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RINGKASAN 

Indonesia merupakan negara di Asia Tenggara yang masih berstatus 

endemis malaria. Literatur review sebagai studi pendahuluan mendapati bahwa 

An. vagus sebagai vektor malaria di Sumatera Bagian Selatan.  Literatur review 

juga mendapati Anopheles vagus berdasarkan marka nDNA ITS2 menunjukkan 

kekerabatan sebagai spesies monofiletik dan bersama An. limosus bersifat 

conspesific species (sejenis) meskipun karakteristik morfologinya berbeda. 

Penelitian ini bertujuan melihat keragaman nyamuk di wilayah endemis malaria di 

Provinsi Sumatera Selatan dan Lampung, menganalisis dan memeriksa kembali 

hasil morfologi, molekuler dan filogenetik nyamuk An.vagus dan An. limosus di 

wilayah Indonesia serta sebagai tambahan, pemeriksaan karyotyping metaphase 

dan crossmating experiment sehingga didapat kesimpulan nyamuk An.vagus 

merupakan nyamuk spesies monofiletik atau telah menjadi salah satu species 

complex. 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif survei lapangan dan analisa 

laboratorium dengan pendekatan studi molekuler. Pengambilan sampel dilakukan 

pada Bulan Mei-Agustus 2023. Lokasi pengambilan sampel lapangan di Desa Pulau 

Panggung dan Desa Muara Emil Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan 

dan Desa Gayau-Durian Kabupaten Pesawaran Provinsi Lampung. Sampel molekuler 

menggunakan bahan berupa isolat DNA dan nyamuk utuh An. vagus yang berasal 

dari Sumatera Selatan, Lampung, Sumatera Barat, Sulawesi Selatan, dan Jawa Timur. 

Total sampel untuk pemeriksaan molekuler berasal dari lima provinsi.  

Penangkapan nyamuk dilakukan pukul 18.00‒06.00 WIB.  Penangkapan 

dilakukan dengan menggunakan aspirator dengan metode yaitu: Human Landing 

Collection (HLC), Cattle Bait Collection (CBC), dan Resting Collection (RC). Larva 

dikumpulkan cidukan di habitat tempat perkembangbiakan. Pemeriksaan morfologi 

dilakukan dibawah mikroskop dan diperiksa dengan kunci bergambar Anopheles. 

Kolonisasi  dan rearing dilakukan mendapatkan keturunan F1 yang akan digunakan 
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pada pemeriksaan karyotyping metaphase nyamuk An. vagus dan An. limosus. 

Keturunan F1 juga akan digunakan untuk pemeriksaan crossmating experiment 

nyamuk An. vagus dan An. limosus. Isolat DNA diekstraksi menggunakan Qiagen 

kit®.  Pada pemeriksaan molekuler digunakan tiga pasang primer yang merupakan 

marka spesies yaitu nDNA ITS2, mtDNA COI dan mtDNA ND6 yang didesain 

spesifik untuk penelitian ini. Analisis sekuensing dilakukan dengan metode Sanger, 

dan analisis pohon filogenetik dilakukan dengan metode Neighbor-Joining dengan 

bootstrap replicate 1000x dan nilai bootstrap 70%.  

Hasil penelitian menujukkan indeks keragaman nyamuk Anopheles di dua 

Kabupaten berturut-turut 0,66; 0,82; dan 0,35. Pada pengamatan morfologi 

nyamuk sampel ditemukan An. vagus dengan ciri panjang pita pucat pada palpi 

tiga kali panjang pita gelap dibawahnya dan terdapat empat pita pucat pada bagian 

kosta. Belum berhasil dilakukan kolonisasi dan rearing pada nyamuk An. vagus 

sehingga pemeriksaan karyotyping belum bisa dilakukan pada penelitian ini. 

Belum ditemukan nyamuk An. limosus pada seluruh survei sampel lapamgan 

sehingga crossmating experiment belum bisa dilakukan. Hasil sekuensing nyamuk 

An. vagus sampel dari Indonesia memperlihatkan similaritas sebesar 98.26-100% 

dengan marka mtDNA COI sedangkan pada marka dengan nDNA ITS2 

memperlihatkan similaritas 99-100%, dan dengan mtDNA ND6 similaritas 100%. 

Hasil filogenetik ditemukan dua kelompok An. vagus dengan marka mtDNA COI 

distance 0.00-0.02 dan satu kelompok besar pada marka nDNA ITS2 dan mtDNA 

ND6 dengan distance 0.00-0.01. 

Hasil keragaman ditemukan nyamuk genus Anopheles di kedua kabupaten 

tergolong rendah. Morfologi nyamuk An. vagus yamg ditemukan pada sampel 

lapangan tidak memiliki perbedaan dengan kunci bergambar. Pemeriksaan 

sekuensing dengan marka nDNA ITS2 dan mtDNA ND6 ditemukan variasi yang 

sangat minimal dengan tingkat similiritas 99-100% pada nyamuk sampel. 

Meskipun pada pemeriksaan hasil sekuensing dengan mtDNA COI mendapatkan 

polimorfisme atau variasi lebih tinggi dari marka lainnya dengan tingkat 

similaritas sebesar 98% pada sampel dari Sumatera Barat, dan pada filogenetik 

berada pada kelompok yang berbeda, namun dengan distance yang rendah yakni 

0.01-0.02 lebih menunjukkan adanya variasi intraspesifik. Sehingga disimpulkan 

An. vagus dengan marka nDNA ITS2, mtDNA COI, dan mtDNA ND6 

menunjukkan An. vagus Indonesia merupakan spesies monofiletik. 

Kata Kunci. An. vagus, An. limosus, morphology, metaphase karyotypes, crossing 

experiment, dan molekuler. 
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SUMMARY 

Indonesia is a country in Southeast Asia that still has malaria. The literature 

review as a preliminary study found that An. vagus as a malaria vector in Southern 

Sumatra and also Anopheles vagus based on the ITS2 nDNA marker shows a 

relationship as a monophyletic species and with An. limosus is a conspecific species 

even though morphologically different. This research aims to identify the diversity of 

mosquitoes in malaria endemic areas in South Sumatra and Lampung Provinces, re-

examine and analyze the morphological, molecular and phylogenetic results of the 

An. vagus  and An. limosus in Indonesia, and in addition, examination of metaphase 

karyotyping and crossmating experiments to obtain the conclusion whether An. vagus 

is a monophyletic species or has become one of the species complex. 

This research was a descriptive study of field surveys and laboratory analysis 

with a molecular study approach. Sampling was carried out in May-August 2023. 

Field sampling locations were in Pulau Panggung Village and Muara Emil Village, 

Muara Enim Regency, South Sumatra Province and Gayau-Durian Village, 

Pesawaran Regency, Lampung Province. Molecular samples used specimen of DNA 

isolates and intact mosquitoes An. vagus originating from South Sumatra, Lampung, 

West Sumatra, South Sulawesi and East Java. The total samples for molecular 

examination came from five provinces. 

Mosquito caught at 18.00‒06.00 WIB with aspirator using three methods 

namely: Human Landing Collection (HLC), Cattle Bait Collection (CBC), and 

Resting Collection (RC). The larvae were collected in the breeding habitat. 

Morphological examination was carried out under a microscope and examined with 

an Anopheles key. Colonization and rearing were carried out to obtain F1 offspring 

which will be used in the metaphase karyotyping examination of An. vagus and An. 

limosus. The F1 offspring will also be used to examine crossmating experiments for 

An. vagus and An. limosus. DNA isolates were extracted using Qiagen kit®.  In the 

molecular examination, three pairs of primers were used which are species markers, 

namely nDNA ITS2, mtDNA COI and mtDNA ND6 which were specifically 

designed for this research. Sequencing was carried out using the Sanger method, and 
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phylogenetic tree analysis was carried out using the Neighbor-Joining method with 

bootstrap replicate 1000x and a bootstrap value of 70%. 

The specific diversity index for the genus Anopheles in two districts 

respectively is 0.66; 0.82; and 0.35. When observing the morphology of the sample 

mosquito, it was found that    An. vagus was characterized by the length of the pale 

band on the palpi three times the length of the dark band below and there are four pale 

bands on the costa. Colonization and rearing of the An. vagus has not been 

successfully, so that karyotyping examination could not be carried out in this study. 

Anopheles limosus has not been found in all field sample surveys so that crossmating 

experiments cannot be done. Sequencing results of mosquito An. vagus samples from 

Indonesia showed a similarity of 98.26-100% with the mtDNA COI, while with 

nDNA ITS2 showed a similarity of 99-100%, and with mtDNA ND6 a similarity of 

100%. Phylogenetic results found two groups of An. vagus with mtDNA marker COI 

with distance range in 0.00-0.02. The distance with marker  nDNA ITS2 and mtDNA 

ND6 range in 0.00-0.01, and divided in one large group for all sample. 

The diversity of mosquitoes of the Anopheles genus in both districts is 

relatively low. Anopheles vagus found in the field samples did not differ from the 

pictured key. Sequencing examination with nDNA ITS2 and mtDNA ND6 markers 

found very minimal variations with a similarity level of 99-100% in the sample 

mosquitoes. Even though when examining the sequencing results with mtDNA COI, 

polymorphism or variation was higher than other markers with a similarity level of 

98% in samples from West Sumatra, and phylogenetically it was in a different group, 

but with a low distance of 0.01-0.02,  it was more indicative of its presence 

intraspecific variation. So it can be concluded that An. vagus with nDNA ITS2, 

mtDNA COI, and mtDNA ND6 markers showing An. vagus in Indonesia is a 

monophyletic species. 

Keywords. An. vagus, An. limosus, morphology, metaphase karyotypes, crossing 

experiment, and molecular. 

Citations. 181 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Wilayah Asia Tenggara secara global masih menjadi wilayah tertinggi kedua 

kasus malaria setelah Afrika.1 Diperkirakan delapan juta kasus dan 11.600 

kematian akibat malaria di kawasan ini. Indonesia sebagai negara di kawasan Asia 

Tenggara masih berstatus endemis malaria. Ada sebanyak 214 kabupaten/kota di 

Indonesia yang masih endemis malaria tersebar dari Sumatera hingga Papua.2 

Pada tahun 2023, dua kabupaten masih endemik di Provinsi Sumatera Selatan, 

yaitu Kabupaten Lahat dan Muara Enim.3 Dua kabupaten yang masih endemis 

malaria di Provinsi Lampung yaitu Kabupaten Pesawaran, dan Kota Bandar 

Lampung.4  

Nyamuk Anopheles berperan sebagai vektor malaria.5 Tercatat sebanyak 80 

spesies Anopheles di Indonesia,  dengan 26 spesies di antaranya merupakan vektor 

malaria.6 Spesies nyamuk Anopheles dibedakan satu dengan lainnya dengan 

mengidentifikasi morfologi sebagai metode standar untuk mengidentifikasi 

spesies nyamuk berdasarkan karakter eksternal mereka. Spesies nyamuk yang 

berbeda menunjukkan ciri morfologi yang dapat dibedakan pula sesuai kunci 

taksonomi.7 Namun ada kelompok nyamuk Anopheles yang memiliki morfologi 

yang mirip atau hampir tidak dapat dibedakan namun terisolasi secara reproduktif 

dalam takson dikenal sebagai spesies samar atau kriptik atau spesies isomorfik.8  

Dalam satu kelompok spesies Anopheles yang sama terkadang menunjukkan 

perbedaan yang jelas pada pemilihan habitat peristirahatan, preferensi untuk 

memakan inang, laju perkembangan resistensi terhadap insektisida, dan 

kerentanan terhadap mendapatkan infeksi. Semua perbedaan ini dapat 

menunjukkan keberadaan spesies kriptik dalam spesies yang telah ada (spesies 

dalam unit nomenklatur taksonomi). Perbedaan-perbedaan perilaku dapat 

ditemukan bersamaan dengan variasi genetik pada pemeriksaan filogenetik. 

Namun, hal ini tidak dapat memberikan status “spesies” pada populasi sehingga 

bukan dianggap sebagai spesies baru melainkan bagian dari spesies yang telah ada 
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dalam populasi dan sering diistilahkan sebagai kompleks spesies (species 

complexes).9  Terdapat dua belas spesies nyamuk Anopheles spp kawasan Asia 

Tenggara terdata sebagai Anopheles species complexes.9 An. sundaicus, An. 

maculatus, An. barbirostris, dan An. punctulatus merupakan Anopheles species 

complexes yang telah terbukti di Indonesia memiliki beberapa variasi genetik.10–12  

Pada pemeriksaan keragaman dan variasi genetik, gen nuclear Internal 

Transcribed Spacer (ITS),  mitochondrial Cytochrome Oxidase (COI), 

Cytochrome b (Cyt b), adalah alat diagnostik yang cukup handal dalam 

mempelajari keragaman tersebut dan mencari hubungan intraspesifik kekerabatan 

antarnyamuk.10,11,13–17  Nukelar DNA (nDNA) ITS2 memiliki region yang sangat 

terkonservasi, mudah dalam amplifikasi karena ukuran marka molekuler ini relatif 

tidak terlalu panjang dengan kisaran 400–700 pb, serta kemampuan sekuen 

tersebut untuk membedakan antar spesies dan taksa di atasnya.18 Namun marka ini 

kurang mampu membedakan variasi intraspesies.  Sebaliknya marka DNA 

mitokondrial (mtDNA) COI memiliki laju evolusinya yang lebih cepat 

dibandingkan nDNA ITS2 membuat marka ini dapat mengindentifikasi spesies 

nyamuk yang berkerabat sangat dekat seperti pada spesies kriptik dan siblings 

species.19,20  Namun, gen marka mtDNA COI mungkin tidak dapat diterapkan 

secara universal untuk mengidentifikasi semua spesies nyamuk tertentu dari 

Anopheles dan Culex.7,19 Marka mtDNA ND6 merupakan bagian unit gen pada 

mitokondrial merupakan pilihan marka yang baru yang dipakai mulai tahun 

2000an, dengan wilayah gen yang lebih bervariasi dari mtCOI dan mampu 

membedakan  Anopheles species complex pada Leucosphyrus Group, sebagian 

Nyssorhynchus Group dan Hyrcanus Group.21–23 

Anopheles vagus subgenus Cellia menjadi vektor penyakit malaria, 

filariasis, dan Japanese Enchepalitis (JE) di Indonesia.6,24 Meski hingga saat ini, 

An. vagus bukanlah vektor utama malaria, di beberapa negara di Asia, nyamuk ini 

telah dipastikan sebagai vektor sekunder malaria.25–29 Populasi nyamuk ini 

melimpah di daratan Asia dan kawasan Asia Tenggara, terutama di India, 

Thailand, Bangladesh, China dan Indonesia.30–32 Nyamuk An. vagus telah 

terkonfirmasi menjadi vektor dengan ditemukannya sporozoit Plasmodium spp  
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yamg berasal dari wilayah Kabupaten Lahat, Muara Enim, dan Ogan Komering 

Ulu (OKU) Selatan.33,34 Parasit Plasmodium spp juga ditemukan pada nyamuk ini 

bersama nyamuk lainnya seperti An. barbirostris, An. subpictus, An. sundaicus 

yang berasal dari Kabupaten Pesawaran yang diperiksa dengan metode nested 

Polymerase Chain Reaction (Nested PCR).35 

Dahulu, An. vagus memiliki subspesies yang dipisahkan melalui perbedaan 

morfologi, yaitu Anopheles vagus limosus, awalnya subspecies ini dilaporkan 

berasal dari pulau Filipina.30 Anpheles vagus limosus kemudian dipromosikan 

sebagai spesies baru berdasarkan perbedaan morfologi oleh Ramalingan et al 

(1974), yang mengumpulkan dua subspesies tersebut pada spesiasi simpatrik di 

Sabah, Malaysia.36 Dalam klasifikasi kladistik Anopheles saat ini, An vagus dan 

An limosus diperlakukan sebagai spesies yang terpisah berdasarkan morfologi dan 

morphometric nya pada nomenklatur Harbach.37,38   

Anopheles vagus telah dicurigai sebagai kompleks spesies. Penelitian An. 

vagus secara morfologi, kromosom, ekologi, dan  molekuler telah di lakukan pada 

beberapa kawasan Asia, Sulawesi dan Jawa Indonesia serta Timor timur dengan 

beragam metode dan hasil yang berbeda baik secara morfologi, karyotyping, 

maupun molekuler.39,40,49–51,41–48 Hal ini terangkum dalam penelitian literatur 

review sebagai studi pendahuluan dengan menganalisis semua hasil penelitian 

yang terkait kecurigaan An. vagus sebagai species complex. Literatur review yang 

telah dipublikasi mendapatkan hasil bahwa sekuens An. vagus berdasarkan marka 

ITS2 menunjukkan kekerabatan sebagai spesies monofiletik dan bersama An. 

limosus bersifat conspesific species (sejenis) meskipun karakteristik morfologinya 

berbeda.52  

Atas dasar hasil penelitian literatur review tersebut, menjadi dasar penulis 

dalam melakukan penelitian terhadap nyamuk An. vagus kawasan Indonesia 

secara umum dan kawasan Sumatera Bagian Selatan yang masih berstatus 

endemis malaria secara khusus dengan menganalisis dan memeriksa kembali 

apakah An. vagus sebagai satu spesies monofiletik dan apakah An. vagus dan An. 

limosus sebagai conspesific species dengan menggunakan marka nITS2, mtCOI, 

dan menggunakan marka baru mtDNA ND6. Penggunaan ketiga marka molekuler 
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ini dalam penelitian dapat saling menutupi kekurangan dalam analisis pada 

masing-masing sekuens genom, dan juga untuk saling mengkonfirmasi variasi 

genetik yang ada untuk membuat suatu hubungan kekerabatan dalam pohon 

filogenetik. Selain pemeriksaan molekuler, pemeriksaan metaphase karyotype dan 

uji coba perkawinan silang antara An. vagus dan An. limosus dapat menjadi bukti 

tambahan untuk memastikan statusnya sebagai conspesific species atau species 

complex. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Dari latar belakang yang dipaparkan tersebut, beberapa pertanyaan 

penelitian yang dirangkum sebagai berikut: 

1.2.1. Bagaimana keragaman dan kelimpahan nyamuk spesies Anopheles spp 

yang tertangkap di Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan dan 

Kabupaten Pesawaran Provinsi Lampung? 

1.2.2. Apakah ada perbedaan morfologi diantara nyamuk spesies An. vagus dan 

antara spesies An. vagus dengan An. limosus yang berasal dari Kabupaten 

Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan dan Kabupaten Pesawaran 

Provinsi Lampung? 

1.2.3. Bagaimana bentuk karyotipik metafase nyamuk An. vagus dan An. limosus 

dan adakah variasi bentuk bentuk karyotipik metafase nyamuk An. vagus 

dan An. limosus yang berasal dari Kabupaten Muara Enim Provinsi 

Sumatera Selatan dan Kabupaten Pesawaran Provinsi Lampung? 

1.2.4. Apakah pada crossmating experiment pada An. vagus dan An. limosus dan 

menghasilkan keturunan yang viable? 

1.2.5. Bagaimana sekuens genetik dengan marka marka nDNA ITS2 serta marka 

mtDNA COI dan mtDNA ND6 pada An. vagus dan An. limosus yang 

berasal dari Indonesia. 

1.2.6. Adakah hubungan kekerabatan (filogenetik) pada spesies An. vagus dan 

An. limosus yang berasal dari Indonesia? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

 

1.3.1 Tujuan Umum   

1.3.1.1 Mengetahui keragaman dan kelimpahan nyamuk spesies Anopheles spp di 

Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan, dan Kabupaten 

Pesawaran Provinsi Lampung. 

 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1.3.2.1 Menganalisis bentuk morfologi di antara nyamuk spesies An. vagus dan 

An. limosus yang berasal dari Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera 

Selatan dan Kabupaten Pesawaran Provinsi Lampung. 

1.3.2.2 Menganalisis bentuk kariotipik metafase nyamuk An. vagus yang berasal 

dari Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan dan Kabupaten 

Pesawaran Provinsi Lampung. 

1.3.2.3 Menganalisis hasil crossmating experiment diantara nyamuk An. vagus 

dan An. limosus.  

1.3.2.4 Menganalisis sekuens genetik dengan marka nDNA ITS2, mtDNA COI 

dan mtDNA ND6 spesies An. vagus dan An. limosus yang berasal dari 

Indonesia. 

1.3.2.5 Menganalisis hubungan kekerabatan (filogenetik) nyamuk An. vagus dan 

nyamuk An. limosus yang berasal dari Indonesia. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Menguatkan teori sebelumnya, bahwa nyamuk An. vagus dari wilayah 

Indonesia sebagai spesies monofiletik dan An. vagus dan An. limosus 

sebagai conspesific species. 

1.4.2 Menjadi rujukan bagi penelitian berikutnya penggunaan desain primer 

mtDNA ND6 pada penelitian ini, terhadap spesies Anopeheles lainnya 

dalam Pyrethoporus series. 

1.4.3 Memberikan informasi kepada dinas terkait dalam upaya eliminasi 

sekaligus mempertahankan status eliminasi malaria khususnya di 

Sumatera Selatan. 
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1.5 Kebaruan Penelitian 

1.5.1   Keragaman nyamuk di Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan 

dan Kabupaten Pesawaran Provinsi Lampung. 

1.5.2   Desain primer mtND6 sebagai barcoding DNA spesies An. vagus. 

1.5.3 Hubungan kekerabatan (phylogenetic tree analysis) pada An. vagus 

wilayah Indonesia yang diidentifikasi dengan marka nDNA ITS2, MtDNA 

COI, dan MtDNA ND6. 
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