulai dari 

daerah pantai hingga ladang berbukit bukit. An. vagus juga tersebar luas di 

wilayah Asia lain sehingga memungkinkan adanya species complex. An. vagus 

telah dikonfirmasi sebagai vektor malaria di Purworejo, Jawa Tengah dan Kupang 

(Elyazar et al., 2013). 

An. subpictus s.l. termasuk dalam kelompok Pyretophorus, sub-genus 

Cellia. Spesies ini tersebar dari Sumatera hingga Papua. Berdasarkan penelitian 

mengenai An. subpictus yang dilakukan di India, An. subpictus termasuk species 

complex yang terdiri dari 4 sibling species, yaitu A, B, C, dan D. Spesies A, B, 

dan D ditemukan di habitat air tawar, sedangkan spesies C ditemukan di habitat 

air payau. An. subpictus diketahui sebagai vektor malaria pertama kali pada tahun 

1920, dengan ditemukannya sporozoit pada 164 An. subpictus yang dikoleksi 

(Chatterjee & Chandra, 2000) 

An. barbirostris termasuk dalam kelompok Barbirostris, sub-genus 

Anopheles. Spesies ini juga merupakan species complex yang terdiri dari 3 sampai 

5 sibling species. An. barbirostris pertama kali dilaporkan sebagai vektor malaria 

pada tahun 1939 oleh Machsoes yang menguji 1.041 nyamuk di Sulawesi Selatan. 

Hasil penelitian ini menujukkan bahwa 30 individu nyamuk mengandung 

sporozoit. Selain itu, An. barbirostris juga menjadi vektor filariasis di Sulawesi 

(Elyazar et al., 2013). 

 

2.2 DNA Barcoding 

DNA barcoding merupakan metode molekuler yang digunakan untuk  

identifikasi spesies berdasarkan urutan basa nukleotida pada sekuen DNA. 

Metode ini didasarkan pada konsep bahwa setiap spesies mempunyai identitas 

genetik yang unik (Chan et al., 2014). Istilah DNA barcoding diperkenalkan 

pertama kali oleh Paul D.N. Hebert pada tahun 2003. DNA barcodes yang 

digunakan merupakan sekuen pendek DNA dengan panjang berkisar antara 400 

hingga 800 bp (base pair). Tujuan utama dari penggunaan DNA barcoding yaitu 

untuk mengidentifikasi spesimen baru hingga tingkat spesies dan meningkatkan 

penemuan spesies baru melalui identifikasi khususnya pada sibling species, 
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mikroskopik atau organisme yang mempunyai morfologi kompleks sehingga sulit 

untuk diidentifikasi. Herbert et al. (2003) menyatakan bahwa sistem DNA 

barcoding pada hewan dapat didasarkan pada diversitas sekuen COI. Diversitas 

sekuen asam amino yang dikode oleh gen mitokondria ini dapat dipercaya sebagai 

dasar identifikasi spesies hingga tingkat taksa yang lebih tinggi (dari filum hingga 

ordo). Mereka juga menemukan bahwa diversitas sekuen nukleotida pada daerah 

gen yang sama dapat membedakan sepesies yang berkerabat dari Lepidoptera 

(Hebert et al., 2003). Selain sekuen DNA COI,  internal transcribed spacer 2 

(ITS2) juga sering digunakan sebagai molekuler marker untuk identifikasi suatu 

spesies (D.K. et al., 2012; Ahumada et al., 2016) 

 

2.2.1 Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)  

  ITS2 merupakan bagian dari rDNA nuklear. Sekuen ini merupakan sekuen 

non coding DNA yang terletak antara subunit 5,8S dan subunit 28S. DNA ribosom 

terdiri dari sekuen External Transcribed spacer (ETS), subunit 18S, ITS1, subunit 

5,8, ITS2 dan 28S (Gambar 2.2).  

Sekuen ITS2 memiliki variabilitas interspesific dan homogenitas 

intraspesific yang tinggi sehingga dapat digunakan sebagai marker identifikasi 

spesies yang berkerabat dekat (Wilkerson & Reinert, 2004). ITS2 telah digunakan 

 

Gambar 2.2 letak sekuen ITS2 pada DNA ribosomal (sumber: Coleman, 2003 ) 

 

sebagai marker molekuler selama 2 dekade sehingga sekuen ITS2 berbagai 

organisme dari hasil penelitian di seluruh dunia tersedia di GenBank database 

(Merget et al., 2012; Han et al., 2013). Alasan lain marker ini sering digunakan 

yaitu sekuennya pendek, mudah diamplifikasi karena jumlah salinan dari klaster 

gen tinggi, selain itu sekuen ITS2 memiliki daerah konservatif sehingga dapat 

digunakan untuk rekonstruksi filogenetik (Wang et al., 2015;Yu et al., 2017). 
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2.2.2 Cytochrome oxidase subunit I (COI) 

 Cytochrome c oxidase merupakan enzim respiratory yeng terlibat dalam 

proses transport elektron. Protein ini dibentuk oleh 13 subunit. Cytochrome c 

oxidase subunit I, II, dan III dikode oleh DNA mitokondria. Subunit lainnya 

dikode oleh DNA nuklear yang kemudian akan dikirim ke mitokondria melalui 

sitosol (David et al., 2012). DNA mitokondria memiliki beberapa perbedaan 

dengan DNA nuklear yaitu: 1) memiliki kecepatan evolusi 5-10 kali lebih cepat 

daripada DNA nuklear; 2) DNA mitokondria merupakan haplotype (gen  yang 

berasal dari parental yang sama) sehingga tidak ada tahapan kloning sebelum 

sekuensing. Sedangkan DNA nuklear membutuhkan tahapan kloning terlebih 

dahulu sebelum sekuensing; 3) DNA mitokondria mempunyai banyak salinan 

sehingga lebih mudah untuk diamplifikasi (Fang et al., 2017). 

 Penggunaan DNA mitokondria COI sebagai marker molekuler untuk 

mengidentifikasi suatu organiame semakin meningkat sejak diperkenalkan 

sebagai DNA Barcoding oleh Herbert et al.,(2003). Pada tahun 2014, lebih dari 

1.000 DNA mitokondria yang dimasukkan dalam GenBank database. Jumlah ini 

meningkat dua kali lebih banyak daripada tahun 2012 (Gambar 2.3). Sekuen COI 

tidak hanya digunakan sebagai marker untuk identifikasi matazoans tetapi juga 

digunakan untuk identifikasi fungi, dan tanaman. Analisis DNA nuklear yang 

disertai dengan analisis DNA mitokondria dapat mengarahkan terhadap 

pemahaman yang mendalam tentang hubungan antara cytonuclear dengan ko-

evolusi (Smith, 2016). 
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Gambar 2.3 Komplit sekuen DNA mitokondria yang ada di GenBank dari tahun 

2003 sampai tahun 2014 (sumber : Smith, 2016). 

 

2.3  Diversitas Genetik Anopheles 

 Diversitas genetik (polimorfisme genetik) merupakan variasi dalam 

sekuen DNA antara individu yang berbeda atau kromosom pada tingkat spesies 

atau populasi. Diversitas genetik penting bagi spesies untuk bertahan hidup, 

melanjutkan evolusi bagi spesies baru dan adaptasi terhadap perubahan 

lingkungan (Ellegren & Galtier, 2016) 

Dari data allozyme telah diketahui bahwa diversitas genetik diantara 

spesies sangat berbeda dan penelitian ini telah dikonfirmasi dengan data sekuen 

DNA. Misalnya pada lalat buah (Drosophila melanogaster) yang mempunyai 

variasi rata-rata 3% dari genomnya sedangkan pada DNA genom manusia hanya 

0,1% yang menunjukkan variasi. Polimorfisme juga terjadi pada tingkat lokus dan 
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kromosom seperti yang telah ditemukan pada beberapa spesies tananman, fungi 

dan hewan (Ellegren & Galtier, 2016). Secara teori, diversitas genetik dapat 

diduga sebagai refleksi keseimbangan antara muncul dan tidaknya variasi gen 

(alel). Munculnya alel baru pada setiap generasi dengan cara mutasi spontan 

karena adanya kesalahan replikasi DNA atau mutagen yang menginduksi 

kerusakan DNA (Hodgkinson & Eyre-Walker, 2011) 

Suatu populasi dengan diversitas genetik yang tinggi mempunyai 

kemampuan untuk mempertahankan diri dari perubahan lingkungan yang ekstrim 

sehingga lebih adaptif dan mampu melangsungkan hidup dalam waktu yang lebih 

lama (Rosero et al., 2012). Nilai diversitas genetik pada suatu populasi tergantung 

pada keberhasilan sistem reproduksi pada poopulasi tersebut. Diversitas genetik 

dapat dipertahankan apabila tidak terjadi perkawinan kerabat (inbreeding) 

(Markert et al., 2010). 

Penelitian mengenai diversitas genetik Anopheles telah banyak dilakukan. 

Analisis diversitas genetik yang dilakukan berdasarkan sekuen COI dan ITS2 

menunjukkan bahwa An. triannulatus s.1. dari Colombia bagian barat dan 

Colombia bagian selatan mempunyai diversitas yang tinggi  (Rosero et al., 2012). 

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Sum et al. (2014) dari total 133 spesies 

Anopheles yang terdiri dari 6 spesies yang berbeda yang diambil dari delapan 

lokasi di Panisular Malaysia menunjukkan bahwa hasil amplifikasi sekuen ITS2 

dari 6 spesies tersebut memiliki ukuran yang berbeda. Spesies An. sinensis, salah 

satu spesies yang diteliti menunjukkan dua kelompok populasi yang berbeda. Hal 

ini menunjukkan adanya spesiasi allopatrik. 

Identifikasi anggota species complex An. barbirostris yang diambil dari 

Jawa, Sulawesi, Flores, Thailand, dan China berdasarkan sekuen ITS2 

menunjukkan adanya 4 spesies dalam populasi An. barbirostris yang diteliti yang 

diberi nama An. barbirostris spesies W, X, Y dan Z. Keempat spesies tersebut 

memiliki panjang amplikon yang berbeda yaitu 339bp, 247bp, 165bp, dan 157bp 

(Satoto, 2012). 
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BAB 3. METODE  PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2018 sampai dengan bulan 

Juli 2018 bertempat di Laboratorium Bioteknologi FMIPA Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan yaitu alat-alat standar identifikasi morfologi nyamuk, 

alat standar isolasi DNA, PCR, serta alat standar purifikasi DNA yang disebutkan 

dalam prosedur penelitian. 

Sampel yang digunakan yaitu nyamuk Anopheles yang diambil dari daerah 

endemik Desa Bangsring, Kecamatan Wongsorejo Banyuwangi. Bahan-bahan 

yang digunakan pada penelitian ini yaitu akuades, homogenizing buffer, SDS 

20%, proteinase K, larutan NaCl 6M, isopropanol, etanol 70%, RNAse, larutan 

0,5 M etilene diamine tetraasetat acid (EDTA), Etidium Bromide (EtBr), ddH2O, 

buffer TAE (Tris Acetic EDTA) pH 8,0 , bubuk agarose, loading dye, 2x PCR 

Master mix (Promega), pasangan primer ITS2, primer COI, DNA ladder 1 kb dan 

100 bp (GeneON GmbH, Germany) sebagai marker, kit purifikasi DNA Wizard
® 

SV Gel and  PCR Clean UP syetem. Komposisi bahan pembuatan larutan dapat 

dilihat pada Lampiran 3.1. 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Pengambilan Sampel Nyamuk Anopheles 

Pengambilan sampel Anopheles dilakukan di Desa Bangsring Kecamatan 

Wongsorejo, Banyuwangi, Jawa Timur. Pemilihan lokasi pengambilan sampel 

didasarkan pada adanya kandang ternak yang terletak dekat dengan lagun. Hal ini 

karena lagun merupakan tempat perindukan berbagai Anopheles sp. Nyamuk 

Anopheles betina ditangkap dengan menggunakan aspirator. Penangkapan 
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nyamuk dilakukan pada malam hari antara pukul 20.00-23.00 WIB di sekitar 

kandang ternak.  

 

 

3.3.2 Identifikasi Morfologi Nyamuk Anopheles 

Identifikasi nyamuk Anopheles dilakukan dengan mengamati ciri 

morfologi pada bagian palpus, probosis, sayap, toraks, abdomen serta bagian kaki. 

Identifikasi dilakukan dengan menggunakan mikroskop stereo berdasarkan buku 

Kunci Bergambar Nyamuk Anopheles Dewasa di Indonesia dan Bergambar Jentik 

Anopheles di Indonesia (O‟ Connor & Soepanto, 2013), buku Cagampang-Ramos 

& Darsie (1970) dan buku Anopheline Mosquitoes of Malaya and Borneo (Reid, 

1968). Nyamuk yang telah diidentifikasi ditempatkan pada microtube dan dilabel 

menurut jenisnya.  

 

3.3.3 Isolasi DNA Genom Nyamuk 

Isolasi DNA genom dilakukan dengan menggunakan metode salting out 

(Aljanabi, 1997). Langkah-langkah dalam isolasi DNA genom yang pertama yaitu 

5 individu nyamuk dari masing-masing spesies yang ditemukan dimasukkan 

dalam tube steril kemudian ditambahkan 450 µl  homogenizing buffer kemudian 

digerus dengan menggunakan tususk gigi steril. Setelah itu ditambahkan 20 µl 

SDS 20 % dan 8 µl proteinase K. Kemudian diinkubasi pada suhu 65 °C selama 2 

jam. Setelah inkubasi, campuran ditambahkan larutan NaCl 6M dan diresuspensi. 

Kemudian disentrifus dengan kecepatan 11.000 rpm (rotations per minute) selama 

30 menit. Supernatan yang didapatkan diambil dan dipindahkan ke dalam tube 

steril baru. Supernatan ditambah dengan 350 µl isopropanol dan diinkubasi pada 

suhu -20 °C selama 2 jam. Penambahan isopropanol bertujuan untuk 

mempresipitasi DNA genom. Setelah inkubasi, campuran disentrifus dengan 

kecepatan 11.000 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit. Pelet yang didapatkan 

dicuci dengan 350 µl etanol 70%. Kemudian disentrifus dengan kecepatan 11.000 

rpm, pada suhu 4 °C selama 5 menit. 
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Kualitas DNA genom dianalisis dengan elektroforesis. DNA genom yang 

diperoleh diambil 5µl dan ditambahkan dengan 2 µl loading dye kemudian 

dimasukkan ke dalam sumuran pada gel agarose yang mengandung EtBr. 5 µl 

DNA ladder 1 kb dimasukkan dalam sumuran lain sebagai marker. Elektroforesis 

dilakukan selama 45 menit pada voltage 100 Volt dengan buffer TAE sebagai 

running buffer. Setelah elektroforesis, gel divisualisasi dengan menggunakan UV 

illuminator untuk melihat ada tidaknya DNA genom.  

 

3.3.4 PCR 

Segmen DNA ITS2 dan COI diampilifikasi dengan PCR menggunakan 

primer yang tertulis pada Tabel 3.1. Langkah awal yang dilakukan dalam teknik 

PCR yaitu mempersiapkan bahan-bahan yang dibutuhkan dalam PCR diantaranya 

yaitu DNA genom yang telah diisolasi sebagai DNA template, 2x PCR Master 

Mix,  primer forward, primer reverse. Kemudian dilakukan pencampuran dengan 

komposisi 2,5 µl primer forward ditambah dengan 2,5 µl primer reverse 

(konsentrasi primer 0,5 µM dalam 50 µl reaksi), 19 µl aquabidest steril, 25 µl 2x 

PCR Master mix dan 1 µl DNA template.  

 

Tabel 3.1 Primer DNA yang digunakan untuk mengamplifikasi sekuen DNA ITS2    

dan COI 

 

Pasangan 
Primer (1) 

Forward (2) Reverse (3) Panjang Sekuen 
(3) 

Sekuen DNA 
target (4) 

ITS2 (a) 5‟TGT GAA CTG CAG GAC 
ACA TG3‟ 

5‟ ATG CTT AAA TTT AGG 
GGG TA 3‟ (Koekemoer et 
al., 2002) 

480-847 bp ITS2 

ITS2 (b) 5‟TGT GAA CTG CAG GAC 
ACA T3‟ 

5‟ TAT GCT TAA ATT CAG 
GGG GT 3‟ (Surendran et al., 
2011) 

480-847 bp ITS2 

COI (a)  (5′-GGT CAA CAA ATC ATA 
AAG ATA TTG G-3′)   

(5′-TAA ACT TCA GGG 
TGA CCA AAA AAT CA-3′) 

(Folmer et al., 1994) 

700 bp COI 

COI (b) 5‟ GAT TTG GAA ATT GAT 
TAG TTC CTT-3‟ 

5‟ AAA AAT TTT AAT TCC 
AGT TGG AAC AGC 3‟ 
(Kumar et al., 2007) 

 700 bp COI 
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Kondisi PCR yang digunakan untuk mengamplifikasi sekuen ITS2 yaitu 

initial denaturation pada 95 ̊C selama 5 menit, denaturation 95 ̊C selama 30 detik, 

annealing 51 ̊C selama 30 detik, extention 72 ̊C selama 45 detik dengan 30 siklus, 

final extention 72 ̊C selama 7 menit. 

Kondisi PCR yang digunakan untuk mengamplifikasi sekuen COI (a) dan 

COI (b) yaitu initial denaturation pada 94 ̊C selama 5 menit, denaturation 94 ̊C 

selama 40 detik, annealing 43 ̊C selama 1 menit, extention 72 ̊ C selama 1 menit 

30 detik sebanyak 5 siklus, kemudian dilanjutkan dengan denaturation 94 ̊C 

selama 40 detik, annealing 51 ̊C selama 1 menit, extention 72 ̊ C selama 1 menit 

30 detik sebanyak 30 siklus, final extention 72 ̊ C selama 5 menit. Kualitas DNA 

hasil PCR dianalisis secara langsung dengan elektroforesis. Produk hasil PCR 

disimpan pada suhu -20 ̊C.  

 

3.3.5 Purifikasi DNA Produk PCR 

Purifikasi dilakukan untuk memurnikan DNA produk PCR. Produk PCR 

dimurnikan dengan mengikuti prosedur Wizard
® 

SV Gel and  PCR Clean UP 

syetem. Tahap awal purifikasi DNA yaitu memotong gel agarose yang 

mengandung pita DNA hasil PCR. Kemudian pita-pita yang telah dipotong 

dimasukkan ke dalam tube dan ditimbang beratnya. Setelah itu ditambahkan 

binding buffer 100 µl/100 mg gel yeng mengandung DNA. Setelah itu 

dimasukkan dalam thermo-shaker dengan kondisi suhu 55 ̊ C selama 10 menit dan 

dijentik-jentikkan (tap the tube) setiap 3 menit. Setelah gel mencair dan larut, 

sampel dimasukkan ke dalam minicolumn yang ditempatkan pada tabung koleksi 

(2 mL) dan disentrifus dengan kecepatan 15.000xg selama 1 menit. Cairan di 

dalam tabung koleksi dibuang kemudian ditambahkan dengan 700 µl washing 

buffer dan disentrifus dengan kecepatan 15.000xg selama 1 menit. Cairan di 

dalam tabung dibuang kemudian ditambahkan kembali dengan 500 µl washing 

buffer dan disentrifus dengan kecepatan 15.000xg selama 5 menit. Cairan dalam 

tabung koleksi dibuang setelah itu disentrifuse kembali pada kecepatan 15.000xg 

selama 1 menit untuk menghilangkan washing buffer. Cairan di dalam tabung 
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koleksi dibuang. Setelah itu kolom dipindah ke tube 1,5 ml steril. DNA pada 

kolom dielusi dengan 50 µl nuclease-free water dan diinkubasi pada suhu ruang 

selama 1 menit. Kemudian disentrifus dengan kecepatan 15.000xg selama 1 

menit. DNA yang telah dimurnikan disimpan pada suhu -20ºC. 

 

3.3.6 Analisis Data 

Hasil purifikasi DNA genom disekuensing untuk mengetahui urutan basa 

nukleotidanya. Sekuensing dilakukan dengan mengirimkan sekuen DNA target 

hasil purifikasi ke 1st Base Laboratories. Data hasil sekuensing DNA diedit 

dengan menggunakan program Bioedit Sequence Alignment Editor untuk 

mendapatkan sekuen utuh.  

Verifikasi identitas sekuen Anopheles dilakukan dengan membandingkan 

urutan basa nukleotida hasil sekuensing dengan sekuen DNA pengkode ITS2 dan 

COI yang ada di GenBank database dengan menggunakan program Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) online software (Ye et al., 2006) dan The 

Barcode of Life Data (BOLD) system khusus untuk sekuen COI. Informasi yang 

didapatkan dari pencarian sekuen akan menghasilkan beberapa Anopheles yang 

mempunyai kemiripan dengan sekuen yang dianalisis dan disertai dengan 

informasi meliputi nilai alignment tertinggi (Max score) dari sekuen database, 

nilai alignment total (Total score) dari semua alignment segmen, presentase query 

covered, nilai Expect value (E value), presentase nilai kemiripan (Max Ident) dari 

semua query-subject alignment, dan accession number dari sekuen GenBank. 

Perbandingan sekuen bertujuan untuk menentukan tingkat kekerabatan Anopheles 

yang diteliti dengan Anopheles yang telah diidentifikasi sebelumnya (Leblond-

Bourget et al., 1996). Jika derajat kesamaan sekitar 99-100% mengindikasikan 

spesies yang sama, 97-98 % mengindikasikan spesies yang berbeda tetapi dalam 

satu genus, dibawah 97 % mengindikasikan spesies baru (Xiao et al., 2010). 

Sekuen ITS2 dan COI dari Anopheles yang memiliki kekerabatan dekat 

diunduh dari GenBank database di NCBI. Data sekuen yang telah diunduh dan 

sekuen hasil sekuensing disejajarkan dengan menggunakan ClustalW (Thompson 
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et al., 1994) dengan menggunakan software The Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA) versi 6 (Tamura et al., 2013). Rekonstruksi pohon filogeni 

dilakukan dengan menggunakan metode jarak Neighbour-joining tree dan Kimura 

two parameter (K2P) (Collins et al., 2012) dengan Bootstrapp 10.000 

pengulangan (Lv et al., 2013) 

 Untuk mengetahui polimorfisme genetik antara spesies berdasarkan 

sekuen ITS2 dan sekuen COI dilakukan dengan mensejajarkan sekuen yang 

diteliti dengan menggunakan ClustalX pada program ClustalX 2.1 Multiple 

Alignment Sequence (Larkin et al., 2007).  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

 Identifikasi berdasarkan karakter morfologi didapatkan 3 spesies nyamuk 

yaitu An. vagus, An. indefinitus, An. subpictus. Identifikasi berdasarkan karakter 

molekuler spesies An. vagus dan  An. indefinitus tersebut menunjukkan spesies 

yang sama yaitu An. vagus (Accession number FJ654649.1). Identifikasi 

berdasarkan karakter molekuler spesies An. subpictus menunjukkan spesies An. 

subpictus (GQ870328.1). Hasil ini juga didukung dengan hasil rekonstruksi pohon 

filogeni dari ketiga spesies tersebut dengan sekuen dari GenBank. Identifikasi 

berdasarkan karakter molekuler penting untuk dilakukan untuk melengkapi 

identifkasi berdasarkan karakter morfologi.  Polimorfisme genetik Intra-spesies 

pada sekuen ITS2 lebih tinggi daripada sekuen COI. Keberhasilan identifikasi 

suatu spesies juga dipengaruhi oleh urutan sekuen primer yang digunakan. Pada 

penelitian ini urutan primer COI(b) menghasilkan hasil amplifikasi yang lebih 

baik daripada primer COI(b). 

 

5.2 Saran 

 Pemahaman mengenai karakter morfologi spesies Anopheles dan pelatihan 

mengidentifikasi berdasarkan karakter morfologi merupakan hal penting sebelum 

memulai penelitian. Sehingga hal ini dapat mengurangi kesalahan dalam 

identifikasi selama proses penelitian. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 3.1 Komposisi Bahan Pembuatan Larutan 

 

No. Nama larutan  Bahan Komposisi 

1. Larutan EDTA 0,5 M (per 100 ml)  EDTA 14,6 gr 

  NAOH 2 gr 

  Akuades 100 ml 

2. Larutan TAE 5x         (per 500 mL) Tris Base 12,1 gr 

  Acetic Acid 

Glacial 

2,88 ml 

  EDTA 0,5 M 50 mL 

  Akuades ± 450 ml 

3. Gel Agarose 1%      (per 100 mL) Agarose  1 gr 

  Akuades 100 ml 

  EtBr 2 µl 

4. Homogenizing Buffer (per 50 mL) EDTA 2 mM 0,2 ml 

  NaCl 0,4 M 1,16 gr 

  Tris-Cl 10 mM 0,5 ml 

    

5. Proteinase K 20 mg/ml Proteinase K 20 mg 

  Akuabides 1 ml 
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Lampiran 4.1 Visualisasi Hasil Isolasi DNA Genom 

 

 

 

Gambar 4.1 Visualisasi hasil isolasi DNA genom Anopheles. (M) Marker DNA 1kb; (1-2) 

DNA genom An. vagus; (3-4) DNA genom An. indefinitus; (5) DNA 

genom An. subpictus (sumber: dokumentasi pribadi. Difoto dengan 
menggunakan kamera Samsung J1 Ace) 
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Lampiran 4.2 Perbandingan Morfologi An. vagus vagus, An. vagus limosus. 

An. indefinitus dan An. subpictus Berdasarkan Buku Ilustrated 

Keys to The Anopheles Mosquitoes of The Philiphine Island 

(Cagampang-Ramos & Darsie, 1970) 
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Lampiran 4.3 Daftar nama sekuen An. vagus dari GenBank yang memiliki 

kemiripan dengan Anopheles dari Bangsring berdasarkan 

sekuen ITS2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3   (a) Daftar nama sekuen An. vagus yang memiliki kemiripan dengan An. 

vagus (query)  dan An. subpictus (query) ; (b) Daftar nama sekuen An. 

vagus yang memiliki kemiripan dengan An.indefinitus (query)  

 

 

(a) 

(b) 
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Lampiran 4.4 Daftar nama sekuen An. vagus yang memiliki kemiripan 

dengan Anopheles dari Bangsring berdasarkan sekuen COI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4 (a) Daftar nama An. vagus yang memiliki kemiripan dengan An. vagus, An. 

indefinitus, dan An. subpictus berdasarkan sekuen DNA pengkode COI pada 

GenBank database ; (b) Daftar nama An. vagus yang memiliki kemiripan 
dengan An. vagus, An. indefinitus, dan An. subpictus  (query sequence) 

berdasarkan sekuen DNA pengkode COI pada BOLD system 

 

(a) 

(b) 
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