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ABSTRAK

ANALISIS mtDNA BERDASARKAN PROFIL GEN 16S rRNA PADA
LEBAH TANPA SENGAT (Stingless bee) di KABUPATEN LAMPUNG
TIMUR

Oleh

Aulia Imtitsal

Lebah tanpa sengat memiliki lebih dari 600 spesies di seluruh dunia. Distribusi
wilayah persebaran lebah tanpa sengat di dunia dibagi menjadi 3, yaitu
Neotropical, Afrotropical, dan Australasian. Sebanyak 46 spesies dalam 10
genus lebah tanpa sengat yang telah tercatat dari Indonesia, sebanyak 23 jenis
lebah tanpa sengat ditemukan di Sumatera. Keragaman lebah tanpa sengat dan
hubungan kekerabatan dapat diketahui dengan melakukan identifikasi
morfologi. Penggunaan analisis morfologi memiliki  kelemahan  seperti
rendahnya nilai konsistensi yang menunjukkan hubungan filogenetik pada
tingkat variasi spesies. Analisis filogenetik penting dilakukan untuk mengetahui
berbagai keragaman lebah tanpa sengat yang dapat menjadi salah satu upaya
konservasi lebah tanpa sengat di Kabupaten Lampung Timur, sehingga perlu
dilakukan analisis molekuler keragaman lebah tanpa sengat menggunakan
DNA mitokondria (mtDNA) pada lebah. Gen 16S rRNA merupakan gen
penyandi mtDNA yang paling informatif untuk filogenetik terutama pada ordo
Hymenoptera. Penelitian ini bertujuan untuk deteksi keragaman spesies lebah
tanpa sengat secara molekuler dengan profil gen 16S rRNA di Kabupaten
Lampung Timur. Metode yang digunakan adalah isolasi DNA, amplifikasi gen
DNA, elektroforesis dan visualisasi, sekuensing serta analisis hasil sekuensing
dengan perangkat lunak menggunakan Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) dan konstruksi pohon filogenetik menggunakan Molecular Evolution
Genetic Analysis (MEGA11) dengan metode maximum likelihood serta metode
bootsrap sebanyak 1000 pengulangan. Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan didapatkan hasil bahwa ketiga sampel lebah tanpa sengat memiliki
hubungan kekerabatan yang dekat dengan spesies Heterotrigona itama dengan
nilai jarak genetik 0,0176 dengan homologi 97,95% menunjukkan tingkat
keragaman genetic yang rendah.

Kata kunci: Lebah tanpa sengat, Analisis Molekuler, Gen 16S rRNA,
Filogenetik.



ABSTRACT

mtDNA ANALYSIS BASED ON 16S rRNA GEN PROFILE OF
STINGLESS BEES IN EAST LAMPUNG DISTRICT

By
Aulia Imtitsal

Stingless bees have more than 600 species worldwide. The distribution area
of stingless bees in the world is divided into 3, Neotropical, Afrotropical,
and Australasian. A total of 46 species in 10 genus of stingless bees have
been recorded in Indonesia, 23 species of stingless bees were found in
Sumatra. The diversity of stingless bees and the kinship of each group of
bees known by conducting morphological identification. However, the use
of morphological characteristic has shortcomings such as low consistency
values for phylogenetic relationships at the species variation level.
Phylogenetic analysis is important to determine the diversity of stingless
bees which can be one of the conservation efforts of stingless bees in East
Lampung. It is necessary to conduct molecular analysis of stingless bee
diversity using mitochondrial DNA (mtDNA) in bees. The 16S rRNA gene is
the most informative mtDNA encoding gene for phylogenetics, especially
in the order Hymenoptera. This study aims to detect the diversity of
stingless bee species molecularly with 16S rRNA gene profiles in East
Lampung Regency. The methods used were DNA isolation, DNA gene
amplification, electrophoresis and visualization, sequencing and analysis of
sequencing results with software using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) and phylogenetic tree construction using Molecular
Evolution Genetic Analysis (MEGA 11) with the maximum like lihood
method and the boots method. Based on the research that has been done,
the results show that the three stingless bee samples have a close kinship
with the Heterotrigona itama species with a genetic distance value of
0.0176 with 97.95% homology showing a low level of genetic diversity.

Keywords: Stingless bee, Molecular Analysis, 16S rRNA gene,
Phylogenetic.
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keanekaragaman makhluk hidup dipengaruhi oleh perbedaan kecepatan
spesiasi, tingkat kepunahan, dan migrasi yang terjadi di suatu tempat.
Keanekaragaman hayati yang dimiliki Indonesia meliputi keanekaragaman
gen, spesies, dan makhluk hidup termasuk tumbuhan dan hewan yang
tersebar di seluruh wilayah Indonesia. Salah satu manfaat memiliki
keanekaragaman hayati yang beragam yaitu dapat menjadi alternatif untuk
meningkatkan kesejahteraan dan kemakmuran bangsa Indonesia (Harjanto
dkk., 2020).

Salah satu keanekaragaman hayati yang dimiliki Indonesia yaitu spesies lebah
yang tersebar di Indonesia. Jenis lebah terdiri dalam dua kelompok yaitu lebah
bersengat dan lebah tanpa sengat. Lebah tanpa sengat memiliki banyak
keunggulan dibandingkan dengan lebah bersengat. Salah satu keunggulan
yang dimiliki lebah tanpa sengat yaitu menghasilkan propolis yang telah
menunjukkan aktivitas antioksidan, antimikroba, antikanker dan khasiat
lainnya (Toledo et al., 2022). Nama lebah tanpa sengat yang umum
digunakan seperti kelulut (Riau dan Sumatera Selatan), galo-galo (Sumatera
Barat), teuweul (Jawa Barat dan Banten), klanceng (Jawa), dan emuk
(Sulawesi Selatan) (Janra dkk., 2020).

Lebah tanpa sengat memiliki lebih dari 600 spesies di seluruh dunia.
Distribusi wilayah persebaran lebah tanpa sengat di dunia dibagi menjadi

3, yaitu Neotropical, Afrotropical, dan Australasian. Lebah tanpa sengat yang



telah tercatat dari Indonesia sebanyak 46 spesies dalam 10 genus dan 23 jenis

lebah tanpa sengat ditemukan di Sumatera (Azizi dkk., 2020).

Keragaman lebah tanpa sengat dan hubungan kekerabatan masing-masing
kelompok lebah tanpa sengat dapat diketahui dengan melakukan identifikasi
morfologi. Analisis secara morfologi digunakan untuk mengetahui
keanekaragaman suatu spesies dengan mengamati ciri-ciri tubuh yang dimiliki
hewan. Data morfologi dapat digunakan untuk menjelaskan perbedaan dan
persamaan antar populasi dan menggambarkan kekerabatan morfologi populasi
(Efin dkk., 2019). Penggunaan data morfologi memiliki kekurangan seperti
rendahnya nilai konsistensi yang menunjukkan hubungan filogenetik pada
tingkat variasi spesies, sehingga perlu dibandingkan dengan data molekuler

untuk mendapatkan hasil yang maksimal (Trianto dan Purwanto, 2020).

Genetika molekuler berguna sebagai ilmu dan alat untuk melakukan
identifikasi dalam kegiatan konservasi seperti menentukan spesies dan
subspesies dan menentukan kelangsungan populasi. Semua informasi memiliki
aplikasi dalam konservasi. Genetika molekular telah dimanfaatkan untuk
memberikan rekomendasi konservasi pada tingkat gen, spesies, dan ekosistem
yang selalu berubah (Tammu, 2018).

Analisis molekuler keragaman lebah tanpa sengat dapat menggunakan DNA
mitokondria (mtDNA) lebah. DNA mitokondria bersifat khusus yaitu
diturunkan melalui induk betina tanpa mengalami rekombinasi. Pada lebah,
semua keturunan dari ratu yang sama membawa DNA mitokondria yang sama
sehingga individu-individu hibrid yang ada tidak membawa mtDNA parental,
Hibrid tersebut hanya rnengandung mtDNA dari induk betinanya. Keunikan
sistem penurunan yang menarik ini telah dimanfaatkan dalam berbagai bidang
yaitu penentuan hubungan kekerabatan, studi evolusi dan migrasi global
manusia modern, bidang forensik dan identifikasi penyakit genetik (Ratnayani
dkk., 2007). Salah satu gen penanda yang berasal dari DNA mitokondria yaitu
gen 16S rRNA.



Analisis molekuler menggunakan gen 16S rRNA telah terbukti berhasil dalam
studi filogenetik lebah, dan keluarannya berupa data pohon filogenetik
(Rasmussen dan Cameron, 2007). Pada penelitian Baharuddin dkk. (2014)
telah dilakukan konfirmasi spesies pada Trigona sp. di Malaysia dengan
menggunakan gen rRNA mitokondria 16S parsial. Gen 16S rRNA dapat
digunakan sebagai penanda molekuler karena molekul ini memiliki
perbandingan urutan basa yang konservatif berguna untuk mengkonstruksi
pohon filogenetik universal karena mengalami perubahan relatif lambat.
Sebaliknya, urutan basa yang bersifat variatif dapat digunakan untuk melacak
keragaman dan menempatkan galur-galur dalam satu spesies (Pangastuti,
2006).

Studi keragaman genetik menggunakan DNA miktokondria dapat
menghasilkan konstruksi filogenik dari spesies yang saling berdekatan. DNA
mitokondria memiliki hanyak sifat khusus dan positif yang dapat dijadikan
sehagai penanda variasi genetik sehingga besar sekali manfaatnya untuk studi
keragarman genetik.Whitfield dan Cameron (1998) mendukung bahwa gen 16S
rRNA mitokondria memiliki keunggulan sebagai gen yang paling informatif
untuk filogenetik analisis antara spesies atau populasi yang berkerabat dekat.
Beberapa penelitian deteksi spesies lebah tanpa sengat menggunakan gen 16 S
rRNA telah dilakukan di Indonesia yaitu di Taman Nasional Halimun Salak,
Jawa Barat (Pratama dkk., 2023) dan Yogyakarta (Purwanto dan Trianto,
2020), tetapi belum tercatat adanya penelitian tentang keragaman genetik

lebah tanpa sengat di Kabupaten Lampung Timur.

1.2 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Mengetahui spesies lebah tanpa sengat secara molekuler
berdasarkan profil gen 16S rRNA di Kabupaten Lampung Timur.
2. Mengetahui kekerabatan spesies lebah tanpa sengat dengan

melakukan konstruksi peta filogenetik.



1.3 Kerangka Teoritis

Lebah masuk dalam kelompok Apideae dan memiliki 3 subfamili yaitu Apinae
(lebah madu), Bombiinae (lebah tukang kayu) dan Meliponinae (lebah tanpa
sengat). Dalam klasifikasi dunia serangga lebah ke dalam ordo Himenoptera
yang artinya “sayap bening”. Lebah madu dibagi menjadi dua kelompok, yaitu

lebah bersengat dan lebah tanpa sengat (Sadam dkk., 2016)

Lebah tanpa sengat memiliki banyak keunggulan dibandingkan dengan lebah
bersengat. Salah satu keunggulan yang dimiliki lebah tanpa sengat yaitu
menghasilkan propolis lebih banyak dibandingkan lebah bersengat.

Studi keanekaragaman genetik dari lebah tanpa sengat akan memberikan
informasi terkait hubungan keanekaragaman dengan potensi pengembangan
atau pendayagunaan dari spesies lebah di suatu wilayah. Upaya konservasi
pada lebah juga dapat dilakukan dengan mengetahui keanekaragaman genetik
dan kekerabatan antar spesies lebah. Hal ini disebabkan karena tinggi
rendahnya keragaman genetik menentukan kemampuan beradaptasi suatu
spesies dalam jangka pendek dan jangka panjang (Mas’ud dkk., 2023).

Salah satu analisis keanekaragaman spesies yang akurat yaitu dengan
menggunakan analisis molekuler dengan menggunakan DNA mitokondria pada
lebah. Hal ini dikarenakan DNA mitokondria memiliki laju mutasi lebih tinggi
daripada DNA inti dan DNA mitokondria bersifat monofiletik, diturunkan
secara maternal dalam bentuk haploid berdasarkan garis keturunan maternal.
DNA mitokondria hewan secara umum memiliki gen yang digunakan sebagai
penanda dari gen pengkode protein yaitu cytochrome c oxidase | (COI) dan
cytochrome b (cyt-b), sedangkan dari gen RNA ribosom adalah 12S rRNA dan
16S rRNA (Rahayu dan Jannah 2020).

Gen 16S rRNA merupakan salah satu marker molekular yang digunakan dalam
klasifikasi filogenetik karena terdapat pada organisme baik yang berada pada

bacteria, archaea, dan eukarya. Informasi mengenai sekuen DNA 16S rRNA



sudah sangat banyak tersedia pada database. Pada data NCBI, sekuens jenis
lebah tak bersengat hanya terdiri dari sekuens yang menggunakan gen 16S
rRNA dan bukan gen lainnya, sehingga dapat digunakan sebagai sumber

analisis atau data pembanding sekuens (Trianto dan Purwanto, 2020).

Identifikasi spesies menggunakan analisis molekuler sangat menguntungkan.
Hal ini dikarenakan karakter molekuler lebih stabil terhadap pengaruh
lingkungan. Identifikasi dengan menggunakan sekuen DNA telah dilakukan
pada semua tingkatan takson, yaitu family, genus, dan species. Beberapa
keunggulan analisis molekuler yaitu jumlah sampel yang digunakan sedikit,
dapat diambil dari semua bagian organ tumbuhan dan hewan, dan dapat
menunjukkan variasi yang tidak dapat dilakukan dengan pengamatan morfologi
(Rahayu dan Jannah, 2020).

Analisis molekuler dilakukan dengan menggunakan Polymerase Chain
Reaction (PCR) yang dapat memperbanyak sekuen nukleotida dengan
menggunakan mesin PCR secara in vitro. PCR memiliki sensitivitas,
memberikan hasil dalam waktu yang singkat, dapat digunakan untuk
mengidentifikasi secara detail hingga tingkat spesies (Popping et al., 2010).
Analisis molekuler dengan metode PCR lebih mudah dilakukan karena dapat
dilakukan terhadap jumlah sampel DNA yang sedikit dan menggunakan primer

yang sesuai dengan gen target yang diinginkan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Lebah Tanpa Sengat (Stingless Bee)

2.1.1 Klasifikasi dan ciri umum lebah tanpa sengat

Meliponini merupakan takson lebah terbesar dengan 600 spesies yang
telah dideskripsikan. Kelompok serangga sosial ini biasa ditemukan di
saerah tropis dan subtropis, diantaranya daerah tropis Amerika
(Neotropik), Afrika sub-Sahara (Afrotropis) dan kawasan Indo-
Australia (Australasia) (Ayala et al.,2014). Keragaman jenis lebah
tanpa sengat di Indonesia tercatat sekitar 46 spesies yang tersebar di
Pulau Sumatera, Kalimantan, Jawa, Timur, Sulawesi, Ambon, Maluku
dan Irian Jaya.). Kelompok serangga eusosial ini disebut lebah tanpa
sengat (Gambar 1) (Pujirahayu dkk., 2022).

' \ & TN .' : "“\
Gambar 1. Lebah tanpa sengat (Sumber: National Geographic, 2022).

Lebah tanpa sengat terbagi dalam beberapa genus antara lain yaitu
Trigona, Geniotrigona, Teterotrigona, Lepidotrigona, Tetragonula, dll
(Rasmussen, 2008). Lebah tanpa sengat secara umum memiliki ciri-ciri
seperti tubuh yang terbagi ke dalam tiga bagian yaitu kepala, dada
(thorax), serta perut (abdomen).



Bagian dada terdapat dua pasang sayap dan tiga pasang tangkai.
Terkhusus di bagian tungkai belakang dilengkapi dengan pollen
basket, terdapat sepasang mata majemuk dan tiga mata sederhana
(ocelli) yang berada di bagian kepala, serta sepasang antena menjadi

organ peraba di dekat mata. Klasifikasi dari lebah tanpa sengat:

Kingdom : Animalia

Phyllum : Arthropoda

Class . Insecta

Order : Hymenoptera

Family : Apidae

Genus : Trigona, Geniotrigona, Heterotrigona,

Lepidotrigona, Tetragonula, dll.
(Harjanto dkk., 2020).

Lebah tanpa sengat membuat sarang dalam lubang-lubang pohon,
celah-celah dinding, dan lubang bambu di dalam rumah. Pintu keluar
masuk tersedia lubang kecil sepanjang 1 cm yang dilindungi zat
perekat. Sarang lebah tersusun atas beberapa bagian. Setiap bagian
digunakan untuk menyimpan madu, menyimpan karangan-karangan
bola berisi telur, tempayak dan kepompong, di bagian sudut terdapat
bola-bola hitam untuk menyimpan madu dan tepung sari (Rasmussen,
2008).

2.1.2 Distribusi dan Perilaku

Distribusi lebah tanpa sengat banyak ditemukan di daerah tropis
dan subtropis seperti di Amerika Selatan, Australia dan Asia
Tenggara. Lebah tanpa sengat memanfaatkan hutan sebagai
tempat tinggal dan mencari makan, sarang lebah trigona biasanya
terdapat pada pohon mati, tanah, pohon berlubang serta bangunan

yang bisa memungkinkan untuk membuat sarang, bentuk pintu



sarang lebah tanpa sengat memiliki perbedaan pada setiap genus,
mulai dari berbentuk corong, berbentuk bulat tidak beraturan, atau
tanpa tonjolan di pintu masuknya (Sanjaya dkk., 2019).

Lebah tanpa sengat hidup dengan cara eusosial, yaitu perilaku hidup
berdampingan dengan sistem yang didasarkan pada pembagian kerja.
Cara hidup ini mirip dengan lebah apis dan beberapa serangga lain
seperti semut dan rayap. Kemampuan bertahan hidup koloni lebah
tergantung pada tingkat keberhasilan lebah pekerja dalam
mengumpulkan nektar, karbohidrat, dan polen yang merupakan

sumber protein dan vitamin dari bunga (Aleixo et al., 2017).

Perilaku sosial dalam satu koloni lebah terdapat satu atau lebih ratu
lebah, ratusan lebah jantan dan ratusan bahkan sampai ribuan lebah
pekerja. Ratu lebah harus subur dan bertugas untuk bertelur serta
menjadi pemimpin koloni. Lebah tanpa sengat hidup dalam satu
koloni atau sarang yang terdiri dari lebah ratu (queen), lebah jantan
(drone) dan lebah betina sebagai lebah pekerja (worker). Ratu
memiliki warna coklat kekuningan, dan memiliki ukuran lebih besar
(3-4 kali) dibandingkan lebah betina pekerja, dengan ukuran perut
lebih besar dibanding dengan tubuhnya, ciri- ciri lainnya sayap lebah
ratu memiliki ukuran yang lebih pendek terhadap ukuran tubuh.
Lebah ratu melepaskan pheromones yang fungsinya untuk mengatur
aktivitas koloni (Wahyuningsih dkk., 2020).



2.1.3 Aspek Ekologi dan Konservasi Lebah Tanpa Sengat

Lebah merupakan serangga yang memiliki peran penting dari segi
ekologis. Lebah memberikan manfaat secara tidak langsung dalam
proses pelestarian sumber daya hutan, peningkatan produktivitas
tumbuhan, dan hubungan simbiosis mutualisme. Tumbuhan
menghasilkan banyak nektar dan pollen sebagai pakan lebah, di sisi
lain lebah memberikan bantuan dengan cara melakukan penyerbukan
pada bunga. Proses tersebut terjadi hubungan yang saling
menguntungkan antar lebah dan bunga, karena lebah mendapatkan
nektar serta pollen dari bunga, sebaliknya pada saat itu juga bunga
telah dibantu oleh lebah dalam penyerbukan (Saepudin, 2013).

Peningkatan produksi tanaman sebanyak 2 kali lipat terjadi karena
bantuan dari penyerbukan lebah. Hampir semua tanaman pertanian
ataupun perkebunan memerlukan bantuan serangga seperti lebah
untuk melakukan penyerbukan agar dapat menghasilkan biji/buah.
Tumbuhan yang tidak dapat melakukan penyerbukan sendiri sangat
membutuhkan bantuan dari lebah tanpa sangat dalam melakukan

penyerbukan (Purwantiningsih, 2014).

Lebah tanpa sengat memiliki peran besar penyerbukan di ekosistem
pertanian karena aktivitas manusia mempengaruhi peran lebah tanpa
sengat dalam melakukan penyerbukan. Berdasarkan peran pentingnya
diperlukan upaya konservasi lebah tanpa sengat untuk mendukung
pelestarian bunga dan penyerbukan di ekosistem pertanian. Menurut
International Union for Conservation of Nature (IUCN) Red List of
Threatened spesies lebah tanpa sengat tidak masuk dalam daftar
spesies terancam punah tetapi beberapa spesies lebah tanpa sengat
telah diidentifikasi sebagai spesies yang rentan terhadap kepunahan,
seperti Tetragonula sapiens dan Tetragonula laeviceps (Norowi et al.,
2010).
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2.2 DNA (Deoxyribo Nucleic Acid)

Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) adalah polimer asam nukleat yang
tersusun secara sistematis dan sebagai pembawa informasi genetik
yang diturunkan kepada keturunannya. Secara struktural, DNA
tersusun atas gula deoksiribosa, pospat, dan basa. Polimer pada
DNA membentuk struktur double heliks, kedua heliks disatukan
oleh ikatan hidrogen antara basa-basa yang terdapat dalam DNA,
yaitu adenin, sitosin, guanin, dan timin (Yuliana dan Fathurohman,
2020).

DNA terdapat pada nukleus, mitokondria, dan kloroplas.
Perbedaan ketiganya adalah DNA nukleus berbentuk linear dan
berasosiasi sangat erat dengan protein histon, sedangkan DNA
mitokondria dan kloroplas berbentuk sirkular dan tidak
berasosiasi dengan protein histon. Selain itu DNA mitokondria
dan kloroplas memiliki ciri khas, yaitu hanya mewariskan sifat-
sifat yang berasal dari garis induk betina. Sedangkan DNA
nukleus memiliki pola pewarisan sifat dari induk (Hairuddin,
2013). Sel hanya memiliki satu inti sel yang mengandung 2 set
kromosom, yaitu satu set paternal dan satu set maternal.
Meliponini memiliki jumlah kromosom 2n = 34 kromosom untuk

betina dan n = 17 untuk jantan (Teixeira et al., 2023)

2.3 Analisis DNA Mitokondria

Mitokondria adalah organel yang bertanggung jawah di dalam
metabolisme aerobik pada sel-sel eukariot. Mitokondria memiliki
molekul DNA tersendiri yang susunannya berbeda dengan DNA inti.
Setiap sel mengandung satu sampai ratusan mitokondria. DNA
mitokondria mempakan DNA utas ganda yang berbentuk sirkuler.
Mitokondria memiliki perangkat genetik sendiri yaitu DNA
mitokondria atau sering disingkat mtDNA. Dengan bantuan DNAnya,
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mitokondria mempunyai kemampuan untuk mensintesis sendiri
beberapa proteinnya. Namun bagian terbesar protein mitokondria
disandi di dalam inti sel, kemudian disintesis pada ribosom yang
bebas dalam sitoplasma dan diimpor ke dalam mitokondria (Koolman
et al., 1994).

Kelebihan dari mtDNA berbeda dengan DNA inti yaitu tingkat
evolusi lebih cepat, berukuran lebih kecil, dan terdapat dalam
jumlah copy tinggi pada DNA mitokondria dibandingkan dengan
DNA inti, sehingga DNA mitokondria mudah dalam proses isolasi.
Mitokondria memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan
gen lain dalam proses analisisnya, terutama pada ordo
Hymenoptera. Hal ini didukung oleh penelitian Nuraini dan
Purwanto (2021) bahwa gen mitokondria merupakan gen yang
paling informatif untuk analisis filogenetik antara spesies atau

populasi yang berkerabat dekat, antar suku, subfamili dan famili.

Sel dapat mengandung ratusan hingga ribuan mitokondria dan
masing-masing mitokondria dapat mengandung beberapa kopi
mtDNA. DNA inti memiliki jumlah basa yang lebih banyak
dibandingkan mtDNA, tetapi molekul mtDNA terdapat dalam
jumlah copy yang jauh lebih banyak daripada molekul DNA inti.
Salah satu gen penanda yang berasal dari DNA mitokondria yaitu
gen 16S rRNA (Ratnayani dkk., 2007).

Pada lebah keturunan berasal dari ratu yang sama dan membawa
DNA mitokondria yang sama sehingga individu-individu hibrid
yang ada tidak membawa campuran mtDNA parental. Hibrid
tersebut hanya mengandung mtDNA dari induk betinanya. Keadaan
tersebut sangat berguna untuk mempelajari dan mengetahui
kekerabatan lebah menggunakan DNA mitokondria (Solihin, 1994)
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2.4 Gen 16S rRNA

Gen 16S rRNA merupakan gen penanda molekuler pada DNA
mitokondria dan molekul ini bersifat ubikuitus dengan fungsi yang
identik pada seluruh organisme, sehingga dapat dirancang suatu
primer yang universal untuk seluruh kelompok. Molekul ini juga
dapat berubah sesuai jarak evolusinya, sehingga dapat digunakan
sebagai kronometer evolusi yang baik. Molekul 16S rRNA
memiliki beberapa daerah yang memiliki urutan basa yang
relatif konservatif dan beberapa daerah urutan basanya variatif.
Gen 16S rRNA merupakan penanda molekular yang digunakan
dalam klasifikasi filogenetik karena terdapat pada organisme baik
yang berada pada domain Bacteria, Archaea, serta Eukarya
(Rahayu dan Jannah, 2019).

Pemanfaatan gen 16S rRNA untuk metode deteksi molekuler pada
lebah memiliki tingkat diskriminasi yang rendah karena sebagian
besar hasil urutan DNA 16S rRNA menunjukkan adanya
kesamaan yang tinggi di dalam satu spesies. Gen mitokondria 16S
rRNA memiliki keunggulan terutama pada ordo Hymenoptera. Hal
ini didukung dengan penelitian Whitfield dan Cameron (1998)
menyatakan bahwa gen 16S rRNA merupakan gen yang paling
informatif untuk filogenetik terutama pada ordo Hymenoptera.
Pemilihan gen 16S rRNA juga didasarkan pada ketersediaan
database lebah tanpa sengat di situs NCBI hanya terdiri dari
sekuens yang menggunakan gen 16S rRNA dan bukan gen
lainnya, sehingga dapat digunakan sebagai sumber analisis atau

data pembanding sekuens (Trianto dan Purwanto, 2016).
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2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode enzimatis
untuk amplifikasi DNA secara in vitro. Teknik PCR dapat
digunakan untuk mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah
jutaan kali hanya dalam beberapa jam. Sebelum dilakukan PCR
dengan sampel penelitian, perlu dilakukan optimasi agar
didapatkan komposisi dan kondisi PCR yang sesuai sehingga
mendapatkan hasil PCR yang optimal (Setyawati dan Zubaidah,
2021).

Metode PCR melibatkan tiga tahap siklus temperatur yang
berurutan dan memiliki suhu optimal yang sering digunakan

yaitu denaturasi template (94 — 95°C), annealing (penempelan)
pasangan primer pada untai ganda DNA target (50 — 60°C ) dan
pemanjangan (72°C). Denaturasi DNA merupakan proses
pemisahan DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Tni
biasanya berlangsung sekitar 3 menit, untuk meyakinkan

bahwa molekul DNA terdenaturasi menjadi DNA untai tunggal.
Kemudian tahap penempelan primer DNA, primer merupakan suatu
sekuens oligonukleotida pendek yang berfungsi mengawali sintesis
rantai DNA. Waktu yang biasa digunakan pada proses annealing
dalam PCR yaitu 30 — 45 detik. Tahap selanjutnya yaitu
pemanjangan, pada tahap ini enzim Taqg polymerase memulai

aktivitasnya memperpanjang DNA (Yusuf, 2010).

2.6 Analisis Filogenetik

Analisis filogenetik adalah studi yang mengkaji hubungan
antara berbagai organisme dengan analisis molekuler dan
morfologi. Filogenetik molekuler telah menjadi bagian dari
bermacam-macam jenis penelitian dari biologi molekuler,

populasi genetik, perkembangan biologi dan biologi
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evolusioner . Filogenetik molekuler merupakan suatu
metode yang sering digunakan hampir disemua cabang
biologi untuk perbandingan genom dan untuk mengetahui
hubungan antar spesies berdasarkan pohon kehidupan

melalui perhitungan statistika urutan basa (Tindi dan Wullur,
2017).

Analisis filogenetik molekuler menggunakan gen 16S rRNA telah
terbukti berhasil dalam studi filogenetik lebah, dan keluarannya
berupa data pohon filogenetik (Rasmussen dan Cameron, 2007).
Urutan pengkodean Gen 16S rRNA berguna terutama untuk
estimasi filogenetik pada tingkat yang lebih tinggi, karena gen
tunggal ini menunjukkan bahwa urutan 16S rRNA berisi informasi
sejarah yang berguna pada lebih dari satu tingkat divergensi
filogenetik (Akihary dan kolondam, 2020).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

3.2

Penelitian “Analisis mtDNA berdasarkan profil gen 16S rRNA pada lebah
tanpa sengat (Stingless bee) di Kabupaten Lampung Timur” yang berada
dibawah penelitian Bapak Priyambodo, S.Pd., M.Sc. dengan nomor kontrak
724/UN26.21/PN/2023. Pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan
November 2023 - Februari 2024. Pengambilan sampel dilakukan di daerah
Desa Tanjungsari, Kecamatan Batanghari Nuban Kabupaten Lampung
Timur. Analisis molekuler yang dilakukan dengan bekerja sama dengan
Laboratorium Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung di bawah bimbingan
drh. Eko Agus Srihanto, M.Sc.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terbagi menjadi dua yaitu
peralatan pengambilan sampel dan peralatan analisis molekuler. Alat
pengambilan sampel yang digunakan meliputi botol vial 10 ml, spidol,
plastik, dan kotak es. Peralatan analisis molekuler di laboratorium meliputi
microtube, spin column, mikropipet, vortex, tip, collection tube, water bath,
centrifuge, chamber, power supply, cetakan agar, laminar air flow (LAF),

dan kamera.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terbagi menjadi dua yakni
bahan yang digunakan untuk di lapangan dan untuk di laboratorium.
Bahan yang digunakan di lapangan yaitu larutan Phospate-buffer saline
(PBS) sebagai zat fiksatif sampel stingless bee. Bahan yang digunakan di

laboratorium untuk melakukan analisis molekuler diantaranya yaitu
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QIAmMp® Fast DNA Tissue and Blood kit (50) dari QIAGEN untuk isolasi
DNA, yang terdiri dari proteinase K, buffer AL, buffer AW1, buffer AW2,
dan buffer ATE, bahan elektroforesis terdiri dari DNA hasil isolasi, gel
agarosa sebagai fase diam, bufferTri-Asetat-EDTA (TAE) sebagai fase gerak
dan pelarut agarosa, loading dye sebagai pemberat DNA didalam sumuran
gel, SYBR safe digunakan sebagai pewarna untuk melihat DNA hasil isolasi
setelah dilakukan elektroforesis, marker 100 bp sebagai penanda, dan bahan
untuk amplifikasi terdiri dari MyTaq TMHS Red Mix(Bioline) 10 pl dengan
primer forward 16S rRNA 0,8 pl dan reverse 16S rRNA 0,8 pldan
Nuclease-Free Water.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi dimana pengambilan
sampel dilakukan dengan purposive sampling. Sarang koloni lebah tanpa
sengat didapatkan dengan melakukan jelajah pada wilayah yang sudah
ditentukan dan memasang perangkap berupa botol vial pada pintu masuk
sarang lebah tanpa sengat. Individu lebah tanpa sengat selanjutnya di
fiksasi dengan larutan PBS (Priyambodo dkk.,2023).

3.4 Pelaksanaan

Tahap pelaksanaan pada penelitian ini terdiri dari tujuh tahapan yaitu tahap
pengambilan sampel, preparasi sampel, isolasi DNA, amplifikasi DNA,
elektroforesis, sekuensing dan analisis filogenetik. Ketujuh tahapan secara

rinci sebagai berikut:

3.4.1 Pengambilan sampel

Kegiatan pengambilan sampel lebah tanpa sengat dilakukan di

Kabupaten Lampung Timur dengan menggunakan metode purposive



sampling. Pengambilan sampel dilakukan di beberapa titik tempat di
Kabupaten Lampung Timur. Tahapan pengambilan sampel:

a) Botol vial yang akan digunakan terlebih dahulu diisi dengan
larutan PBS sebagai zat yang akan membantu mempertahankan
tingkat pH konstan pada sampel lebah tanpa sengat.

b) Bagian tutup botol vial yang telah berisi PBS dibuka kemudian
dimasukkan kedalam sarang lebah melalui bagian pintu masuk
sarang lebah dan lebah akan masuk dalam botol vial, setelah itu
pastikan botol vial ditutup dengan sempurna

c) Botol vial yang telah berisi lebah tanpa sengat kemudian diberi
identitas sampel (kode sampel dan jenis sampel).

d) Botol vial yang telah berisi sampel selanjutnya disimpan dan

diletakkan pada refrigerator dengan suhu dingin (-4° C).

3.4.2 Preparasi Sampel

Preparasi dilakukan sebelum melakukan tahap analisis. Preparasi
bertujuan untuk mendapatkan sampel yang homogen. Tahap

preparasi sampel sebagai berikut:

a) Preparasi sampel dilakukan dengan mengeluarkan sampel lebah
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tanpa sengat yang didapatkan pada tahap pengambilan sampel dari

dalam refrigerator, dan meletakkannya pada laminar air flow
(LAF).

b) Sampel lebah sebanyak 1-3 ekor dikeluarkan dari botol vial, dan
diletakkan pada mortar yang telah ditambahkan dengan larutan
PBS, kemudian sampel digerus hingga halus.

c) Sampel yang telah dihaluskan dimasukkan ke dalam microtube
dan diberi identitas sampel (kode sampel_jenis sampel).
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3.4.3 Isolasi DNA

Isolasi DNA terdiri dari empat tahap yaitu lysis, binding, washing
atau purifikasi, dan elution. Pada sampel lebah DNA berasal dari
seluruh bagian tubuh lebah. Proses isolasi DNA diawali dengan
penghancuran struktur sel (lysis) sehingga senyawa DNA bisa
dikeluarkan dari sel. Senyawa DNA yang telah dikeluarkan akan
mengalami proses pengikatan (binding) menggunakan silica gel.
Proses washing bertujuan untuk menghilangkan kontaminan lain
yang terdapat pada larutan, menyisakan senyawa DNA yang telah
diikat pada silica gel.

Pada tahap purifikasi atau elution DNA yang terikat pada silica gel
dilarutkan menggunakan senyawa buffer ATE (QIAGEN, 2020). Tahap

isolasi DNA lebah tanpa sengat sebagai berikut:

a) Sampel lebah yang telah di preparasi sebanyak 200 pl,
dimasukkan ke dalam microtube yang telah berisi proteinase K
sebanyak 20 ul dan Buffer AL sebanyak 200 ul, kemudian
microtube yang telah berisi sampel, proteinase K dan Buffer AL
dilakukan homogenisasi menggunakan vortex.

b) Suspensi yang telah dihomogenkan kemudian diinkubasi
menggunakan waterbath dengan suhu 56°C selama 5 menit yang
berfungsi untuk mencegah pengendapan.

c) Suspensi yang telah diinkubasi ditambahkan alcohol absolut
sebanyak 200 ul, kemudian dilakukan homogenisasi selama 1
menit, suspensi tersebut dipindahkan dalam tabung spin column
yang dilengkapi dengan tabung koleksi 2 ml, kemudian dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit.

d) Tabung spin column yang berisi DNA lebah dipindahkan ke
dalam tabung koleksi baru, kemudian ditambahkan buffer AW1
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sebanyak 500 pl dan dilakukan sentifugasi dengan kecepatan
8.000 rpm selama 1 menit.

e) Tabung spin column yang berisi DNA lebah dipindahkan lagi ke
dalam tabung koleksi baru, kemudian pada tabung spin column
ditambahkan larutan buffer AW2 sebanyak 500 ul dan
disentrifugasi selama 4 menit dengan kecepatan 14.000 rpm.

f) Tahap elution atau purifikasi dilakukan dengan mengganti tabung
koleksi dengan microtube 1 ml, kemudian menambahkan buffer
AE ke dalam spin column berisi DNA lebah sebanyak 100 pl dan
diinkubasi selama 1 menit dalam suhu ruang.

g) Sampel DNA yang telah diinkubasi pada suhu ruang, dilakukan
sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 8.000 rpm. Sampel
DNA dalam microtube disimpan di dalam refrigerator dengan
suhu -4°C untuk mencegah kerusakan DNA (Asiyah, 2017).

Uji Kualitatif DNA

Uji kualitatif DNA dilakukan dengan menggunakan elektroforesis.
DNA sampel untuk mengetahui kualitas dari hasil isolasi DNA sampel
dengan melihat ketebalan fragmen DNA. Proses elektroforesis
dilakukan dengan cara membuat gel agarose. Gel agarose yang
digunakan memiliki konsentrasi 1% dengan perbandingan 1 g bubuk
gel agarosa dalam 100 ml larutan TAE. Sebanyak 5 plL masing-masing
DNA sampel dimasukkan ke dalam sumur-sumur gel. Proses
elektroforesis ini menggunakan larutan TAE dan di-running dengan
100 volt selama 30 menit. DNA hasil elektroforesis diamati pada UV

transluminator lalu didokumentasikan menggunakan kamera.
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3.4.5 Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA dilakukan untuk memperbanyak segmen DNA
dengan metode polymerase chain reaction (PCR) menggunakan alat
thermal cycler. Amplifikasi DNA dilakukan dalam tiga tahapan, yaitu
pembuatan master mix, template addition, dan running PCR.
Amplifikasi bertujuan untuk memperbanyak jumlah gen target, yaitu
gen 16S rRNA pada sampel DNA lebah.

Sebelum melakukan tahap amplifikasi DNA dilakukan tahap pembuatan
mix master, pembuatan mix master merupakan proses pencampuran
reagen yang dibutuhkan untuk menjalankan reaksi PCR. Tahap
pembuatan mix master dilakukan dengan mencampurkan keempat reagen
yaitu 10 pl MyTaqTM HS Red Mix, 3,4 pl nuclease-free water dan 0,8
ul forward primer, 0,8 pl reverse primer (Tabel 1). Primer yang
digunakan merupakan primer yang spesifik pada gen 16S rRNA lebah
tanpa sengat (Tabel 2). Keempat reagen tersebut dimasukkan ke dalam
PCR tube 0,2 ml kemudian dilakukan sentrifugasi menggunakan spin
down untuk memastikan bahwa reagen tercampur dengan baik dan tidak
ada yang menempel pada dinding PCR tube. Tahap selanjutnya yaitu
template addition, pada tahap ini dilakukan pencampuran 5 pl sampel
DNA dengan mix master yang telah disiapkan.

Tabel 1. Komposisi reagen untuk amplifikasi PCR gen 16S rRNA

Bahan Volume
MyTagqTM HS Red Mix 10 pl
nuclease-free water 3,4 ul
forward primer (LR13107-F) 0,8 ul
reverse primer (LR12647-R) 0,8 ul
Sampel DNA 5ul

Total 20 pl
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Tabel 2. Urutan basa nitrogen primer gen 16S rRNA (Wang, 2020).

Primer Urutan Basa Nitrogen

Forward 5-TGG CTG CAG TAT AAC TGA CTG TAC AAA GG-3'
Reverse 5-GAA ACC AAT CTG ACT TAC GTC GAT TTG A-3'

Tahap selanjutnya pada amplifikasi DNA adalah running PCR, proses
running PCR dilakukan menggunakan alat thermal cycler. Pada tahap
running PCR diawali dengan tahap predenaturasi dengan suhu 95°C
selama 2 menit kemudian dilakukan perbanyakan sebanyak 30 siklus
dengan suhu dan waktu optimal yang digunakan yaitu suhu denaturasi
(pemisahan utas ganda DNA) 95° C, annealing (penempelan primer) 50°
C, dan extension (pemanjangan segmen DNA) 72° C, masing-masing
selama 30 detik, dan tahap post extension 4° C (Trianto dan Purwanto,
2020). Reaksi PCR terdiri dari denaturasi yaitu proses pemutusan ikatan
hidrogen yang menghubungkan basa nitrogen pada kedua untai DNA
dengan bantuan suhu tinggi sehingga terbentuk dua untai DNA tunggal,
annealing merupakan proses penempelan primer pada untaian DNA
tunggal yang akan menginisiasi proses replikasi DNA tahap selanjutnya
adalah extension merupakan proses perpanjangan DNA dengan bantuan
enzim Tag DNA Polymerase, dan adapula proses tambahan pada awal
dan akhir reaksi, yaitu predenaturasi dan post extension. Tahap
predenaturasi yaitu tahap persiapan terjadinya pemisahan DNA untai
ganda menjadi DNA untai tunggal, post extension dilakukan sebagai

bentuk penyempurnaan tahap amplifikasi (Pestana et al., 2010).

3.4.6 Elektroforesis

Tahap elektroforesis merupakan visualisasi hasil amplifikasi untuk
mengetahui keberadaan DNA melalui mendaran sinar UV pada sumuran
agarosa yang akan membentuk pita DNA dengan mengggunakan UV
transiluminator. Elektroforesis dilakukan dengan cara mengaliri DNA

pada sumur gel agarosa dengan arus listrik. Gel agarosa 1% dibuat



3.4.7

22

dengan cara melarutkan 1 g bubuk gel agarosa dalam 100 ml larutan
TAE dan dipanaskan di dalam microwave selama tiga menit. Setelah itu,
larutan agarosa ditambahkan dengan SYBR® safe DNA gel stain
sebanyak 10 ul. Kemudian, larutan agar dimasukkan ke dalam cetakan
yang telah diberikan sisir. Larutan tersebut dibiarkan selama 30 menit
hingga mengeras.

Larutan agarosa yang telah padat dimasukkan ke dalam chamber dan
ditambahkan buffer TAE hingga agarosa terendam. DNA marker
sebanyak 5 pl dimasukkan terlebih dahulu ke dalam sumuran pertama
sebagai data dasar untuk mengetahui ukuran molekul DNA yang
didapatkan setelah proses amplifikasi. Sampel sebanyak 5 pl dimasukkan
ke dalam sumur yang ada di dalam agar, setelah sampel dimasukkan
kedalam sumuran, chamber disambungkan pada power supply. Proses
elektroforesis dijalankan selama 30 menit dengan tegangan 100 V dan
kuat arus 400 A. Hasil elektroforesis divisualisasikan di bawah sinar
bluelight dan difoto dengan menggunakan kamera yang telah terhubung
dengan komputer melalui aplikasi EOS Utility. Pengamatan foto hasil
visualisasi dilakukan untuk melihat keberadaan pita DNA pada gel

agarosa.

Sekuensing

Proses sekuensing akan dilakukan dengan cara mengirimkan sampel
ke PT Genetika Science Indonesia. Sampel yang akan dikirimkan
dikemas dalam kotak berisi ice gel. Kedua primer juga disertakan

dalam kotak tersebut.

Proses sekuensing dilakukan di dalam alat bernama sequencer dengan
cara memodifikasi proses PCR. Sampel DNA dalam tabung
ditambahkan dengan enzim DNA Polimerase dan deoksinukleotida
trifosfat (ANTP), yang terdiri dari dATP, dGTP, dCTP, dan dTTP

sebagai penyusun molekul DNA baru. Sequencer dilengkapi dengan
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laser dan detector untuk mendeteksi penanda fluoresen yang terdapat
pada untai DNA hasil amplifikasi (Hofmann and Clokie, 2018).

3.5 Analisis Data

Analisis data hasil sekuensing yang diperoleh dari PT Genetika Science
Indonesia akan diterima dalam bentuk elektroferogram dan ABL file.
Hasil sekuensing yang didapatkan terlebih dahulu dilakukan pengecekan
untuk memastikan hasil sekuensing tersebut sesuai dengan target yang
diinginkan menggunakan program Uji Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Hasil proses sekuensing dianalisis menggunakan
perangkat lunak Molecular Evolutionary Genetics Analysis versi
kesebelas (MEGA 11) yang diawali dengan pensejajaran sekuen gen
(alignment), analisis jarak genetik, dan konstruksi peta filogenetik. Data
yang didapatkan dari analisis hasil sekuensing adalah runutan basa

nitrogen, nilai jarak genetik, nilai homologi, dan pohon filogenetik.
3.5.1 Uji BLAST

Metode pencarian refrensi dan acuan sekuen yang disediakan oleh
website NCBI adalah Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
Blast dapat menyediakan refrensi data sekuen dalam waktu cepat
dengan akurasi dan presisi yang tinggi. Pada penelitian ini pencarian
refrensi sekuen dilakukan dengan memasukkan file sekuen format
FASTA pada program BLAST yang dapat diakses pada tautan
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) (Gambar 2) dengan memilih
“Nucleotide BLAST” dipilih untuk melakukan uji BLAST pada
sekuen nukleotida (Wangiyana, 2020).
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3.5.2 Pensejajaran sekuen gen

Hasil sekuensing yang didapatkan dari PT Genetika Science Indonesia
akan memiliki format ABL1 file. Pensejajaran atau alignment sekuen gen
dilakukan pada aplikasi MEGA 11 yang berfungsi untuk menyusun
sekuen forward dan reverse menjadi consensus, sekuen DNA yang
terbentuk dari hasil pensejajaran pembacaan primer reverse dan forward
disebut sebagai sekuen consensus (Sari, 2022). Setelah mendapatkan
consensus akan dilakukan pensejajaran beberapa sekuen yang akan
menjadi outgroup dan ingroup yang didapatkan dan tersedia di genbank
dan menyimpannya dalam bentuk fasta file (.txt). Tahap awal untuk
memulai pensejajaran adalah dengan membuka aplikasi MEGA
11(Lampiran 2).

3.5.3 Analisis Jarak Genetik

Analisis jarak genetik merupakan analisis berdasarkan penghitungan
matriks dari jarak antar pasangan basa sekuens spesies yang diukur
melalui kuantitas numerik (Fietro dkk., 2021). Jarak genetik didapatkan
dari hasil perhitungan denga metode Kimura-2-parameter yang
terintegrasi di dalam MEGA 11. Analisis jarak genetik dilakukan untuk
membentuk pohon filogenetik dengan menggunakan program MEGA 11

(Lampiran 3).

3.5.4 Membuat Konstruksi Peta Filogenetik

Konstruksi filogenetik merupakan metode yang umum digunakan
dalam analisis kekerabatan yang dapat digunakan untuk menafsirkan
kekerabatan antar spesies (Anafarida dan Badruzsaufari, 2020).
Pohon filogenetik merupakan diagram berbentuk cabang yang
menggambarkan suatu susunan hubungan kekerabatan pada suatu
populasi atau kelompok tertentu dan dengan menggunakan metode

“Construct/Test Maximum Likelihood Tree” (Lampiran 4).



3.6 Bagan Alir Penelitian

Bagan alir penelitian ini adalah sebagai berikut:

Pengambilan sampel
lebah tanpa sengat
(Stingless bee).

v

Preparasi sampel stingless bee

v

Isolasi DNA lebah
tanpa sengat

v

Amplifikasi DNA
lebah tanpa sengat
dengan teknik PCR

v

Elektroforesis dan
Visualisasi hasil PCR

v

Sekuensing
DNA

v

Analisis data

Gambar 2. Bagan alir rancangan penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini “Analisis Molekuler DNA
Mitokondria Berdasarkan Profil Gen 16S rRNA untuk Deteksi Spesies
Lebah Tanpa Sengat (Stingless bee) di Kabupaten Lampung Timur” adalah
sebagai berikut.

1. Analisis secara molekuler sampel lebah tanpa sengat yang didapatkan
di Desa Tanjungsari, Kec Batanghari Nuban, Kabupaten Lampung
Timur terdeteksi sebagai Heterotrigona itama.

2. Berdasarkan konstruksi peta filogenetik, diketahui 3 sampel paling
dekat kekerabatannya dengan H. itama dengan nilai homologi 0,0176
dan paling jauh dengan Paratrigona lineatifrons dengan nilai homologi
0,1501.

5.2 Saran
Kajian pengenalan individu untuk mengetahui estimasi populasi dan

hubungan kekerabatan antar spesies lebah tanpa sengat perlu dilakukan

sebagai upaya konservasi.
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