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ABSTRAK 

 

 

KAJIAN ANALISIS HASIL SEKUENSING GEN COI PADA INDIVIDU  

LEBAH TANPA SENGAT DI LAMPUNG TENGAH 

 

 

Oleh 

Yuliana Andriyani 

 

 

Indonesia memiliki iklim tropis dengan keanekaragaman flora dan fauna yang 

tinggi, termasuk lebah tanpa sengat.  Lebah tanpa sengat memiliki nilai ekonomi 

yang tinggi karena dapat menghasilkan madu, propolis, dan mudah dibudidayakan, 

serta bernilai ekologi melalui perannya dalam membantu penyerbukan.  Tingginya 

keanekaragaman lebah tanpa sengat di Lampung, terkhusus Lampung Tengah dapat 

dianalisis melalui analisis molekuler menggunakan gen COI yang terdapat di dalam 

mitokondria dan bersifat stabil.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui variasi 

basa nukleotida pada hasil sekuensing gen COI dan jarak genetik sampel lebah 

tanpa sengat di Lampung Tengah.  Sampel lebah tanpa sengat didapatkan di Dusun 

Sari Katon dan Sido Mulyo, Desa Sidomulyo, Kecamatan Punggur, Kabupaten 

Lampung Tengah.  Sampel yang digunakan berjumlah empat individu kemudian 

dilakukan analisis molekuler hingga tahap sekuensing DNA dan dianalisis 

menggunakan perangkat lunak MEGA XI.  Amplifikasi gen COI pada sampel lebah 

tanpa sengat menghasilkan pita DNA dengan ukuran 600 – 750 bp.  Keempat 

sampel lebah tanpa sengat memiliki variasi basa nukleotida yang tinggi dan 

menunjukkan adanya keragaman di dalam individu lebah tanpa sengat.  Jarak 

genetik antara keempat sampel lebah tanpa sengat berkisar antara 0,52% – 1,12%, 

yang menunjukkan adanya perbedaan genetik pada keempat individu lebah tanpa 

sengat. 

 

Kata kunci: analisis molekuler, jarak genetik, Lampung Tengah, lebah tanpa 

sengat, perangkat lunak MEGA 

 



 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

STUDY OF ANALYSIS OF COI GENE SEQUENCING RESULTS IN 

INDIVIDUALS STINGLESS BEES IN CENTRAL LAMPUNG 

 

 

By 

 Yuliana Andriyani 

 

 

Indonesia has a tropical climate with high diversity of flora and fauna, including 

stingless bees. Stingless bees have high economic value as they produce honey, 

propolis, and are easy to cultivate, as well as ecological value through their role in 

pollination. The high diversity of stingless bees in Lampung, especially Central 

Lampung, can be analyzed through molecular analysis using the COI gene found in 

mitochondria. This study aims to determine the variation of nucleotide bases in the 

COI gene sequencing results and the genetic distance of stingless bee samples in 

Central Lampung. Four stingless bee individuals were obtained in Sari Katon and 

Sido Mulyo, Sidomulyo, Punggur, Central Lampung.  Molecular analysis was 

carried out up to the DNA sequencing stage and analyzed using MEGA XI software. 

Amplification of the COI gene in stingless bee samples produced DNA bands with 

a size of 600-750 bp. The four stingless bee samples had high nucleotide base 

variations and showed diversity within stingless bee individuals. The genetic 

distance between the four stingless bee samples ranged from 0.52% – 1.12%, 

indicating that there were genetic differences among the four stingless bee 

individuals. 

 

Keywords: Central Lampung, genetic distance, MEGA software, molecular 

analysis, stingless bee 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Indonesia memiliki iklim tropis yang mendukung tingginya keanekaragaman 

flora dan fauna (KemenLHK, 2020).  Kekayaan flora di Indonesia meliputi 

30.000 – 40.000 jenis tumbuhan berbunga, 91.251 jenis tumbuhan berspora, 

dan 120 jenis tumbuhan Gymnospermae.  Keanekaragaman fauna Indonesia 

mencakup 151.847 jenis serangga yang 30.000 di antaranya berasal dari 

Order Hymenoptera (KemenPPN/BAPPENAS, 2016).  Flora dan fauna erat 

kaitannya dengan ekosistem, baik ekosistem alami maupun buatan.  Indonesia 

memiliki 19 tipe ekosistem meliputi ekosistem alami dan buatan dengan 74 

tipe vegetasi yang tersebar di berbagai wilayah Indonesia.  Ekosistem terdiri 

atas berbagai macam flora, fauna, dan mikroba yang hidup berdampingan dan 

membentuk hubungan yang kompleks (Kartawinata, 2013).   

 

Tumbuhan berperan sebagai sumber pakan bagi hewan, termasuk lebah yang 

berasal dari Order Hymenoptera.  Terdapat dua kelompok lebah yang terdiri 

dari lebah bersengat dan lebah tanpa sengat (stingless bee) (Harmain dkk., 

2022).  Indonesia memiliki keanekaragaman lebah tanpa sengat berjumlah 46 

jenis dan 23 di antaranya dapat ditemukan di Sumatera.  Nama daerah 

dimiliki oleh lebah tanpa sengat, di antaranya kelulut di Riau dan Sumatera 

Selatan, klanceng di Jawa, serta galo-galo di Sumatera Barat (Priawandiputra 

dkk., 2020).  Lebah tanpa sengat termasuk ke dalam Sub Family Meliponinae 

dan hidup secara eusocial dengan membentuk koloni (Achyani dan Wicandra, 

2019).   
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Koloni lebah tanpa sengat dapat ditemukan di pemukiman melalui proses 

budidaya.  Lebah tanpa sengat telah banyak dibudidayakan karena memiliki 

peran ekologis dan nilai ekonomi yang tinggi.  Lebah tanpa sengat berperan 

sebagai penyerbuk utama dalam ekosistem yang dapat meningkatkan kualitas 

produk tumbuhan.  Nilai ekonomi yang tinggi berasal dari madu dan propolis 

yang dihasilkan oleh lebah tanpa sengat serta bermanfaat bagi kesehatan 

manusia.  Propolis yang dihasilkan lebah tanpa sengat memiliki jumlah empat 

kali lebih tinggi dibandingkan lebah bersengat sehingga sangat bermanfaat 

untuk dibudidayakan (Priawandiputra dkk., 2020). 

 

Karakteristik morfologi lebah tanpa sengat bersifat kompleks, sehingga sulit 

untuk dilakukan identifikasi (Sayusti et al., 2023).  Pengelompokan 

berdasarkan karakter morfologi bersifat kurang akurat karena karakter 

generatif suatu spesies tidak terlihat sepenuhnya.  Tingkat evolusi suatu 

spesies tidak dapat diketahui melalui analisis karakter morfologi.  Data 

morfologi dapat didukung dengan menggunakan DNA sebagai penanda 

molekuler untuk identifikasi dan pengelompokan spesies.  Penanda molekuler 

digunakan dalam proses amplifikasi DNA yang telah diisolasi untuk 

selanjutnya dilakukan sekuensing serta dianalisis untuk mendapatkan pohon 

filogenetik (Lestari dkk., 2018). 

 

Analisis molekuler dapat mendukung hasil identifikasi morfologi yang 

memiliki variasi intraspesifik.  Gen Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) 

telah banyak digunakan dalam analisis molekuler (Ariyanti dan Farajallah, 

2019).  Gen COI terdapat pada DNA mitokondria (Zein, 2018) dan memiliki 

sifat yang stabil dalam mengkode asam amino (Wulandari dkk., 2019).  

Wilayah lestari gen COI yang luas dan homologi yang tinggi menjadi daya 

dukung penggunaan gen COI untuk melakukan analisis terhadap sekuens.  

Tingkat konservasi yang dimiliki oleh gen COI yang tinggi dan variasi 

genetik yang sederhana menjadi kelebihan gen COI sebagai penanda 

molekuler dalam melakukan analisis molekuler (Bingpeng et al., 2018). 
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Penanda gen COI telah berhasil digunakan dalam menunjukkan jarak genetik 

pada sampel serangga laut (Maramis dan Warou, 2014), lebah tanpa sengat 

(Sayusti et al., 2023), dan Spodoptera frugiperda (Widarti dkk., 2022).  

Keberhasilan tersebut bermakna bahwa gen COI dapat berperan baik sebagai 

penanda molekuler dalam melakukan analisis molekuler.  Penelitian yang 

dilakukan melalui analisis molekuler, akan didapatkan sampel DNA murni 

yang akan dilanjutkan pada proses sekuensing (Darmawan dkk., 2024).  Hasil 

yang didapatkan dari proses sekuensing berupa sekuens DNA atau susunan 

basa nukleotida dan kurva elektroferogram yang selanjutnya dilakukan 

analisis (Aisyah dkk., 2021).   

 

Sekuens yang diperoleh terdiri dari sekuens reverse dan forward serta 

elektroferogramnya.  Elektroferogram berupa kurva dengan puncak spektrum 

yang menunjukkan basa nukleotida tertentu.  Kualitas elektroferogram yang 

baik ditunjukkan dengan spektrum yang tinggi dan menunjukkan satu basa 

nukleotida.  (Mawardi dkk., 2018).  Puncak elektroferogram yang jelas dan 

tidak terjadi tumpang tindih antara satu puncak dengan puncak lainnya 

menunjukkan kualitas elektroferogram yang baik (Taariwuan dkk., 2021).  

Elektroferogram digunakan sebagai konfirmasi basa nukleotida untuk 

mendapatkan sekuens DNA yang tepat.  Sekuens DNA sampel dilakukan 

penyejajaran dan analisis untuk mengetahui variasi basa nukleotida dan jarak 

kekerabatan antara sekuens yang digunakan (Muliani dkk., 2020). 

 

Spesies lebah tanpa sengat dapat diketahui jarak kekerabatannya melalui 

analisis perbandingan sekuens dan jarak genetik.  Sumatera memiliki 

keanekaragaman lebah tanpa sengat, termasuk Lampung di dalamnya.  Hal 

tersebut dibuktikan dengan adanya penelitian yang telah dilakukan di 

Provinsi Lampung, seperti di Lampung Selatan (Rudini dkk., 2024), 

Lampung Timur (Filly, 2018), dan Pesawaran (Priyambodo dkk., 2023), serta 

terdapat peternakan lebah di Bandar Lampung (Purnama, 2021).  Adanya 

keanekaragaman lebah tanpa sengat di Lampung memerlukan identifikasi 

menggunakan analisis molekuler, termasuk di Lampung Tengah.  Proses 
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analisis yang dilakukan dapat bermanfaat untuk mengetahui jenis dan 

hubungan kekerabatan lebah tanpa sengat di Provinsi Lampung Tengah 

berdasarkan gen COI. 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui variasi basa nukleotida pada hasil sekuensing DNA individu 

lebah tanpa sengat di Lampung Tengah berdasarkan gen COI. 

2. Mengetahui jarak genetik individu lebah tanpa sengat di Lampung 

Tengah berdasarkan gen COI. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk pengetahuan di masa 

mendatang, terutama sebagai sumber informasi dalam mengetahui variasi 

basa nukleotida dan jarak kekerabatan lebah tanpa sengat. 

 

 

1.4 Kerangka Pemikiran  

 

Indonesia memiliki kawasan hutan yang luas dengan berbagai flora dan fauna 

yang hidup di dalamnya.  Di antara flora yang ada, terdapat berbagai jenis 

tumbuhan berbunga yang memerlukan proses penyerbukan.  Di alam, 

penyerbukan pada tumbuhan berbunga dapat dibantu oleh berbagai agen 

polinator, salah satunya lebah.  Lebah pada umumnya menghasilkan madu 

dan memiliki sengat yang dapat melindungi dirinya.  Sengat pada lebah dapat 

membahayakan.  Kelompok lebah tanpa sengat banyak dibudidayakan karena 

tidak memiliki sengat yang membahayakan peternaknya dan memiliki nilai 

ekonomi yang tinggi. 
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Lebah tanpa sengat memiliki keanekaragaman jenis yang tinggi serta 

memberikan manfaat bagi alam maupun manusia.  Jenis lebah tanpa sengat 

dapat diketahui dengan melakukan analisis secara morfologi dan molekuler.  

Hasil yang akurat akan diperoleh dengan melakukan analisis secara 

molekuler.  Analisis molekuler dilakukan dengan menggunakan gen dari luar 

sebagai penanda molekuler.  Salah satu gen yang banyak dan sering 

digunakan untuk analisis keanekaragaman makhluk hidup adalah gen 

Cytochrome Oxidase Subunit I (COI).  Gen COI memiliki sifat yang stabil 

dan dapat representatif terhadap genom DNA mitokondria.   

 

Ekstraksi dilakukan pada individu lebah tanpa sengat untuk mendapatkan 

DNA yang ada di dalamnya.  Proses analisis molekuler dilakukan dengan 

teknik PCR untuk mendapatkan hasil sekuens DNA lebah tanpa sengat dari 

proses elektroforesis.  Sekuens yang didapatkan kemudian dilanjutkan proses 

analisis menggunakan perangkat lunak bioinformatika untuk mengetahui 

kualitas sekuens sampel lebah tanpa sengat yang dikoleksi di Lampung 

Tengah.  Hasil analisis sekuensing yang diperoleh dapat menunjukkan variasi 

basa nukleotida dan jarak genetik setiap sekuens sampel. 



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Lebah 

 

Lebah dapat dibedakan menjadi kelompok lebah bersengat dan lebah tanpa 

sengat.  Lebah bersengat lebih umum dikenal oleh masyarakat, seperti Apis.  

Lebah tanpa sengat, salah satunya Trigona diketahui hidup pada masa 

prasejarah dengan tubuh primitifnya.  Dengan demikian, lebah tanpa sengat 

merupakan lebah tertua yang hidup pada zaman prasejarah.  Hal tersebut 

dibuktikan dengan penemuan fosil lebah Trigona prisca sejak 96 – 74 juta 

tahun yang lalu.  Lebah bersengat dan lebah tanpa sengat menghasilkan madu 

dan propolis yang memiliki nilai ekonomi (Fadhilah dan Rizkika, 2015). 

 

Lebah bersengat dan lebah tanpa sengat dapat dibedakan dengan pengamatan 

secara anatomi.  Lebah bersengat memiliki ukuran yang lebih besar 

dibandingkan dengan lebah tanpa sengat, memiliki sengat sebagai upaya 

pertahanan dirinya dan akan terlepas jika digunakan yang menyebabkan lebah 

tersebut mati.  Bentuk pertahanan diri lebah tanpa sengat tidak menggunakan 

sengat, melainkan memiliki cairan asam yang dapat disemprotkan.  Lebah 

tanpa sengat cenderung lebih aman untuk dibudidayakan dibandingkan 

dengan lebah bersengat yang dapat membahayakan (Rudini dkk., 2024). 

 

Lebah bersengat Apis sp. umumnya memiliki caput dan thorax berwarna 

cokelat dengan abdomen berwarna kuning kecokelatan disertai garis hitam 

berjumlah empat buah.  Lebah dewasa memiliki tubuh hitam dan pada 

abdomennya terdapat empat buah garis berwarna kuning.  Lebah tanpa sengat 

Tetragonula sp. memiliki warna tubuh yang beragam.  Caput lebah tanpa 
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sengat dapat berwarna cokelat atau hitam dengan thorax dan abdomen 

berwarna kuning, cokelat, atau hitam.  Lebah Apis sp. memiliki ukuran caput 

dan thorax yang lebih besar dibandingkan lebah Tetragonula sp. (Purba dkk., 

2023) (Gambar 1). 

 

  

Gambar 1. Struktur tubuh lebah bersengat (Rosadi, 2021). 

 

2.1.1 Lebah Tanpa Sengat 

 

Lebah tanpa sengat termasuk ke dalam Ordo Hymenoptera dan Family 

Apidae yang hidup secara berkoloni.  Koloni lebah tanpa sengat dapat 

berjumlah antara 300 – 80.000 individu lebah.  Habitat lebah tanpa 

sengat berada di daerah beriklim tropis dan subtropis, mencakup 

Indonesia di Sumatra, Kalimantan, Jawa, dan Bali.  Alat pertahanan diri 

lebah tanpa sengat adalah propolis yang dapat melindungi sarang dari 

predator sekaligus berperan dalam menjaga stabilitas suhu di dalam 

sarangnya.  Sarang lebah tanpa sengat umumnya berada di dalam 

lubang pohon, celah dinding, atau di dalam lubang bambu (Achyani dan 

Wicandra, 2019).   
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Koloni lebah tanpa sengat dapat ditemukan di hutan maupun 

pemukiman.  Tanda koloni yang dapat ditemukan di alam di antaranya 

seperti lubang pada pohon, tanda hitam yang berasal dari resin 

tumbuhan, struktur corong, serta aktivitas lebah tanpa sengat yang 

keluar masuk sarang.  Koloni lebah tanpa sengat di pemukiman dapat 

ditemukan pada rumah masyarakat yang terbuat dari kayu atau bambu.  

Terdapat lebih dari 600 jenis lebah tanpa sengat yang hidup di seluruh 

dunia.  Proses identifikasi melalui pengamatan morfologi dan DNA 

barcoding perlu dilakukan untuk mengetahui jenis lebah tanpa sengat 

(Priawandiputra dkk., 2020) (Gambar 2). 

 

 

Gambar 2. Sarang lebah tanpa sengat (Priawandiputra dkk., 2020). 

 

2.1.2 Morfologi dan Siklus Hidup Tanpa Sengat 

 

Struktur tubuh lebah tanpa sengat terbagi menjadi tiga bagian yang 

terdiri dari caput, thorax, dan abdomen.  Kepala lebah tanpa sengat 

terdapat dua jenis mata, yaitu mata oseli dan mata majemuk serta satu 

pasang antena.  Bagian thorax terletak di antara kepala dan abdomen.  

Thorax memiliki tiga pasang tungkai yang terdiri dari tungkai depan, 

tungkai tengah, dan tungkai belakang, serta dua pasang sayap (Gambar 

3) (Harjanto dkk., 2020). 
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Gambar 3. Struktur tubuh lebah tanpa sengat (Sakagami et al., 1990). 

 

Lebah tanpa sengat mencakup empat puluh marga yang ada di 

Indonesia, di antaranya seperti Geniotrigona, Heterotrigona, 

Lepidotrigona, dan Tetragonula (Harjanto dkk., 2020).  Tubuh lebah 

tanpa sengat memiliki warna tubuh yang beragam, seperti hitam, 

kekuningan, dan kemerahan.  Mulut lebah tanpa sengat berfungsi 

sebagai alat penghisap nektar untuk dikumpulkan di dalam sarangnya.  

Gigitan lebah tanpa sengat tidak terasa sakit karena jenis giginya yang 

tidak tajam.  Tungkai lebah tanpa sengat memiliki ruas dan pada 

tungkai belakangnya berambut dengan pola seperti keranjang.  

Sepasang tungkai belakang berfungsi sebagai tempat mengumpulkan 

bee pollen dan getah.  Ukuran tubuh yang kecil menyebabkan lebah 

tanpa sengat terbang pelan dan tidak menimbulkan kebisingan (Achyani 

dan Wicandra, 2019).   

 

Siklus hidup lebah tanpa sengat terbagi menjadi tiga stadia, yaitu larva, 

kepompong, dan dewasa.  Stadium larva terjadi ketika telur yang 

dihasilkan oleh lebah telah berkembang selama tiga hari.  Larva dirawat 

oleh lebah pekerja dan diberi makan berupa royal jelly dengan 

campuran pollen dan nektar.  Stadium kepompong terjadi ketika larva 
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berkembang menjadi kepompong untuk dapat membentuk tubuh lebah 

sempurna.  Pada stadium lebah dewasa terjadi masa kawin di mana 

lebah jantan membuahi ratu lebah untuk menghasilkan keturunan 

(Achyani dan Wicandra, 2019).   

 

2.1.3 Ekologi Lebah Tanpa Sengat 

 

Lebah tanpa sengat hidup di alam secara sosial dengan membentuk 

kelompok atau koloni yang terdiri dari tiga strata.  Strata lebah 

mencakup lebah ratu, lebah pejantan, dan lebah pekerja yang saling 

bergotong royong (Achyani dan Wicandra, 2019).  Dalam satu 

kelompok lebah pada umumnya terdapat satu atau lebih ratu lebah, 

ratusan lebah jantan (drone), dan ratusan hingga ribuan lebah pekerja.  

Ratu lebah memiliki peran sebagai pemimpin koloni dan bertelur.  

Lebah jantan berasal dari telur yang tidak dibuahi, sedangkan lebah 

pekerja berasal dari telur yang dibuahi dan berkelamin betina (Harjanto 

dkk., 2020). 

 

Lebah ratu bertelur pada kantung telur yang dibuat oleh lebah pekerja 

dan telah berisi makanan.  Telur yang dihasilkan oleh lebah ratu dapat 

mencapai jumlah ribuan dan kemudian akan menjadi lebah pekerja.  

Lebah pekerja hanya berumur sampai dua bulan, tetapi memiliki peran 

yang sangat penting dalam koloni, mencakup menjaga koloni, mencari 

pollen dan nektar, serta merawat sarang lebah.  Koloni dan sarang lebah 

dijaga oleh lebah pekerja yang terbang di depan pintu masuk dan 

memanfaatkan resin tumbuhan di kakinya sebagai senjata.  Lebah 

jantan memiliki peran dalam mengawini lebah ratu yang kemudian akan 

mati setelah melakukan proses kawin (Achyani dan Wicandra, 2019).   

 

Peran utama lebah tanpa sengat di dalam ekologi adalah sebagai agen 

penyerbukan atau pollinator.  Penyerbukan pada tumbuhan berbunga 

dibantu ketika lebah tanpa sengat hinggap atau menyinggahi tumbuhan 
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tersebut sehingga buah yang dihasilkan memiliki kualitas yang tinggi.  

Selama proses penyerbukan terjadi simbiosis mutualisme karena lebah 

tanpa sengat mendapatkan makanan dari tumbuhan berbunga yang 

disinggahi dan tumbuhan berbunga terbantu penyerbukannya.  Kondisi 

ekologi suatu ekosistem juga akan terjaga melalui proses penyerbukan 

tumbuhan berbunga yang berjalan dengan baik dan menjaga kelestarian 

tumbuhan (Achyani dan Wicandra, 2019).  Lebah yang hinggap pada 

tumbuhan berbunga memiliki potensi untuk memindahkan serbuk sari 

ke kepala putik sehingga terjadi penyerbukan (Herlinda dan Sari, 2022). 

 

Habitat lebah tanpa sengat pada umumnya berada di area yang 

mencakup tumbuhan berbunga yang memiliki nektar dan pollen sebagai 

sumber pakannya.  Koloni lebah tanpa sengat hidup di dalam sarang 

yang memiliki entrance atau tempat keluar dan masuk sarang.  Selain 

sebagai tempat keluar dan masuk lebah tanpa sengat, entrance juga 

dapat digunakan sebagai alat atau perantara untuk identifikasi jenis 

lebah tanpa sengat di dalam sarang tersebut.  Terdapat tiga jenis 

entrance seperti bentuk corong, kantung, ataupun propolis yang 

mengelilingi suatu lubang (Sadam dkk., 2016). 

 

Aktivitas lebah tanpa sengat dimulai dari pagi hari sampai sore hari, 

mencakup aktivitas mencari nektar, serbuk sari, dan propolis sebagai 

sumber pakan dan material sarang.  Kelompok lebah pekerja akan 

menjelajah lingkungan di sekitar sarang untuk mencari keberadaan 

sumber pakan dan material sarang.  Nektar, serbuk sari, dan propolis 

kemudian dipanen oleh kelompok lebah pengumpul.  Lebah pengumpul 

akan membawa nektar dengan cara memasukkan ke dalam kantung di 

dalam tubuhnya yang disebut dengan crop.  Serbuk sari dan propolis 

dibawa pada pollen basket yang terletak di bagian tibia kaki belakang 

(Harjanto dkk., 2020). 
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Perilaku lebah tanpa sengat dari pagi hingga sore hari mencakup keluar 

sarang dan masuk sarang dengan membawa pollen serta nektar.  

Aktivitas mencari nektar dan pollen tidak dilakukan secara bersamaan, 

karena lebah tanpa sengat hanya melakukan satu aktivitas dalam satu 

kali terbang.  Lebah tanpa sengat banyak melakukan perilaku keluar 

sarang pada pagi hari dikarenakan melakukan aktivitas mencari pollen.  

Perilaku pada sore hari dilakukan dengan tujuan membawa resin dan 

membersihkan sarang lebah.  Aktivitas lebah tanpa sengat dipengaruhi 

oleh kemampuan nalurinya untuk merespon perubahan faktor 

lingkungan yang berupa suhu dan kelembaban (Prasetyo dkk., 2022). 

 

2.1.4 Manfaat Lebah Tanpa Sengat 

 

Lebah tanpa sengat berperan sebagai agen penyerbuk bagi tumbuhan 

berbunga di habitat alaminya.  Lebah tanpa sengat dapat menghasilkan 

madu dan propolis yang dapat bermanfaat bagi kesehatan manusia.  

Propolis yang dihasilkan oleh lebah tanpa sengat memiliki jumlah yang 

lebih banyak daripada lebah bersengat.  Kandungan yang terdapat di 

dalam propolis yaitu antioksidan dan fenol yang dapat dimanfaatkan 

sebagai obat berbagai penyakit serta bernilai ekonomi (Priawandiputra 

dkk., 2020). 

 

Lebah Trigona merupakan salah satu dari kelompok lebah tanpa sengat.  

Kelompok lebah ini memiliki peran utama di lingkungan sekitar 

sarangnya sebagai agen penyerbukan.  Sehingga lingkungan di sekitar 

sarang Trigona memiliki keanekaragaman tumbuhan berbunga sebagai 

sumber pakannya.  Selain polinator, lebah ini juga memberikan manfaat 

berupa menghasilkan madu dan propolis yang dapat dimanfaatkan oleh 

manusia.  Budidaya lebah tanpa sengat telah banyak dilakukan 

mengingat pentingnya lebah tanpa sengat bagi alam dan manusia 

(Nugroho dan Soesilohadi, 2014). 
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Madu sebagai salah satu hasil produk lebah tanpa sengat memiliki 

kandungan antioksidan.  Antioksidan berperan untuk menyingkirkan 

radikal bebas yang berada di dalam tubuh manusia yang dapat menjadi 

pemicu kanker.  Di dalam sarang terdapat getah alami yang dihasilkan 

oleh lebah madu atau disebut dengan propolis.  Propolis berwarna 

coklat kehijauan sebagai pelindung sarang lebah tanpa sengat.  Peran 

propolis juga dapat dirasakan oleh manusia karena dapat sebagai obat 

luka, anti kanker, dan menurunkan tekanan darah.  Serbuk sari dan 

nektar dari tumbuhan berbunga serta air liur lebah yang digabungkan 

akan membentuk pollen yang di dalamnya terkandung protein, 

karbohidrat, lemak, asam amino, vitamin, mineral, dan enzim (Achyani 

dan Wicandra, 2019).   

 

2.1.5 Genetika Lebah Tanpa Sengat 

 

Deoxyribonucleic Acid (DNA) merupakan polimer yang tersusun dari 

gula pentosa berupa deoksiribosa, basa nukleotida yang terdiri atas basa 

purin (adenin dan guanin) dan pirimidin (tymin dan cytosin), serta 

gugus fosfat.  DNA berisi informasi genetik suatu makhluk hidup dan 

dapat menentukan karakteristiknya (Effendi, 2020).  DNA akan melilit 

protein histon yang kemudian membentuk kromosom.  Protein histon 

mengandung asam amino berupa arginin dan lisin sehingga merupakan 

protein yang bersifat basa yang berperan dalam menjaga struktur dan 

kerja dari kromatin.  Kromatin merupakan benang yang terbentuk dari 

lilitan antara DNA dan protein histon (Nusantari, 2015). 

 

Jenis kelamin lebah ditentukan berdasarkan sifat ploidi yang 

dimilikinya, karena lebah dapat menghasilkan individu baru tanpa 

melalui pembuahan atau parthenogenesis (Malik, 2019).  Tipe ploidi 

dapat dibedakan menjadi dua, yaitu diploid (2n) dengan jumlah 32 

kromosom dan haploid (n) dengan jumlah 16 kromosom (Supeno dan 

Erwan, 2016)).  Lebah jantan hanya memiliki tipe kromosom haploid 
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atau satu set kromosom karena berasal dari telur yang tidak dibuahi.  

Lebah betina yang berasal dari telur yang dibuahi memiliki tipe 

kromosom diploid atau memiliki dua set kromosom.  Peran lebah betina 

akan ditentukan berdasarkan pakan yang dikonsumsi selama lebah 

berada pada fase larva.  Lebah ratu akan diberi pakan berupa royal jelly, 

sedangkan jenis pakan pada lebah pekerja berupa pollen (Fadhilah dan 

Rizkika, 2015). 

 

 

2.2 Gen Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) 

 

Di dalam DNA mitokondria (mtDNA) terdapat satu jenis gen yang disebut 

dengan gen Cytochrome Oxidase Subunit I (COI).  Gen COI yang berperan 

dalam mengkode susunan asam amino dan protein bersifat stabil.  Stabilitas 

gen COI ditandai dengan sedikitnya substitusi yang terjadi pada susunan 

asam amino dan protein yang dikode oleh gen COI.  Hal tersebut yang 

menyebabkan gen COI dapat digunakan sebagai penanda dalam melakukan 

analisis filogenetik.  Penanda gen COI dapat memberikan konstruksi 

filogenetik pada tingkat spesies (Wulandari dkk., 2019). 

 

Gen COI digunakan dalam sistematika molekuler untuk menentukan struktur 

filogenetik suatu makhluk hidup.  Fragmen yang sering digunakan berada di 

wilayah dekat ujung 5’.  Fragmen pada wilayah 3’ dan wilayah pusat juga 

dapat digunakan dalam menentukan filogenetik.  Fragmen yang digunakan 

dapat menghasilkan konservasi dengan tingkat yang berbeda pada setiap 

kelompok yang diteliti.  Hasil analisis yang didapatkan dengan menggunakan 

satu wilayah gen lebih baik daripada dengan menggunakan lebih banyak 

wilayah dari gen yang sama (Souza dkk., 2016). 

 

Primer gen COI yang digunakan pada spesies sampel dapat menunjukkan 

jarak genetik basa-basa nukleotida satu sama lainnya.  Jarak genetik suatu 

spesies dengan spesies pembanding dapat diketahui dengan analisis jarak 
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genetik.  Dari jarak genetik yang diperoleh tersebut kemudian dilakukan 

konstruksi untuk mendapatkan pohon filogenetik.  Pohon filogenetik 

digunakan untuk menganalisis hubungan kekerabatan dari suatu spesies.  

Teknik ini dilakukan melalui analisis secara molekuler dengan tingkat 

keakuratan tinggi yang dapat mengetahui kekerabatan suatu spesies dengan 

spesies lainnya (Muliani dkk., 2020). 

 

Gen COI telah banyak digunakan untuk melakukan analisis molekuler dan 

dapat menunjukkan hubungan kekerabatan suatu spesies.  Aisyah dkk. (2021) 

telah melakukan penelitian dengan menggunakan gen COI untuk melakukan  

identifikasi ikan hiu dengan menggunakan sampel potongan daging dari 

siripnya.  Sampel sirip ikan hiu berhasil diidentifikasi dan menunjukkan 

kekerabatan yang dekat dengan spesies Chiloscyllium punctatum dengan 

kemiripan mencapai 100%.  Analisis molekuler dengan gen COI juga telah 

dilakukan oleh Arian, dkk. (2016) dengan menggunakan sampel jaringan kaki 

katak pohon (Polypedates leucomystax).   

 

Kusuma, dkk. (2024) melakukan analisis filogenetik terhadap ikan kotes 

(Channa gachua) dan ikan kutuk (Channa striata) yang dikoleksi dari Jawa 

Timur berdasarkan gen COI.  Penelitian tersebut menunjukkan sampel ikan 

kotes berkerabat dekat dengan C. gachua dari Jawa Barat sedangkan sampel 

ikan kutuk berkerabat dekat dengan C. striata dari Amerika.  Hubungan 

kekerabatan serangga laut Gerridar yang diisolasi dari pesisir Pantai Mokupa, 

Sulawesi Utara telah berhasil diketahui dengan menggunakan primer gen COI 

yang menunjukkan tingkat identik 87% dengan Rhagovelia tenuipes, 

(Maramis dan Warou, 2014).  Sayusti, dkk. (2023) telah melakukan 

identifikasi lebah tanpa sengat yang dikoleksi dari Jambi, Bogor, dan Banten 

secara molekuler dengan berdasarkan gen COI.   

 

Gen COI dapat digunakan dalam menentukan kekerabatan pada suborder 

Heteroptera, Family Coreidae dan Pentatomidae.  Souza, et al. (2016) 

melakukan analisis komposisi nukleotida gen COI pada tiga wilayah, yaitu 
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wilayah 5’, wilayah pusat, dan wilayah 3’.  Widarti, dkk. (2022) 

menggunakan sekuen gen COI untuk melakukan identifikasi dan menyusun 

pohon filogenetik Spodoptera frugiperda asal Jawa. Sampel yang digunakan 

menunjukkan hubungan kekerabatan dengan spesies yang berasal dari 

Sumatera Barat, China, Korea, dan India.  Gen COI juga dapat digunakan 

untuk melakukan analisis filogenetik pada sapi, seperti yang telah dilakukan 

oleh Wulandari, dkk. (2019) dan berhasil menunjukkan kekerabatan sapi 

lokal Indonesia. 

 

 

2.3 Analisis Molekuler 

 

Analisis molekuler merupakan suatu teknik analisis dengan menggunakan 

pendekatan berdasarkan DNA.  Analisis molekuler dilakukan dengan melalui 

4 tahapan, yaitu ekstraksi DNA, PCR, sekuensing, dan analisis data hasil 

sekuensing.  DNA yang diekstraksi berasal dari sampel yang akan digunakan 

dan dilanjutkan dengan proses Polymerase Chain Reaction (PCR).  Di dalam 

PCR terdapat tahapan elektroforesis yang dapat menunjukkan hasil PCR, di 

mana pita tunggal menjadi hasil produk PCR yang diharapkan.  Pita tunggal 

kemudian disekuensing untuk membentuk urutan basa nukleotida (Fitrian 

dkk., 2020). 

 

Proses identifikasi makhluk hidup dapat dilakukan melalui proses analisis 

molekuler menggunakan DNA.  Proses ini dilakukan dengan melalui tahap 

isolasi, amplifikasi, dan visualisasi DNA.  Isolasi dilakukan dengan 

mengambil sampel DNA suatu makhluk hidup yang kemudian dilanjutkan 

dengan amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR.  Hasil amplifikasi 

tersebut akan dilanjutkan dengan proses elektroforesis bersama larutan gel 

agarose untuk mendapatkan hasil visualisasi DNA (Widarti dkk., 2022). 

 

Ekstraksi DNA pada hewan dapat dilakukan dengan menggunakan DNA 

kromosom dan DNA mitokondria.  DNA kromosom terletak di dalam inti sel, 
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sedangkan DNA mitokondria pada organel mitokondria.  Proses ekstraksi 

diawali dengan tahap pelisisan sel yang bertujuan untuk memecahkan 

membran dan organel sel sehingga didapatkan DNA murni tanpa ada 

komponen lainnya.  Proses ekstraksi melibatkan tahap lisis menggunakan 

enzim proteinase-K digunakan pada tahap lisis untuk melakukan hidrolisis 

protein membran secara enzimatik dan etanol untuk proses presipitasi DNA 

(Maksum dkk., 2017).   

 

Teknik PCR dilakukan secara in vitro untuk melakukan sintesis dan 

amplifikasi terhadap DNA.  Segmen DNA akan diamplifikasi dalam jumlah 

yang banyak hanya dengan waktu yang singkat (Setyawati dan Zubaidah, 

2021).  Perbanyakan DNA dilakukan melalui proses amplifikasi enzimatik 

pada fragmen DNA yang berada di antara dua primer yang digunakan.  DNA 

baru akan disintesis oleh DNA polimerase yang dimulai pada ujung 3’ di 

setiap primernya.  Program PCR tediri atas 3 tahap utama yang meliputi 

denaturasi, annealing, dan extension serta terdapat penambahan dua tahapan 

yang meliputi pre-denaturasi dan post-extension (Mursyidin, 2024).   

 

Pre-denaturasi bertujuan untuk memastikan terdenaturasinya cetakan DNA 

secara sempurna dan dilakukan sebelum siklus berjalan.  Siklus PCR dimulai 

dengan tahap denaturasi yang bertujuan untuk memisahkan untaian cetakan 

DNA dan berlangsung selama paling lama 60 detik.  Kemudian dilanjutkan 

dengan tahap annealing yang bertujuan untuk proses penempelan primer pada 

cetakan DNA dengan suhu yang menyesuaikan kandungan primer.  Tahap 

berikutnya yaitu extension yang merupakan proses perpanjangan untaian 

DNA dengan waktu yang bergantung pada panjang sekuen DNA target.  

Proses PCR diakhiri dengan post-extension yang bertujuan untuk memastikan 

hasil perpanjangan DNA telah selesai yang dilakukan selama 5 - 10 menit 

(Mursyidin, 2024).   

 

Primer merupakan urutan basa nukleotida DNA yang bersifat spesifik dan 

akan menempel pada sekuens target.  Primer yang digunakan berpengaruh 
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terhadap keberhasilan proses amplifikasi.  Sifat spesifik primer berfungsi 

untuk membatasi fragmen DNA target yang sesuai dengan primer.  Basa 

nukleotida pada primer umumnya berkisar antara 18 – 30 basa.  Proses 

penempelan primer yang terjadi pada sekuens target memerlukan suhu yang 

tepat dan optimum.  Suhu yang tepat diperoleh melalui perhitungan melting 

temperature (Tm) (Rahmawati dan Shabrina, 2024). 

 

Melting temperature (Tm) atau suhu leleh merupakan suhu yang diperlukan 

oleh separuh primer untuk saling melepas ikatan.  Tm umumnya berkisar 

antara 50 – 65˚C yang dihitung berdasarkan basa nukleotidanya.  Suhu leleh 

yang di atas 65˚C dapat menurunkan efektivitas annealing dalam proses 

amplifikasi.  Perhitungan Tm dilakukan berdasarkan jumlah basa nukleotida 

pada primer menggunakan rumus Tm (˚C ) = ((G+C) × 4) + ((A+T) × 2).  

Hasil dari perhitungan melting temperature  kemudian digunakan dalam 

menentukan suhu annealing (Rahmawati dan Shabrina, 2024). 

 

Sekuens hasil PCR kemudian divisualisasikan dengan bantuan gel agarose 

pada proses elektroforesis.  Elektroforesis merupakan proses untuk 

memisahkan makromolekul DNA dengan berdasarkan pada ukuran dan 

muatan molekul dalam suatu larutan.  Molekul akan bergerak menuju arah 

dengan muatan dan kecepatan yang berbeda pada gel.  Gel agarose 

digunakan dalam proses elektroforesis karena termasuk golongan polisakarida 

dan merupakan matriks dengan molekul yang menyatu oleh ikatan hidrogen.  

DNA yang bermuatan negatif akan bergerak ke arah kutub elektroda positif 

saat proses telah berjalan (Adhiyanto dkk., 2020). 

 

Elektroforesis yang dilakukan bertujuan untuk memisahkan senyawa 

bermuatan dengan bantuan medan listrik (Harahap, 2018).  Menurut 

Ramadhani dkk. (2024), proses elektroforesis akan menghasilkan pita-pita 

DNA dengan ketebalan sesuai berat dan jumlah DNA.  Gel agarose yang 

diamati di bawah sinari ultraviolet akan terlihat pita berwarna putih di atas gel 

yang menunjukkan kualitas DNA hasil amplifikasi (Tanzil dan Fanata, 2024).  
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Indikator kualitas DNA hasil amplifikasi yang baik yaitu apabila hanya 

terdapat satu pita DNA yang terbentuk dan tidak adanya smear (Wasdili dan 

Gartinah, 2018).  Pita DNA yang terlihat secara jelas juga menunjukkan 

kualitas DNA yang baik (Novitasari dkk., 2014).  

 

 

2.4 Analisis Sekuens Deoxyribonucleic Acid (DNA) 

 

Deoxyribonucleic Acid (DNA) yang terdapat di dalam tubuh organisme dapat 

digunakan sebagai karakter identifikasi.  Melalui proses sekuensing, akan 

didapatkan sekuens DNA (Sari dkk., 2023).  Sekuens DNA merupakan urutan 

nukleotida yang berisi informasi genetik.  Basa nukleotida ditampilkan 

berupa huruf-huruf A-C-G-T yang merepresentasikan struktur molekul DNA.  

Setiap huruf akan mewakili masing-masing basa nukleotida, yaitu adenin, 

sitosin, guanin, dan timin (Rahmawati dan Shabrina, 2024). 

 

Sekuens DNA yang didapatkan dari hasil sekuensing berupa file dengan 

format AB1.  File yang didapatkan terdiri dari urutan sekuens DNA dan 

elektroferogram, baik reverse maupun forward.  Kualitas elektroferogram 

yang baik ditunjukkan dengan jumlah pasang basa yang sesuai dengan hasil 

elektroforesis sampel DNA.  Elektroferogram dengan kualitas yang kurang 

baik menyebabkan pemotongan sekuens pada bagian awal dan akhir sehingga 

jumlah pasang basa akan berkurang.  Faktor yang dapat menjadi penyebab 

kurang baiknya kualitas elektroferogram yaitu terdapat banyak pengotor pada 

sampel yang digunakan (Dailami dkk., 2022).   

 

Kualitas hasil sekuensing erat kaitannya dengan kualitas hasil amplifikasi.  

Hasil amplifikasi dengan konsentrasi DNA yang tinggi akan menghasilkan 

sekuens DNA dengan kualitas yang baik.  Hasil sekuensing DNA akan 

didapatkan dalam format file AB1 yang terdiri dari urutan basa nukleotida 

dan elektroferogram.  Urutan basa nukleotida dilakukan pengecekan dan 

pencocokan dengan elektroferogramnya.  Elektroferogram menunjukkan 
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puncak setiap basa nukleotida yang ditandai dengan warna yang berbeda-

beda.  Basa nukleotida adenin dengan puncak berwarna hijau, guanin dengan 

warna ungu, timin dengan warna merah, dan sitosin dengan warna biru 

(Wulandari dkk., 2021). 

 

Sekuens dianalisis dan dicocokkan dengan elektroferogram yang dihasilkan.  

Puncak elektroferogram akan menunjukkan basa nukleotida secara jelas.  

Elektroferogram dilihat dan dicocokkan dengan sekuens, karena terdapat basa 

nukleotida yang disimbolkan dengan “N”.  Simbol “N” menunjukkan bahwa 

basa nukleotida tidak dapat dibedakan antara adenin, timin, guanin, atau 

sitosinnya.  Basa dengan simbol “N” kemudian diperbaiki sesuai dengan 

pucak intensitas tertinggi pada elektroferogram (Gaffar dan Sumarlin, 2020).  

Elektroferogram digunakan untuk melakukan konfirmasi basa nukleotida 

pada setiap sekuens hingga didapatkan urutan sekuens yang benar (Mawardi 

dkk., 2018).   

 

 

2.5 Bioinformatika  

 

Bioinformatika merupakan perangkat lunak yang digunakan untuk membantu 

mengetahui struktur, fungsi, dan evolusi suatu gen, protein atau keseluruhan 

genom suatu spesies makhluk hidup.  Bioinformatika berguna dalam 

membantu mempersingkat waktu yang diperlukan untuk melakukan analisis 

dan visualisasi suatu data gen dengan menggunakan teknologi informasi.  

Data-data biologis dapat dianalisis dengan mudah melalui pengembangan 

berbagai ilmu, seperti komputer, matematika, dan statistik.  Melalui 

bioinformatika, maka akan didapatkan informasi-informasi yang berasal dari 

data biologis yang kita miliki (Mahrus dkk., 2021). 

 

Bioinformatika dilakukan dengan memanfaatkan teknik komputasi untuk 

melakukan analisis terhadap data-data biologis.  Data biologis akan dapat 

dianalisis dengan menggunakan proses otomatis yang bersifat akurat dan 
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efisien (Sardi, 2022).  Data yang digunakan dalam analisis bioinformatika 

umumnya berupa sekuens DNA dan asam amino yang memiliki informasi 

genetik.  Sekuens akan dilakukan penyejajaran atau alignment dan dapat 

digunakan sebagai database.  Bioinformatika dapat digunakan dalam 

menentukan evolusi dengan membandingkan beberapa gen dari spesies yang 

berbeda (Apsari dkk., 2018). 

 

Salah satu program dalam bioinformatika yang banyak digunakan yaitu 

penyejajaran sekuens atau sequence alignment.  Penyejajaran sekuens 

dilakukan dengan membandingkan dua sekuens untuk mengetahui tingkat 

kecocokan atau kemiripannya.  Ketidakcocokan dapat muncul dalam analisis 

sekuens yang menandakan terjadinya mutasi.  Kesenjangan atau gap juga 

dapat terjadi ketika panjang sekuens yang dibandingkan tidak memiliki 

panjang yang sama, hal tersebut dikaitkan dengan proses insersi atau delesi.  

Analisis terhadap sekuens dilakukan mengetahui proses evolusi yang terjadi 

pada sekuens yang dibandingkan (Apsari dkk., 2018). 

 

Perbandingan dengan menggunakan lebih dari dua sekuens dapat dilakukan 

dengan metode multiple sequence alignment (MSA) untuk menyejajarkan 

sekuens.  Contoh metode yang banyak digunakan yaitu Clustal W karena 

memiliki waktu yang singkat dan memiliki akurasi yang tinggi.  Sekuens 

yang dibandingkan dapat diperoleh melalui database dan data sekuens yang 

dimiliki (Apsari dkk., 2018).  Sekuens hasil alignment kemudian 

diidentifikasi dan dibandingkan untuk mengetahui jarak genetik antara 

sekuens menggunakan perangkat lunak bioinformatika, yaitu Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (Ingkiriwang dkk., 2017). 



 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 – Januari 2025 di 

bawah penelitian dasar Priyambodo, S.Pd., M.Sc. dan Dra. Elly Lestari 

Rustiati, M.Sc., dengan nomor kontrak 724/UN26.21/PN/2024 yang berjudul 

“Konstruksi Filogenetik Lebah Tanpa Sengat di Lampung Tengah 

Berdasarkan Gen COI”.  Pengambilan sampel lebah tanpa sengat 

dilaksanakan di Desa Sido Mulyo, Kecamatan Punggur, Kabupaten Lampung 

Tengah.  Analisis molekuler dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, 

Balai Veteriner Lampung di bawah bimbingan drh. Eko Agus Srihanto, M.Sc. 

dan Dian Neli Pratiwi S.Si., M.Ling. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan  

 

Alat yang digunakan dalam melakukan koleksi sampel adalah botol vial, 

kantung plastik, dan ice box. Alat yang digunakan dalam melakukan analisis 

molekuler adalah mortar, alu, pinset, laminar air flow, micropipet dengan 

volume 1 –10 µl, 10 – 100 µl, 20 – 200 µl, dan 100 – 1.000 µl, microtip 

dengan volume 10 µl, 20 µl, 100 µl 200 µl, dan 1.000 µl, microtube, 

waterbath, vortex, spin column, sentrifuge, freezer, Erlenmeyer, cetakan agar, 

sisir agarose, chamber gel agarose, alat elektroforesis, microwave, kamera, 

UV Transilluminator, biosafety cabinet, thermal cycler, komputer, dan 

laptop. 
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel lebah tanpa sengat, 

larutan Phospat Buffer Saline (PBS), sarung tangan, masker, alkohol 70%, 

QIAamp® DNA Mini Kit dengan nomor katalog 51306, etanol 96%, buffer 

AL, buffer AW1, buffer AW2, buffer AE, proteinase-K, primer LCO1490 dan 

HCO2198, bubuk agarose, buffer TAE, SYBR safe DNA gel stain, DNA 

marker, My Taq HS Red Mix, loading dye, dan Nuclease Free Water (NFW). 

 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

Kajian Analisis Hasil Sekuensing Gen COI pada Individu Lebah Tanpa 

Sengat di Lampung Tengah dilakukan melalui delapan tahapan yang meliputi 

persiapan dan perizinan, pengambilan sampel lebah tanpa sengat, ekstraksi 

DNA, uji kualitas DNA, optimasi suhu annealing, amplifikasi DNA, 

elektroforesis dan visualisasi DNA, serta sekuensing DNA yang kemudian 

dilanjutkan dengan proses analisis data.  

 

3.3.1 Persiapan dan Perizinan 

 

Persiapan dan perizinan dilakukan dengan melakukan koordinasi antara 

tim peneliti dengan Balai Veteriner Lampung, sebagai mitra dalam 

melakukan analisis sampel secara molekuler.  Perizinan juga dilakukan 

dalam pengambilan sampel lebah tanpa sengat kepada pemilik lokasi 

yang terdapat sarang lebah tanpa sengatnya, berlokasi di Dusun Sari 

Katon dan Sidomulyo, Desa Sido Mulyo, Kecamatan Punggur. 

 

3.3.2 Pengambilan Sampel Lebah Tanpa Sengat 

 

Sampel lebah tanpa sengat didapatkan dengan metode jelajah 

(Bookhout, 1996 dalam Lamerkabel, 2021).  Jelajah dilakukan dengan 

tujuan untuk menemukan sarang lebah dan selanjutnya dilakukan 

koleksi sampel.  Penentuan lokasi pengambilan sampel didasarkan pada 
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informasi yang didapatkan mengenai keberadaan sarang lebah tanpa 

sengat.  Berdasarkan informasi yang diperoleh, didapatkan dua titik 

lokasi keberadaan sarang lebah tanpa sengat, yaitu pada titik koordinat 

5°01'44.4"S 105°17'56.1"E  di Dusun Sari Katon sebagai titik pertama 

dan 5°02'02.0"S 105°17'09.5"E di Dusun Sidomulyo sebagai titik 

kedua.  Kedua titik pengambilan sampel berada di Desa Sido Mulyo, 

Kecamatan Punggur, Kabupaten Lampung Tengah (Gambar 4).   

 

 

Gambar 4. Peta lokasi pengambilan sampel. 

 

Pengambilan sampel lebah tanpa sengat dilakukan di waktu pagi hari 

sebelum lebah memulai aktivitasnya.  Sampel lebah tanpa sengat 

dikoleksi dengan mengacu pada metode yang dikembangkan oleh 

Lamerkabel (2017), yaitu diawali dengan pemasangan kantung plastik 

pada entrance sarang lebah tanpa sengat.  Sarang lebah tanpa sengat 

diketuk hingga pada kantung plastik terdapat individu lebah yang 

terperangkap.  Individu lebah tanpa sengat kemudian dipindahkan ke 

dalam botol vial yang di dalamnya telah diisi dengan larutan PBS dan 

ditutup dengan rapat.  Larutan PBS digunakan sebagai larutan fiksatif 

untuk membius individu lebah (Priyambodo dkk., 2023).  Botol vial 

diberi label untuk memberi tanda sampel dan dimasukkan ke dalam ice 
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box untuk disimpan di dalam freezer dengan suhu -4˚C di Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung.   

 

3.3.3 Ekstraksi DNA Lebah Tanpa Sengat 

 

Ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan kit isolasi DNA, yaitu 

Qiagen Blood and Tissue yang dilakukan di dalam Laminar Air Flow 

dengan menggunakan masker dan sarung tangan.  Sampel lebah tanpa 

sengat dikeluarkan dari freezer dan disimpan di suhu ruang.  Botol vial 

dibuka kemudian diambil sampel lebah tanpa sengat menggunakan 

pinset dan dipindahkan ke dalam mortar yang telah disterilisasi dengan 

alkohol 70%.  Sampel yang digunakan adalah seluruh bagian tubuh 

lebah dan ditambahkan larutan PBS, kemudian digerus dengan pestle 

hingga halus.  Sampel diambil sebanyak 100 µl menggunakan 

mikropipet dan dimasukkan ke dalam microtube (Gambar 5).   

 

 

Gambar 5. Penggerusan sampel lebah tanpa sengat. 

 

Tahapan awal dalam melakukan ekstraksi adalah pelisisan dengan 

menambahkan 20 µl proteinase-K dan 200 µl buffer AL ke dalam 

sampel kemudian divortex hingga homogen.  Sampel yang telah 

homogen kemudian diinkubasi pada suhu 56˚C selama 10 menit di 

dalam waterbath.  Sampel yang telah diinkubasi kemudian ditambahkan 

etanol 96% sebanyak 200 µl dan divortex hingga homogen.  Sampel 
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yang telah homogen dipindahkan ke dalam spin column dan 

disentrifugasi dengan kecepatan 18.000 rpm selama 1 menit.  Sampel 

yang telah disentrifugasi dipindahkan ke dalam microtube yang baru 

dan ditambahkan buffer AW1 sebanyak 500 µl kemudian disentrifugasi 

dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit.   

 

Pada sampel ditambahkan buffer AW2 sebanyak 500 µl selanjutnya 

disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 3 menit.  Buffer 

AW1 dan AW2 merupakan buffer yang digunakan untuk proses 

washing atau pencucian sampel dari kontaminan residu.  Spin column 

dipindahkan ke dalam microtube 1,5 µl dan ditambahkan buffer AE 

sebanyak 100 µl, diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit.  Sampel 

selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit.  

Spin column dibuang dan sampel DNA yang telah terisolasi disimpan di 

dalam freezer dengan suhu 20˚C.   

 

3.3.4 Uji Kualitas DNA Lebah Tanpa Sengat 

 

Pengujian kualitas sampel DNA hasil ekstraksi dilakukan melalui 

proses elektroforesis.  Elektroforesis dilakukan menggunakan gel 

agarose 1% dan dilanjutkan dengan visualisasi pita DNA pada alat UV 

Transilluminator dengan bantuan kamera (Arian dkk., 2016).  Menurut 

Adhiyanto dkk. (2020), gel agarose digunakan sebagai media untuk 

meletakkan sampel dan untuk memudahkan mengamati pergerakan 

DNA pada aliran listrk.  Gel agarose diletakkan pada chamber yang 

telah diisi dengan buffer TAE.  Alat UV transilluminator digunakan 

sebagai alat untuk mengamati hasil pendaran pita DNA yang dihasilkan 

menggunakan sinar ultra violet.  Sampel DNA sebanyak 5 µl 

dicampurkan dengan loading dye sebanyak 2 µl kemudian dimasukkan 

ke dalam sumur gel dalam gel agarose.  Elektroforesis dilakukan pada 

tegangan 100 volt dan 400 A selama 13 menit.  Kualitas DNA dilihat 
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berdasarkan hasil visualisasi DNA pada UV transiluminator yang 

berupa pendaran pita DNA. 

 

3.3.5 Optimasi Suhu Annealing 

 

Optimasi suhu annealing merupakan tahap yang dilakukan sebelum 

amplifikasi DNA.  Amplifikasi DNA melibatkan tahap annealing 

dengan suhu tertentu dan berbeda setiap primernya.  Tahap optimasi 

bertujuan untuk mendapatkan suhu optimum annealing agar hasil 

amplifikasi memiliki kualitas yang maksimal (Setyawati dan Zubaidah, 

2021).  Optimasi dilakukan menggunakan rentang suhu annealing yang 

ditentukan melalui perhitungan Temperature melting (Tm).  

Temperature melting (Tm) dihitung berdasarkan jumlah basa nukleotida 

yang terdapat di dalam sekuens primer (Rahmawati dan Shabrina, 

2024).  Menurut Sasmito dkk, (2014), penentuan suhu dalam proses 

optimasi suhu annealing dilakukan berdasarkan rumus sebagai berikut: 

 

Tm (P) = (nG + nC) × 4 + (nA + nT) × 2 

Keterangan: 

Tm (P) : Primer Melting Temperature 

nG  : Jumlah basa guanin pada primer 

nC  : Jumlah basa sitosin pada primer 

nA  : Jumlah basa adenin pada primer 

nT  : Jumlah basa timin pada primer. 

 

Berdasarkan sekuens primer gen LCO1490 dan HCO2198, dilakukan 

perhitungan sesuai rumus dan pada alat thermal cycler sebagai alat 

untuk melakukan perbanyakan DNA.  Program PCR dijalankan dengan 

menggunakan suhu annealing berupa gradien, dengan rentang suhu 

52˚C – 57˚C.  Optimasi dilakukan dengan menambahkan 1 µl forward 

primer, 1 µl reverse primer, 11,5 µl red mix, 3,5 µl Nuclease Free 

Water (NFW) dan 8 µl sampel ke dalam microtube (Gambar 6). 
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Gambar 6. Proses penambahan DNA template. 

 

3.3.6 Amplifikasi DNA Lebah Tanpa Sengat 

 

Tahap amplifikasi DNA dilakukan di biosafety cabinet dengan 

menggunakan tube yang berisi 5 komponen yang meliputi red mix, 

primer forward, primer reverse, Nuclease Free Water (NFW), dan 

sampel DNA lebah tanpa sengat.  Tube masing-masing sampel 

memiliki volume 40 µl yang terdiri atas red mix sebanyak 17 µl, primer 

forward dan reverse yang masing-masing sebanyak 1,75 µl, NFW 

sebanyak 9,5 µl, dan sampel DNA lebah sebanyak 10 µl (Gambar 7).   

 

 

Gambar 7. Proses master mix. 
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Primer yang digunakan dalam proses amplifikasi adalah forward 

LCO1490 dan reverse HCO2198 (Tabel 1).  DNA sampel kemudian 

diamplifikasi menggunakan mesin thermal cycler untuk melakukan 

perbanyakan DNA.  Mesin thermal cycler dilakukan pengaturan 

mencakup suhu, waktu, dan pengulangan yang akan dilakukan.  Tube 

sampel kemudian disusun ke dalam rak PCR dan ditutup kemudian 

mulai dijalankan program PCR hingga selesai. 

 

Tabel 1. Sekuen Primer LCO1490 dan HCO2198 (Marconi et al., 2022) 

Primer Sekuen 

forward 

LCO1490 

5’- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G - 3’ 

reverse 

HCO2198 

5’- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA - 3’ 

 

Proses amplifikasi terdiri dari lima tahapan, yaitu pre-denaturation, 

denaturation, annealing, extension, dan post-extension yang dilakukan 

dalam 35 siklus.  Pre-denaturation dilakukan pada suhu 94˚C selama 3 

menit dan dilanjutkan dengan denaturation pada suhu 94˚C selama 30 

detik.  Tahap annealing yang dilakukan pada suhu 50˚C selama 30 

detik.  Amplifikasi dilanjutkan dengan tahap extension pada suhu 72˚C 

selama 1 menit dan diakhiri dengan post-extension pada suhu 72˚C 

selama 10 menit (Marconi et.al., 2022).  Berdasarkan hasil optimasi 

kondisi PCR, proses amplifikasi dilakukan modifikasi terhadap jumlah 

siklus menjadi 40 siklus dan tahap annealing pada suhu 57˚C. 

 

3.3.7 Elektroforesis dan Visualisasi DNA Lebah Tanpa Sengat 

 

Elektroforesis dilakukan pada gel agarose 1% yang dibuat dengan 

mencampurkan 1 bungkus bubuk agarose dan 100 ml buffer TAE ke 

dalam Erlenmeyer, kemudian dimasukkan ke dalam microwave selama 

3 menit.  Agarose ditambahkan pewarna SYBR Safe DNA Gel Stain 

sebagai pewarna sebanyak 10 µl dan dihomogenkan secara perlahan.  
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Cetakan agar serta sisirnya dipersiapkan kemudian gel dituangkan ke 

dalam cetakan agar dan ditunggu hingga mengeras.  Sisir kemudian 

dilepaskan dari cetakan agar dan dipindahkan ke dalam chamber.  Gel 

agarose digunakan sebagai media pemisah senyawa yang memiliki laju 

pemisah cenderung cepat. Larutan buffer juga diperlukan untuk 

menjaga stabilitas pH gel agarose sekaligus berperan dalam pergerakan 

arus listrik sebagai larutan yang menyediakan elektrolit (Harahap, 

2018).  Pewarna yang digunakan dalam pembuatan gel agarose 

bertujuan untuk membantu visualisasi pergerakan DNA sehingga 

terlihat pita DNA yang terbentuk (Putri dkk., 2024). 

 

Buffer TAE ditambahkan ke dalam chamber hingga gel agarose 

terendam.  Marker diambil sebanyak 5 µl lalu dimasukkan ke dalam 

sumur gel.  Sampel DNA diambil sebanyak 5 µl dan dimasukkan ke 

dalam sumur gel setelah marker secara berurutan.  Marker digunakan 

sebagai penunjuk ukuran base pair dan akan digunakan sebagai 

pembanding dalam menentukan ukuran base pair sampel (Rosmini 

dkk., 2024).  Setelah semua sampel DNA dimasukkan ke dalam sumur 

gel, maka chamber ditutup dan dipasang katoda dan anoda lalu 

dihubungkan ke arus listrik (Gambar 8).   

 

 

Gambar 8. Pemasangan katoda dan anoda. 

 

Mesin elektroforesis dijalankan selama 35 menit dengan voltase 100 V 

dan arus 300 A. Mesin elektroforesis kemudian dimatikan dan chamber 
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dibuka, kemudian gel agarose diangkat dari dalam chamber.  Gel 

agarose diletakkan pada alat UV Transilluminator kemudian alat 

tersebut ditutup.  Kamera dihidupkan dan diatur supaya terhubung 

dengan komputer kemudian diambil gambar hasil elektroforesis. 

 

3.3.8 Sekuensing DNA 

 

Sampel DNA hasil amplifikasi selanjutnya dilakukan sekuensing di 1st 

Base, Malaysia, melalui PT. Genetika Science Indonesia.  Sekuensing 

dilakukan setelah pengiriman sampel DNA ke PT. Genetika Science 

Indonesia.  Seluruh prosedur dilakukan melalui website 1st Base dan 

hasil sekuensing dikirimkan melalui email yang telah dicantumkan 

(Darmawan dkk., 2024).  Hasil sekuensing yang dikirimkan berupa 

AB1 file yang berisi data sekuens DNA sampel (Arian dkk., 2016).   

 

 

3.4 Analisis Data 

 

Tahap analisis data dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version XI (MEGA XI) untuk 

proses penyejajaran urutan basa-basa nukleotida dan analisis jarak 

kekerabatan (Tamura et.al., 2021).  Data yang digunakan merupakan data 

hasil sekuensing yang berupa urutan basa nukleotida pada sampel.  

 

3.4.1 Penyejajaran Urutan Basa Nukleotida  

 

Analisis data dimulai dengan proses penyejajaran (alignment) yang 

dilakukan pada perangkat lunak MEGA XI.  Perangkat lunak MEGA 

XI dibuka dan dipilih menu “Align” pada tampilan awal perangkat 

lunak kemudian dipilih opsi “edit/build alignment”.  Pada opsi tersebut 

kemudian akan menampilkan 3 pilihan, dan dipilih "create a new 

alignment" kemudian dipilih "DNA".  Menu “edit” yang terletak di atas 
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kemudian dipilih lalu dilanjutkan dengan "insert sequence from a file".  

Data sekuens DNA hasil sekuensing kemudian dipilih dan ditunggu 

hingga proses selesai dan terlihat data sekuens (Gambar 9).   

 

 

Gambar 9. Tampilan data sekuens. 

 

Urutan basa nukleotida dilanjutkan dengan melakukan reverse 

complement.  Reverse complement dilakukan dengan memilih data 

sekuens “reverse” kemudian menuju menu “data” dan dipilih "reverse 

complement".  Data sekuensing kemudian disejajarkan dengan memilih 

menu “Alignment” dan dipilih “Align by ClustalW” (Gambar 10).  

Kemudian diatur “pairwise dan multiple alignment” lalu diklik “OK”.   

 

 

Gambar 10. Tahap alignment sekuens forward dan reverse. 
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Penyejajaran diawali dengan memotong bagian sekuens reverse dan 

forward yang kosong.  Situs yang kosong menunjukkan adanya 

ketidaksejajaran antara kedua sekuens yang digunakan, sehingga perlu 

dilakukan penghapusan situs.  Situs yang dipotong yaitu pada situs awal 

(Gambar 11) dan situs akhir sekuens (Gambar 12). 

 

 

Gambar 11. Tahap pemotongan situs awal. 

 

 

Gambar 12. Tahap pemotongan situs akhir. 

 

Pembandingan basa nukleotida pada sekuens reverse dan forward 

ditandai dengan tanda tidak berbintang dan disesuaikan berdasarkan 

elektroferogram.  Penggantian basa nukleotida dikakukan dengan 

memilih basa nukleotida yang akan diganti kemudian ditekan tombol 
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“delete” dan diisi dengan basa nukleotida yang baru.  Basa nukleotida 

pada sekuens yang telah sejajar, dilakukan “save session”.  Hasil 

sekuens reverse maupun forward disalin dan ditempel di notepad, 

kemudian diberi nama “>Sampel 1 Lebah Tanpa Sengat”(Gambar 13).  

Dilakukan hingga didapatkan seluruh sekuens sampel individu lebah 

tanpa sengat.  File notepad disimpan untuk dilakukan analisis data. 

 

 

Gambar 13. Tahap memasukkan data sekuens ke dalam notepad. 

 

3.4.2 Multiple Alignment Sequencing 

 

Seluruh sekuens sampel yang didapatkan kemudian dilanjutkan dengan 

melakukan multiple alignment sequencing.  Multiple alignment 

sequencing dilakukan dengan memilih menu “Align” pada tampilan 

awal perangkat lunak MEGA XI kemudian dipilih opsi “edit/build 

alignment”.  Opsi "create a new alignment" dipilih dan dilanjutkan 

dengan memilih opsi "DNA".  Menu “edit” yang terletak di atas 

kemudian dipilih lalu dilanjutkan dengan "insert sequence from a file".  

Data sekuens yang telah disimpan di notepad kemudian dipilih dan 

akan terlihat seluruh sekuens sampel yang akan dianalisis (Gambar 14).   
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Gambar 14. Tahap memasukkan data sekuens sampel. 

 

Analisis dilanjutkan dengan proses penyejajaran pada menu 

“Alignment” dan dipilih “Align by ClustalW”.  Kemudian diatur 

“pairwise dan multiple alignment” lalu diklik “OK” (Gambar 15).   

 

 

Gambar 15. Tahap alignment sekuens sampel. 

 

Sekuens yang telah disejajarkan kemudian dilakukan penghapusan 

deretan yang kosong pada situs awal (Gambar 16) dan akhir sekuens 

(Gambar 17).  Hasil penyejajaran sekuens kemudian dilakukan 

perbandingan antara satu sekuen dengan sekuen lainnya dengan 

memperhatikan basa nukleotida yang berbeda dan ditandai dengan tidak 

adanya bintang. 
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Gambar 16. Tahap pemotongan situs awal sekuens sampel. 

 

 

Gambar 17. Tahap pemotongan situs akhir sekuens sampel. 

 

3.4.3 Analisis dan Visualisasi Jarak Genetik 

 

Analisis dan visualisasi jarak genetik dilakukan pada perangkat 

lunak MEGA XI.  Jarak genetik dianalisis melalui menu “Distance” 

yang ada pada perangkat lunak MEGA XI dan dipilih opsi 

“Compute Pairwise Distances”.  File data sekuens kemudian dipilih 

dan tekan “yes”.  Data sekuens sampel yang akan dianalisis 

kemudian akan terlihat (Gambar 18). 
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Gambar 18. Tampilan urutan sekuens sampel. 

 

Menu pengaturan yang muncul kemudian diedit pada bagian 

"estimate varriance" pada opsi "No. of Bootstrap Replications" 

diatur menjadi 1000 lalu ditekan tombol “OK”.  Proses akan berjalan 

dan menghasilkan jarak genetik dan homologi antar individu yang 

digunakan (Gambar 19). 

 

 

Gambar 19. Proses analisis jarak genetik. 

 

Jarak genetik sampel lebah tanpa sengat kemudian divisualisasikan 

dengan melakukan konstruksi pohon filogenetik.  Konstruksi pohon 

filogenetik diawali dengan memilih menu "phylogeny" yang berada 

pada tampilan awal aplikasi MEGA XI.  Opsi “Construct/ Test 

Neighbor Joining Tree” dipilih dan dimasukkan data sekuens yang 
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akan digunakan lalu tekan opsi “yes”.  Menu pengaturan akan 

muncul kemudian ditekan tombol “OK” (Gambar 20).  Proses 

konstruksi pohon filogenetik akan berjalan dan ditunggu hingga 

proses selesai (Gambar 21).  Konstruksi pohon filogenetik yang 

menunjukkan kekerabatan sampel yang digunakan kemudian akan 

muncul setelah proses selesai. 

 

 

Gambar 20. Pengaturan konstruksi pohon filogenetik. 

 

 

Gambar 21. Proses konstruksi pohon filogenetik. 

 

 

 

 



39 

 

 

 

3.5 Diagram Alir Penelitian 

 

Penelitian “Kajian Analisis Hasil Sekuensing Gen COI pada Individu Lebah 

Tanpa Sengat di Lampung Tengah” dilakukan dengan berdasarkan diagram 

alir berikut (Gambar 22): 

 

 

Gambar 22. Diagram alir penelitian dengan judul “Kajian Analisis Hasil 

Sekuensing Gen COI pada Individu Lebah Tanpa Sengat di 

Lampung Tengah”.



 

 

 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Simpulan 

 

Penelitian dengan judul “Kajian Kajian Analisis Hasil Sekuensing Gen COI 

pada Individu Lebah Tanpa Sengat di Lampung Tengah” mendapatkan 

simpulan sebagai berikut: 

1. Variasi basa nukleotida yang tinggi pada keempat sekuens sampel DNA 

lebah tanpa sengat menunjukkan terjadinya keragaman di dalam individu 

lebah tanpa sengat yang dikoleksi di Lampung Tengah. 

2. Keempat sampel DNA lebah tanpa sengat memiliki jarak genetik berkisar 

antara 0,52% – 1,12%, menunjukkan adanya perbedaan genetik pada 

keempat individu lebah tanpa sengat yang dikoleksi di Lampung Tengah. 

 

 

5.2 Saran  

 

Saran yang dapat diberikan yaitu melakukan identifikasi hingga tingkat 

spesies menggunakan primer spesifik yang diperoleh dengan melakukan 

desain primer. 
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