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ABSTRACT

The presence of intraspecies variations of An. vagus later categorized as the subspecies of An. vagus
vagus and An. vagus limosus, could be an obstacle to the identification process, which is an important
step for malaria vector's competence characterization. Based on morphological identification, those
subspecies could be distinguished by the presences of pale scales in prehumeral and pale bands in
proboscis. The objective of this research was to compare subspecies complexes of An. vagus
morphologically and molecularly using Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2). Anopheles samples
were collected from Bangsring, Banyuwangi. Their phylogenetic tree was constructed by using NJ
method based on their ITS2 sequences. BLAST result showed that An. vagus vagus and An. vagus
limosus were similar to An. vagus FJ654649.1 from East Java Indonesia and East Timor based on its
99% homology and their molecular distance. The Neighbour Joining (NJ) tree grouped those
subspecies in one clade with a boostrap value of 82%. This subspeciation might be due to the
different rates of evolution. ITS2 sequences of An. vagus vagus and An. vagus limosus were
submitted to GenBank with the accession number of MW314227.1 and MW319822.1, respectively.
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ABSTRAK

Kemunculan variasi intraspesies An. vagus yang kemudian dikategorikan sebagai subspesies
An. vagus vagus dan An. vagus limosus menjadi kendala dalam proses identifikasi yang
merupakan langkah penting dalam menentukan kompetensi vektor malaria. Berdasarkan
karakter morfologi, subspesies tersebut dibedakan dengan adanya sisik pucat pada bagian
prehumeral dan pita pucat pada probosis. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan
subspesies An. vagus secara morfologis dan molekuler menggunakan Internal Transcribed
Spacer 2 (ITS2). Nyamuk Anopheles didapatkan dari Bangsring, Banyuwangi. Konstruksi pohon
filogeni dilakukan berdasarkan sekuen ITS2 yang dianalisis menggunakan metode NJ. Hasil
BLAST menunjukkan, ITS2 An. vagus vagus dan An. vagus limosus memiliki tingkat homologi
99% dan jarak evolusi molekuler terendah dengan An. vagus FJ654649.1 dari Jawa Timur
Indonesia dan Timor Timur. Pohon NJ mengelompokkan subspesies tersebut dalam satu klade
dengan nilai boostrap 82%. Hal ini dapat terjadi karena perbedaan kecepatan evolusi yang
memungkinkan terjadinya subspesiasi. Urutan basa ITS2 dari An. vagus vagus dan An. vagus
limosus telah didaftarkan ke GenBank dengan nomor aksesi MW314227.1 dan MW319822.1.
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PENDAHULUAN

Pengawasan terhadap vektor (vector
surveillance) dilaksanakan secara rutin di
negara-negara dengan tingkat kasus vector
borne diseases yang cukup tinggi (WHO
2020). Hal ini dilakukan untuk mengetahui
dinamika populasi dan persebaran geografis
vektor sehingga dapat memprediksi potensi
terjadinya Kejadian Luar Biasa (KLB;
outbreaks) serta melakukan evaluasi
terhadap program pengendalian vektor
(Davidson et al. 2019). Seiring meningkatnya
kasus malaria dan DBD, identifikasi vektor
nyamuk menjadi langkah penting dalam
pengendalian dan pengawasan vektor kedua
penyakit ini (Bowman et al. 2014, Ototo et al.
2015). Secara khusus untuk Anopheles yang
merupakan vektor malaria (Molina-Cruz et
al. 2016), identifikasi juga penting untuk
menentukan kapasitas vektorial nyamuk
dalam mentransmisikan Plasmodium
penyebab malaria (Musiime et al. 2019).

Identifikasi vektor Anopheles dapat
dilakukan melalui identifikasi morfologi yang
didasarkan pada kunci identifikasi dengan
karakter morfologi seperti pada bagian
antena, palpus, probosis, venasi sayap, kaki
dan bagian tubuh lainya menggunakan kunci
determinasi Anopheles (Cagampang-Ramos
dan Darsie 1970). Identifikasi morfologi
membutuhkan keutuhan tubuh nyamuk,
serta ahli taksonomi dengan pengalaman
khusus terkait vektor Anopheles, sehingga
ketika terjadi kerusakan morfologi serta
keterbatasan ahli taksonomi menyebabkan
proses identifikasi sulit dilakukan (St Laurent
et al. 2018). Selain identifikasi morfologi saat
ini telah berkembang identifikasi molekuler
dengan metode DNA barcoding (Beebe
2018).

Identifikasi molekuler menjadi penting
digunakan dalam proses identifikasi nyamuk
Anopheles, sebab Anopheles memiliki
anggota yang tergolong dalam spesies
kompleks seperti sibling dan cryptic spesies
(Blazejova et al. 2018), yang sulit dibedakan
dengan hanya mengandalkan identifikasi
berbasis karakter morfologi (Chatpiyaphat et
al. 2020). Oleh karena itu, identifikasi
molekuler  berbasis DNA  barcoding
dibutuhkan untuk menentukan keakuratan
identifikasi spesies Anopheles (Weeraratne
et al. 2018). Beberapa spesies Anopheles
yang termasuk ke dalam kompleks spesies
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diketahui mempunyai kapasitas vektorial
yang berbeda (Zheng 2020).

DNA barcoding merupakan metode
identifikasi  spesies  berbasis marka
molekuler yang didasarkan pada sekuens
DNA. Konsep dari metode ini adalah setiap
spesies memiliki identitas genetik yang unik
yang mencirikan spesies tersebut (Lopez-
Rubio et al. 2016). Penggunaan DNA
barcoding berbasis Internal Transcribed
Spacer region 2 (rDNA 1TS2) dalam
identifikasi Anopheles juga dapat
memperkirakan hubungan kekerabatan antar
spesies yang direpresentasikan dalam
pohon filogenetik (Zhang et al. 2020).
Berdasarkan sekuen spesifik yang dihasilkan
olen  restriction  site-associated = DNA
sequence  (RAD-loci), peneliti  dapat
memperkirakan common ancestor suatu
spesies. Hal ini dapat menjadi dasar untuk
memprediksi kapan terjadinya spesiasi
Anopheles (Fouet et al. 2017).

Marka  molekuler yang  sering
digunakan untuk DNA Dbarcoding di
antaranya vyaitu DNA nuklear ribosomal
(ITS1, ITS2, D2, D3 dan IGS) dan DNA
mitokondria (Cyt b, ND5, COI dan COIl).
Sementara itu marka DNA yang banyak
digunakan pada identifikasi nyamuk
terutama spesies Anopheles adalah DNA
ribosomal Internal Transcribed Spacer
region 2 (rDNA ITS2) (Lobo et al. 2015).
ITS2 merupakan non-coding region yang
berada pada nuclear ribosomal DNA dan
berada di antara 5,8S dan 28S rRNA
(Batovska et al. 2017). ITS2 memiliki region
yang terkonservasi, mudah dalam amplifikasi
karena ukuran marka molekuler ini relatif
tidak terlalu panjang dengan kisaran 400—
700 pb, serta kemampuan sekuen tersebut
untuk membedakan spesies yang berkerabat
dekat (Zhang et al. 2020). Sekuen ini banyak
digunakan untuk membedakan antar spesies
Anopheles di daerah endemik malaria (Lobo
et al. 2015), bahkan juga digunakan untuk
mendeteksi spesies komplek Anopheles
(Surendran et al. 2013).

An. vagus merupakan vektor potensial
malaria di Indonesia (Davidson et al. 2019).
Ada dua variasi intraspesies An. vagus yang
kemudian dikategorikan dalam dua sub-
spesies An. vagus vagus dan An. vagus
limosus (Cagampang-Ramos dan Darsie
1970). Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan karakter morfologi dan
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karakter molekuler berbasis sekuen ITS2
kedua subspesies An. vagus tersebut. Hasil
identifikasi molekuler dapat mengkonfirmasi
kebenaran karakterisasi morfologi yang akan
sangat penting dalam penentuan kapasitas
vektorial serangga dalam mentransmisikan
penyakit. Lebih lanjut data molekuler akan
memberikan gambaran terkait kecepatan
evolusi intraspesies yang merupakan data
penting untuk mengetahui perkembangan
keberadaan spesies kompleks dalam
Anopheles (Fouet et al. 2017).

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Sampel nyamuk Anopheles dewasa
diambil pada bulan Mei — September 2020 di
Dusun Paras Putih, Desa Bangsring,
Kecamatan Wongsorejo, Kabupaten
Banyuwangi (Gambar 1). Identifikasi dan
karakterisasi morfologi dilakukan di tempat
pengambilan sampel dengan menggunakan
mikroskop stereo. Sedangkan identifikasi
dan karakterisasi molekuler berbasis sekuen
ITS2 dilakukan di Laboratorium Bioteknologi
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan

Imu  Pengetahuan Alam, Universitas
Jember.
Identifikasi morfologi

Proses pengambilan nyamuk
dilakukan menggunakan aspirator dan

semua nyamuk yang diperoleh dimasukkan
ke dalam paper cup kemudian nyamuk
diidentifikasi berdasarkan karakter morfologi.
Identifikasi morfologi nyamuk Anopheles
dilakukan dengan mengamati karakteristik
palpus, probosis serta bercak pada bagian
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kaki. Identifikasi dilakukan dengan
menggunakan  mikroskop stereo  dan
berdasarkan Reid (1968), Cagampang-
Ramos dan Darsie (1970), serta O’Connor
dan Soepanto (2013).

Isolasi DNA genom nyamuk

Nyamuk yang teridentifikasi morfologi
sebagai An. vagus vagus dan An. vagus
limosus dimasukkan ke dalam tabung 1,5
mL steril dan kemudian diisolasi DNA genom
menggunakan metode salting out (Aljanabi
dan Martinez 1997). DNA genom dari An.
vagus vagus dan An. vagus limosus masing-
masing diisolasi dari 5 ekor nyamuk. Salting
out extraction merupakan larutan yang berisi
400 pL homogenizing buffer (0,4 M NacCl, 10
mM Tris-HCI pH 8,0 dan 2 mM EDTA pH
8,0). Setelah itu ditambahkan 40 pL 20%
SDS dan 8 pL proteinase K, kemudian
diinkubasi pada suhu 65 °C selama minimal
1 jam. Resuspensi dengan vortex dilakukan
setelah ditambahkan 300 pL NaCl 6 M.
Sampel selanjutnya disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 30 menit.
Supernatan dipindahkan ke tabung 1,5 mL
steril yang baru, ditambahkan 350 pL
isopropanol dan diinkubasi pada suhu -20
°C selama 2 jam. Setelah diinkubasi, sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000
rom, 4 °C, selama 20 menit. Pelet yang
didapatkan kemudian dicuci menggunakan
etanol 70%, disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 10.000 rpm, 4 °C, selama 5
menit, dan dilanjutkan dengan pengeringan
dalam desikator. DNA genom sampel yang
diperolen kemudian ditambahkan 50 pL
ddH,0 steril. Hasil isolasi DNA divisualisasi
pada agarose 1% dengan pewarnaan

%

East Java

Gambar 1. Peta lokasi sampling
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ethidium bromide. Elektroforesis dilakukan
selama 30 menit pada voltage 100 V dan
divisualisasi menggunakan uv
transilluminator.

Amplifikasi ITS2

Sekuen ITS2 diamplifikasi dari DNA
genom nyamuk dengan PCR menggunakan
primer forward (5TGT GAA CTG CAG GAC
ACA TG 3’) dan reverse (5 ATG CTT AAA
TTT AGG GGG TA 3’ (Surendran et al.
2013). Komposisi PCR yang ditambahkan
adalah 1,25 pL primer forward (10 pmol), 1,25
pL primer reverse (10 pmol), 21,5 L ddH.O
steril, 25 pL 2x PCR master mix (GoTaq
Promega, USA) dan 1 pL DNA template.
Kondisi PCR yang digunakan disesuaikan
dengan Tm primer serta mengacu pada
penelitan Lobo et al. (2015) untuk
meningkatkan spesifitas penempelan primer
pada sekuen target, yaitu predenaturasi 94 °C
5 menit, denaturasi 94 °C 40 detik, annealing
45 °C 1 menit (predenaturasi sampai dengan
annealing dilakukan 4x), extension 72 °C 1
menit 30 detik, denaturasi 94 °C 40 detik,
annealing 72 °C 1 menit, extension 1 menit
30 detik (predenaturasi sampai dengan
annealing dilakukan 25x), dan final extension
72 °C 5 menit. Hasil PCR divisualisasi
menggunakan agarose 1,5%. DNA amplikon
dipurifikasi menggunakan kit purifikasi Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, USA) sesuai instruksi produk.

Sekuensing dan rekonstruksi pohon filogeni

DNA amplikon kemudian disekuensing
menggunakan metode Sanger dengan
mengirimkan ke 1%t BASE Singapura. Data
hasil sekuensing diolah menggunakan
software  Bioedit dengan melakukan
pensejajaran antara hasil pembacaan
sekuen reverse dan forward untuk
mendapatkan sekuen konsensusnya.
Penentuan spesies Anopheles dilakukan
dengan membandingkan basa nukleotida
hasil sekuensing dengan sekuen DNA
pengkode ITS2 yang ada pada database
Gene Bank dengan menggunakan BLAST.
Dari beberapa sekuen yang memiliki
homologi tertinggi tersebut, kemudian
dikonstruksi pohon filogenetiknya.
Pensejajaran sekuen dilakukan dengan
Clustalw  menggunakan software MEGA
(The Molecular Evolutionary  Genetic
Analysis) versi 10. Pembuatan pohon
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filogeni menggunakan  metode jarak
Neighbour joining tree (NJ) dengan nilai
bootstrap 1.000 kali pengulangan yang
digunakan untuk mengestimasi variasi
(Russo dan Selvatti 2018).

HASIL DAN PEMBAHASAN

An. vagus berhasil diidentifikasi dari
daerah sampling dengan ciri khusus adanya
tiga gelang pucat pada bagian palpus
dengan panjang gelang pucat apikal (apical
pale band) kisaran 5 hingga 3 kali panjang
gelang gelap sub apikal (subapical dark
band). Ciri khusus ini tidak ditemukan pada
Anopheles lainnya. Lebih lanjut, pada
penelitian ini ditemukan 2 subspesies dari
An vagus tersebut yaitu An vagus vagus dan
An vagus limosus. Secara morfologi An.
vagus vagus dan An. vagus limosus asal
Bangsring Banyuwangi memiliki perbedaan
di bagian probosis dan prehumeral sayap.
Probosis An. vagus vagus memiliki gelang
pucat di bagian ujung (setelah labelum)
sedangkan An. vagus limosus probosis
hitam seluruhnya. Adapun bagian
prehumaral sayap kedua spesies ini juga
tampak berbeda yaitu prehumaral sayap An.
vagus vagus terdapat sisik putih, sedangkan
An. vagus limosus seluruhnya hitam tanpa
sisik putih. Sementara itu tidak terdapat
perbedaan pada kaki kedua subspesies,
yang menunjukkan warna kecoklatan. Hasil
identifikasi morfologi tersebut sesuai dengan
deskripsi yang disampaikan Reid (1968)
tentang variasi An vagus di Malaya dan
Kalimantan dan juga sesuai dengan
Cagampang-Ramos dan Darsie (1970) yang
mendeskripsikan variasi An vagus di Filipina.
Zarowiecki et al. (2011) dalam penelitiannya
menemukan variasi yang lebih banyak
antara kedua subspesies An. vagus tersebut
berkaitan dengan variasi geografi dan jenis
marka molekuler yang digunakan (ITS2 dan
COl). Beberapa individu nyamuk dewasa
yang mereka temukan memiliki kombinasi
ciri antara An. vagus vagus dan An. vagus
limosus seperti terdapat individu An. vagus
yang memiliki gelang pucat di probosis tetapi
prehumeral sayapnya tidak seluruhnya
hitam. Variasi ini tidak ditemukan pada
subspesies An. vagus asal Bangsring
Banyuwangi. Perbandingan karakter
morfologi An. vagus vagus dan An. vagus
limosus dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Perbandingan karakter morfologi An. vagus vagus dan An. vagus limosus

An. vagus vagus

An. vagus limosus

Kepala

Sayap

Kaki

Karakterisasi  molekuler  dilakukan
untuk mengkonfirmasi  hasil identifikasi
morfologi. Isolasi genom yang dilanjutkan
dengan amplifikasi dengan PCR dan
purifikasi produknya berhasil dilakukan
sebagaimana hasil pada Gambar 2. Ukuran
genom famili Culicidae diperkirakan ~ 240
hingga 290 Mpb (Holt et al. 2002).
Visualisasi hasil isolasi genom menunjukkan
keberhasilan isolasi DNA genom dan
kebaikan kualitasnya karena genom utuh
dan tidak terdegradasi.

Visualisasi hasil PCR menunjukkan
adanya satu pita DNA dengan ukuran ~700
pb untuk kedua sub spesies An vagus.
(Gambar 2b). Teori menunjukkan bahwa
panjang sekuen ITS2 genus Anopheles
berkisar antara 400 — 700 pb (Zomuanpuii et
al. 2013) dengan demikian, pita DNA yang
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dihasilkan oleh PCR dengan primer tersebut
sudah sesuai. Hal ini kemudian akan
dikonfirmasi dengan hasil sekuensing produk
PCR tersebut.

Analisis terhadap sekuen DNA produk
sekuensing menghasilkan sekuen
konsensus yang merupakan sekuen hasil
penggabungan dan pensejajaran sekuen
hasil amplifikasi menggunakan primer
forward dan reverse sehingga didapatkan
sekuen utuh. Sekuen utuh ITS2 sampel An.
vagus vagus dan An. vagus limosus
digunakan untuk mengkonfirmasi identitas
spesies Anopheles yang didapatkan dengan
membandingkannya dengan sekuen ITS2
pada GenBank melalui Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Chatzou et
al. 2016). Hasil BLAST online menunjukkan
sekuen ITS2 An. vagus vagus dan An. vagus
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a. b. c.
DNA An. vagus  An. vagus DNA  An.vagus An.vagus DNA An.vagus  An.vagus
Marker vagus limosus Marker vagus limosus P Marker vagus limosus
bp bp 1500
10.000
1500 M 100
4000 S— 1000!
. 500
c— 500 M_—
- | ——
1000 S_—
e
100
300 100

Gambar 2. (a) Hasil isolasi genom An. vagus vagus dan An. vagus limosus, (b) Hasil amplifikasi sekuen ITS2

genom An. vagus vagus dan An. vagus limosus, (c) Hasil purifikasi produk PCR. Keterangan, DNA
ladder = Marker 1kb (kappa) (a) dan 100bp (G-Bioscience) (b dan c); Visualisasi menggunakan UV-

Transilluminator

Tabel 2. Hasil BLAST sekuen ITS2 An. vagus vagus dan An. vagus limosus

Nomor Similaritas Perbedaan Basa Nukleotida Panjang
No ﬁlésgls ! Ar:/'a\éi%us Al?m\ézggs Indel Transversi Transisi Ambigu S?E;;a 5
1 FJ654649 99% 99% - 0 0 657
2 HQ873039 99% 99% 4 2 0 686
3 EU919718 99% 99% 4 2 1 679
Keterangan:

1. Sekuen ITS2 An. vagus vagus dan An. vagus limosus dalam analisis ini secara berurutan 700 bp and 677 bp
2. Dalam model analisis Kimura-2 parameter, transisi (perubahan basa nukleotida A <» G dan C <> T)

nilainya berbeda dengan transversi (perubahan basa nukleotida A < T, A< C, G« C,andG < T)

karena transisi lebih banyak ditemukan daripada transversi

Tabel 3. Estimasi evolusi divergen antar sekuen ITS2

No Spesies An. vagus An. vagus An. vagus An. vagus An. vagus
P vagus limosus FJ654649  HQ873039 EU919718

1 An. vagus vagus -

2 An. vagus limosus 0,0015

3 An. vagus FJ654649 0,0015 0,0000

4 An. vagus HQ873039 0,0029 0,0045 0,0031

5 An. vagus EU919718 0,0044 0,0060 0,0046 0,0044 -

Keterangan:

1. Analisis dilakukan menggunakan model Kimura 2-parameter pada MEGAX
2. Semua posisi ambigu dihilangkan dari pasangan sekuen (pairwise deletion option)
3. Total posisi dalam dataset adalah 700 posisi

limosus asal Bangsring Banyuwangi memiliki
tingkat homologi tinggi dengan sekuen ITS2
tiga isolat An. vagus pada GenBank dengan
tingkat similaritas yang sama vyaitu 99%.
Ketiga An. vagus tersebut adalah An. vagus

dengan accession number FJ654649.1 asal
Indonesia dan Timor Timur, HQ873039.1
asal Hattigarh-India dan EU919718.2 asal
Jiangcheng-China (www.ncbi.nlm.nih gov.
diakses Oktober 2020). Hasil analisis
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Gambar 3. Hasil pensejajaran sekuen ITS2 kelima sampel Anopheles menggunakan software Clustal X, titik =
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perbandingan antara sekuen ITS2 hasil
penelitian ini dengan sekuen ITS2 yang
memiliki homologi tertinggi dari GenBank
dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil pensejajaran kelima sekuen ITS2
menunjukkan adanya gap sebanyak empat
basa nukleotida yang terletak pada urutan
basa nukleotida ke-459 hingga 462 antara
sekuen ITS2 An. vagus vagus, An. vagus
limosus hasil penelitian ini dan An. vagus
FJ654649.1 jika dibandingkan dengan
sekuen ITS2 An. vagus HQ873039.1 dan
EU919718.2 (Gambar 3). Adanya gap
tersebut mengindikasikan telah terjadi insersi
pada sekuen ITS2. Dengan demikian sekuen
ITS2 kedua sampel penelitian ini memiliki
tingkat kekerabatan yang lebih tinggi dengan
An. vagus FJ654649.1 (satu satunya dari
GenBank yang memiliki insersi sama
dengan sampel penelitian). Hal ini didukung
juga dengan nilai transversi dan transisi 0
antara kedua sampel jika dibandingkan
dengan An. vagus FJ654649.1 (Tabel 2).

Sekuen ITS2 An. vagus FJ654649.1
merupakan sampel yang didapatkan dari
wilayah Jawa Timur Indonesia dan Timor
Timur yang secara spesifik disebutkan
memiliki karakter sekuen ITS2 yang berbeda
dengan sampel sekuen ITS2 An. vagus asal
Myanmar, Singapura, Thailand, Kamboja,
Vietnam, Filipina (Zarowiecki et al. 2011).
Konsistensi homologi secara genetik ini
menunjukkan kekhasan vektor An vagus

0.010
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asal Indonesia dengan adanya insersi 4
basa nukleotida tersebut. Hal ini dibuktikan
lebih lanjut dengan estimasi jarak evolusi
menggunakan model Kimura 2-parameter
pada MEGAX (Tabel 3). ITS2 An. vagus
FJ654649.1 memiliki jarak evolusi yang
terendah dengan An. vagus vagus dan An.
vagus limosus hasil penelitian ini (Kimura
1980, Kumar et al. 2018). Hal ini
mengindikasikan  dekatnya kekerabatan
spesies tersebut dengan kedua sampel
dalam penelitian ini. Dengan demikian
sekuen ITS2 berhasil membedakan sampel
sampai tingkat species dan sesuai dengan
hasil identifikasi morfologinya.

Berdasarkan sekuen ITS2 tersebut,
pohon filogenetik dapat dikonstruksi untuk
membuktikan  lebih  lanjut  hubungan
kekerabatan di antara kelima isolat
An.vagus. Pohon filogenetik dikonstruksi
menggunakan metode Neighbour Joining
dengan metode Bootstrap (Chatzou et al.
2016). Metode Neighbour Joining
merupakan metode  konstruksi  pohon
filogenetik berdasarkan tingkat similaritas
sekuen (Russo dan Selvatti 2018) (Gambar
4). Berdasarkan pohon filogenetik An. vagus
vagus dan An. vagus limosus terletak dalam
satu cluster namun demikian memiliki nilai
boostrap yang rendah yaitu 66%. Kerabat
terdekat dengan kedua subspesies adalah
An. vagus FJ654649.1 yang berasal dari
Jawa Timur Indonesia dan Timor Timur

An.vagusvagus vgbr1 Indonesia
64

82 | ' An.vaguslimosus Imbr1 Indonesia

*| | FUB54649 An vagus EastTimor

—— MTI 623075 Anvagus Malaysia

59

MN148590 An vagus India

EU919718 An.vagus China

HQ8&73039 An.vagus India

MT 366210 An_subpictus Malaysia

Gambar 4. Hasil konstruksi pohon filogeni kelima sampel dengan tingkat homologi tertinggi (Direkonstruksi

menggunakan software MEGAB).
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(Zarowiecki et al. 2011), namun demikian
terletak dalam clade yang berbeda dan
dengan nilai boostrap yang juga tidak tinggi
yaitu 82% yang mengindikasikan perbedaan
dalam kecepatan evolusinya. Tingginya nilai
bootstrap juga menunjukkan tingginya
similaritas sekuen ITS2 yang digunakan
dalam analisis pembuatan pohon filogeni.
Hal ini mengindikasikan bahwa sekuen ITS2
yang digunakan belum dapat membedakan
karakteristik molekuler antar subspesies
dikarenakan sekuen ITS2 sangat
terkonservasi secara intraspesies (Zhang et
al. 2020). Oleh karena itu diperlukan marka
molekuler tambahan untuk mengkonfirmasi
perbedaan pada tingkat subspesies tersebut.
Sekuen ITS2 untuk kedua sub-spesies
kompleks asal Bangsring hasil penelitian ini
telah di-submit pada GenBank dengan
nomor aksesi MW314227.1 untuk An vagus
vagus dan MW319822.1 untuk An vagus
limosus.

KESIMPULAN

Penelitian ini berhasil mengidentifikasi
secara morfologi keberadaan 2 subspesies
An. vagus yaitu An. vagus vagus dan An.
vagus limosus di daerah Bangsring
Banyuwangi. Parameter penting yang
digunakan di antaranya adalah karakteristik
yang terdapat pada bagian probosis dan
prehumeral sayapnya. Marka molekuler ITS2
berhasil mengidentifikasi vektor An. vagus
dalam penelitian ini sampai tingkat spesies,
sesuai dengan hasil identifikasi
morfologinya. Namun demikian, rendahnya
nilai bootstrap dari hasil konstruksi pohon
filogeni antar subspesies menunjukkan
bahwa sekuen tersebut belum dapat
membedakan antar sub-spesies. Kerabat
terdekat dengan kedua subspesies tersebut
adalah sekuen ITS2 An. vagus FJ654649.1
dari sampel peneliti lain yang berasal dari
Jawa Timur Indonesia dan Timor Timur.
Terdapat konsistensi dalam sekuen-sekuen
ITS2 An vagus tersebut yaitu dengan
keberadaaan insersi 4 basa nukleotida pada
posisi 459-462.
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