	ACARA I

PENGGUNAAN LALAT Drosophila 
SEBAGAI ORGANISME PERCOBAAN GENETIKA


	LANDASAN TEORI

	Organisme yang akan digunakan sebagai materi percobaan genetika perlu memiliki beberapa sifat yang menguntungkan, antara lain mudah diperoleh, mudah dipelihara, mudah diamati, dapat berkembang biak dengan cepat, serta menghasilkan keturunaan dalam jumlah besar pada setiap masa reproduksi.  Salah satu organisme yang memenuhi syarat tersebut adalah lalat Drosophila. Spesies-spesies Drosophila, khususnya D. melanogaster, mempunyai banyak sekali tipe mutan yang sangat memungkinkan dilakukannya berbagai percobaan mengenai pola pewarisan sifat, sementara tipe liarnya begitu mudah diperoleh dengan cara memasang jebakan makanan berupa buah yang dimasukkan ke dalam botol.  Ukuran kromosomnya yang cukup besar dan jumlahnya yang hanya empat pasang menyebabkan lalat ini menarik untuk dijadikan model dalam studi genetika yang melibatkan pengamatan kromosom.

	Daur hidup lalat Drosophila relatif pendek, terdiri atas tahap-tahap sebagai berikut.



	1. Telur

	Individu betina dewasa bertelur dua hari setelah keluar dari pupa.  Masa bertelur ini berlangsung lebih kurang selama 1 minggu, dengan jumlah telur 50 hingga 75 butir/hari.  Telur diletakkan di permukaan makanan.  Bentuknya oval, memiliki struktur seperti kait yang berfungsi sebagai pengapung untuk mencegah agar tidak tenggelam ke dalam makanan yang berbentuk cair.  Diameternya 0,5 mm sehingga dapat dilihat dengan mata telanjang.  Tahap telur berlangsung selama lebih kurang 24 jam.



	2. Larva

	Larva berwarna putih dengan panjang 4,5 mm dan bersegmen.  Mulut berwarna hitam dan bertaring.  Larva hidup di dalam makanan dan aktivitas makannya sangat tinggi.  Pada tahap larva terjadi dua kali pergantian kulit, dan periode di antara masa pergantian kulit dinamakan stadium instar. Dengan demikian, dikenal tiga stadium instar, yaitu sebelum pergantian kulit yang pertama, antara kedua masa pergantian kulit, dan setelah pergantian yang kedua. Di akhir stadium instar ketiga, larva keluar dari media makanan menuju ke tempat yang lebih kering untuk berkembang menjadi pupa.  Secara keseluruhan tahap larva memakan waktu kira-kira satu minggu.


	3. Pupa

	Pupa memiliki kutikula yang keras dan berwarna gelap.  Panjangnya 3 mm.  Tahap pupa berlangsung sekitar lima hari.


	4. Dewasa (imago)

	Lalat dewasa yang baru keluar dari pupa sayapnya belum mengembang , tubuhnya berwarna bening.  Keadaan ini akan berubah dalam beberapa jam. Lalat betina mencapai umur matang kelamin dalam waktu 12 hingga 18 jam, dan dapat bertahan hidup selama lebih kurang 26 hari. Ukuran tubuhnya lebih panjang daripada lalat jantan.  Pada permukaan dorsal, abdomen lalat betina berwarna lebih gelap daripada lalat jantan.  Sementara itu, pada bagian kaki lalat jantan terdapat struktur yang dinamakan sisir kelamin (sex comb). Lalat betina tidak memiliki struktur ini.



	TUJUAN

1. Menyediakan medium kultur bagi Drosophila 

2. Membuat kultur Drosophila 
3. Membuat subkultur Drosophila 
4. Melakukan pengamatan morfologi Drosophila 

5. Melakukan pengamatan daur hidup Drosophila
6. Mengisolasi betina virgin



	BAHAN DAN ALAT

1. Lalat Drosophila tipe liar koleksi praktikan

2. Bahan medium kultur, misalnya pisang, tape singkong, gula merah, ragi, dan agar

3. Zat anti jamur (mold inhibitor)
4. Blender

5. Kertas saring

6. Autoklaf

7. Cawan petri

8. Botol eterisasi

9. Botol penangkap lalat 

10. Botol kultur

11. Eter

12. Kuas kecil

13. Sedotan plastik transparan

14. Pinset

15. Busa

16. Mikroskop binokuler



	CARA KERJA

	1. Pembuatan Medium Kultur untuk Tipe Liar

	1. Sterilkan botol kultur, sumbat, pinset, sendok, dan kertas saring dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama 15 menit pada tekanan 1 atm.

2. Dengan menggunakan blender campurkan pisang dan tape singkong dengan perbandingan 6 : 1 serta zat anti jamur (sodium benzoat) hingga menjadi medium kultur yang homogen.

3. Masukkan sebanyak lebih kurang 20 mL medium tersebut ke dalam botol kultur, lalu tutuplah dengan sumbat busa dan diautoklaf pada suhu 121 oC selama         15 menit dengan tekanan 1 atm.

4. Masukkan lipatan kertas saring steril dalam posisi berdiri dengan maksud untuk menghisap air pada medium dan sebagai tempat melekatnya larva sewaktu membentuk pupa.

5. Tutuplah segera botol kultur dengan sumbat.

6. Diamkan pada suhu kamar hingga medium memadat


	2.  Pembuatan Medium Kultur untuk Tipe Mutan

	1. Campurkan pisang (550 g), air (550 ml), gula merah (45 g), ragi (22 g), agar (7 g), dan beberapa tetes sodium benzoat, lalu homogenkan dengan blender.

2. Masukkan sebanyak lebih kurang 20 mL medium tersebut ke dalam botol kultur, lalu tutuplah dengan sumbat busa dan diautoklaf pada suhu 121 oC selama 15 menit dengan tekanan 1 atm.

3. Diamkan pada suhu kamar hingga medium memadat.



	3.   Pembuatan Kultur Drosophila

	1 Letakkan botol penangkap lalat berisi medium kultur pisang tape di sembarang tempat.  Setelah kira-kira 24 jam akan masuk sejumlah lalat ke dalam botol tersebut, lalu segera tutup dengan sumbatnya.

2 Biuslah lalat hasil tangkapan tersebut menggunakan eter. Kemudian, dalam keadaan pingsan, pindahkan lalat ke dalam botol kultur.  Agar tidak melekat pada medium yang basah, letakkan lalat tersebut pada kerucut kertas saring.

3. Simpanlah kultur pada tempat yang tidak terkena sinar matahari langsung pada suhu 25oC.


	4.   Pembuatan Subkultur Drosophila

	Lakukan pemindahan lalat secara langsung dari botol kultur lama ke botol kultur baru tanpa melalui pembiusan dengan cara meletakkan botol kultur baru di atas botol kultur lama dengan posisi terbalik. Gelapkan botol kultur lama menggunakan tangan atau kertas sehingga lalat akan bergerak naik ke botol kultur baru.



	5.   Pengamatan Morfologi

	1. Hentakkan botol kultur pada bantalan karet atau telapak tangan beberapa kali hingga lalat berjatuhan di dekat dasar botol.

2. Bukalah sumbat botol secepatnya, lalu tempatkan botol esterisasi pada mulut botol kultur.

3. Balikkan kedudukan botol tersebut (botol esterisasi di bawah botol kultur).  Akan tetapi, bila botol kultur berair, biarkan botol tersebut pada kedudukan semula.

4. Peganglah kedua botol erat-erat dan ketuk-ketuklah botol kultur hingga lalat pindah ke botol eterisasi.

5. Segera setelah lalat pindah ke botol eterisasi, tutuplah botol ini dengan sumbat yang dibubuhi sedikit eter.

6. Bila lalat terlihat sudah tidak bergerak lagi, tunggulah 30 detik, lalu keluarkanlah isi botol ke cawan petri, untuk dilakukan pengamatan morfologinya.

7.   Untuk memasukkan kembali lalat yang telah diamati, dapat digunakan kerucut kertas sebagai sendok.

	Catatan:

· Pembiusan yang terlalu lama dapat membunuh lalat tersebut, dan kematian lalat ditandai dengan sayap yang membentang tegak lurus tubuh.

· Biasanya lalat akan terbius dalam jangka waktu 5 hingga 10 menit.  Bila lalat tersebut telah terbangun sebelumnya, maka dapat dilakukan pembiusan ulang.

· Pengerjaan lalat selama pengamatan dilakukan dengan kuas kecil.


	6.  Pengamatan Daur Hidup

	Catatlah setiap tahap perkembangan lalat Drosophila mulai dari telur hingga menjadi lalat dewasa yang menghasilkan telur lagi.



	7.  Isolasi Betina Virgin

	1. Keluarkan semua lalat dewasa (imago) dari botol kultur yang sudah banyak mengandung pupa, jangan sampai ada yang tertinggal satu pun.

2. Pindahkan pupa ke dalam sedotan plastik transparan menggunakan pinset secara hati-hati, lalu tutuplah kedua ujung sedotan dengan busa.

3.  Setelah 4 hingga 5 hari amati lalat yang keluar dari pupa.  Lalat betina yang diperoleh adalah virgin.

	Catatan:
· Individu betina virgin adalah betina yang sama sekali belum pernah dibuahi oleh induk jantan. Individu semacam ini diperlukan untuk penyilangan antara dua strain yang berbeda.  Lalat betina dapat menyimpan dan memakai sperma suatu pembuahan dalam jangka waktu yang panjang sehingga individu betina untuk keperluan penyilangan tersebut harus berupa betina virgin.



	HASIL

	1. Buatlah label pada botol kultur, subkultur, dan kultur betina virgin, yang memuat informasi mengenai asal koleksi, tanggal koleksi, tanggal kultur, jenis individu kultur, dan nama kolektor.

2. Gambarlah morfologi lalat jantan dan betina atas dasar pengamatan mikroskopis.

3. Buatlah catatan daur hidup Drosophila.




