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Abstract 

 Indonesia has a high diversity of flora and fauna with its tropical climate. Stingless bees live in the tropics and have 

high diversity and able to produce honey and propolis products and have been widely cultivated. Central Lampung 

as one of the areas that has a stingless bee cultivation, was chosen as the research location. Research has been 

conducted with molecular analysis using molecular markers of the COI gene. This study aimed to determine the 

quality of COI gene amplification results in four stingless bee individuals collected in Central Lampung. Molecular 

analysis has been carried out through the process of extraction, amplification, electrophoresis, and visualization of 

DNA. DNA quality was known through DNA bands formed in the process of 1% agarose gel electrophoresis and 

visualized under ultraviolet light. The results of COI gene amplification in four individual stingless bees have good 

quality DNA bands with size ranging from 600 to 750bp. 
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Abstrak 

 Indonesia memiliki keanekaragaman flora dan fauna yang tinggi dengan iklim tropis yang dimilikinya. Lebah tanpa 

sengat berhabitat di daerah tropis dan memiliki keanekaragaman yang tinggi dan menghasilkan produk madu dan 

propolis serta telah banyak dibudidayakan. Lampung Tengah sebagai salah satu daerah yang memiliki lokasi 

budidaya lebah tanpa sengat, dipilih sebagai lokasi penelitian. Penelitian telah dilakukan dengan analisis molekuler 

menggunakan penanda molekuler gen COI. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kualitas hasil amplifikasi 

gen COI pada empat individu lebah tanpa sengat yang dikoleksi di Lampung Tengah. Analisis molekuler telah 

dilakukan melalui proses ekstraksi, amplifikasi, elektroforesis, dan visualisasi DNA. Kualitas DNA diketahui 

melalui pita DNA yang terbentuk pada proses elektroforesis gel agarosa 1% dan divisualisasikan di bawah sinar 

ultraviolet. Hasil amplifikasi gen COI pada empat individu lebah tanpa sengat memiliki kualitas pita DNA yang 

baik dengan panjang base pair berkisar antara 600 – 750bp. 

Kata Kunci: lebah tanpa sengat, amplifikasi, gen COI, Lampung Tengah, analisis kualitatif 
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PENDAHULUAN 

Indonesia memiliki iklim tropis yang 

mendukung kehidupan berbagai flora dan fauna 

sehingga memiliki keanekaragaman yang tinggi 

(KemenPPN/BAPPENAS, 2016). Salah satu 

fauna yang berhabitat di daerah beriklim tropis 

adalah lebah tanpa sengat. Lebah tanpa sengat 

termasuk ke dalam subfamily Meliponinae dan 

tidak memiliki sengat sebagai pertahanan 

dirinya. Bentuk pertahanan diri lebah tanpa 

sengat yaitu berupa resin atau getah yang 

berasal dari tumbuhan dan gigitan (Achyani dan 

Wicandra, 2019).  

Lebah tanpa sengat (stingless bee) memiliki 

keanekaragaman yang tinggi, di Sumatera 

tercatat sebanyak 23 jenis dari 46 jenis yang ada 

di Indonesia. Lebah tanpa sengat hidup di alam 

secara berkoloni dan berperan sebagai polinator 

(Priawandiputra dkk., 2020). Koloni lebah 

tanpa sengat dapat ditemukan di hutan maupun 

di permukiman. Masyarakat telah banyak 

melakukan budidaya terhadap lebah tanpa 

sengat karena menghasilkan madu dan propolis 

dengan nilai ekonomi yang tinggi 

(Priawandiputra dkk., 2020). 

Propolis yang dihasilkan lebah tanpa sengat 

memiliki kuantitas yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan lebah bersengat. Madu 

dan propolis yang dihasilkan akan bermanfaat 

bagi kesehatan manusia (Priawandiputra dkk., 

2020). Budidaya lebah tanpa sengat di 

Lampung sudah banyak dilakukan, di antaranya 

di Bandar Lampung (Purnama, 2021), 

Lampung Selatan (Rudini dkk., 2024), 

Lampung Timur (Filly, 2018), Pesawaran 

(Priyambodo dkk., 2023)(Priyambodo dkk., 

2023), dan Lampung Tengah (Astuti dan 

Laksmi, 2022). 

Analisis secara molekuler perlu dilakukan 

untuk memperoleh konfirmasi suatu spesies. 

Analisis molekuler dilakukan melalui proses 

ekstraksi DNA dan amplifikasi dengan 

menggunakan teknik Polymerase Chain 

Reaction (PCR) (Arian dkk., 2016). Proses 

amplifikasi dilakukan menggunakan DNA hasil 

ekstraksi dan penanda molekuler (Lestari dkk., 

2018). Salah satu penanda molekuler yang 

dapat digunakan yaitu penanda molekuler gen 

cytochrome oxidase subunit I (COI). Gen COI 

telah banyak digunakan sebagai penanda 

molekuler karena dapat menyandi protein pada 

DNA mitokondria (Zein, 2018). 

DNA hasil amplifikasi kemudian dapat 

diidentifikasi melalui elektroforesis dengan 

menggunakan gel agarosa, larutan buffer, dan 

arus listrik (Andalia dkk., 2022). Elektroforesis 

bertujuan untuk memisahkan makromolekul 

protein dan RNA dari DNA berdasarkan ukuran 

dan muatan molekul (Adhiyanto dkk., 2020). 

Elektroforesis dilakuka  n dengan 

menggunakan pewarna gel yang dapat 

membantu visualisasi. Visualisasi dilakukan 

dengan bantuan sinar ultraviolet yang akan 

dipendarkan oleh pewarna gel sehingga 

pendaran pita pada gel agarosa akan terlihat 

(Andalia dkk., 2022) 

Tingginya keanekaragaman lebah tanpa sengat 

dan adanya beberapa lokasi budidaya termasuk 

di Lampung Tengah, sehingga perlu dilakukan 

penelitian untuk memperoleh data 

keanekaragamannya. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengetahui kualitas hasil amplifikasi gen 

COI pada individu lebah tanpa sengat yang 

dikoleksi di Lampung Tengah . Data yang 

didapatkan dari penelitian ini diharapkan dapat 

menjadi sumber informasi mengenai 

keanekaragaman lebah tanpa sengat. 

METODE 

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Oktober 

2024 hingga Bulan Januari 2025. Pengambilan 

sampel lebah tanpa sengat dilakukan di 

Kabupaten Lampung Tengah. Analisis secara 

molekuler dilaksanakan di Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung. 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

meliputi kantung plastik, botol vial, ice box, 

freezer, biosafety cabinet, mikropipet, mikrotip, 

thermal cycler, alat elektroforesis dan alat UV 

transilluminator. Bahan yang digunakan 

meliputi larutan PBS, set QIAamp® DNA Mini 

Kit Blood and Tissue, bubuk agarosa, buffer 

TAE, My Taq HS Red Mix, Nuclease Free 

Water (NFW), dan primer forward serta reverse. 

Primer yang digunakan yaitu primer forward 

LCO1490 dengan sekuens (5’-GGT CAA CAA 

ATC ATA AAG ATA TTG G-3’) dan reverse 

HCO2198 dengan sekuens (5’-TAA ACT TCA 

GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’) (Marconi 

et. al., 2022). 

Sampel lebah tanpa sengat didapatkan dengan 

melakukan jelajah pada suatu lokasi untuk 

memperoleh sarang lebah tanpa sengat. Jelajah 

dilakukan dengan metode Bookhout, 1996 

(Lamerkabel dkk., 2021) (Lamerkabel, 2021). 

Koleksi sampel lebah tanpa sengat dilakukan 

dengan metode yang dikembangkan oleh 

Lamerkabel (2017) dengan memasang kantung 
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plastik pada corong sarang sebagai perangkap. 

Individu lebah tanpa sengat kemudian 

dipindahkan ke dalam botol vial dan difiksasi 

menggunakan larutan PBS. Botol vial yang 

berisi sampel kemudian disimpan di dalam ice 

box dan dibawa serta disimpan di dalam freezer 

dengan suhu -4˚C di Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung.  

Sampel lebah tanpa sengat dilakukan ekstraksi 

DNA menggunakan kit isolasi Qiagen Blood 

and Tissue. Ekstraksi DNA dilakukan dengan 4 

tahap yang meliputi lisis, binding, washing, dan 

elution. 

DNA hasil ekstraksi kemudian dilakukan 

pengujian kualitas hasil ekstraksi melalui 

elektroforesis dengan menggunakan gel 

agarose 1%. 

Optimasi dilakukan untuk menentukan suhu 

annealing yang sesuai dalam proses amplifikasi. 

Proses ini dilakukan dengan menjalankan 

program PCR menggunakan rentang suhu pada 

tahap annealing. Rentang suhu yang digunakan 

yaitu berkisar antara 56˚C – 62˚C.  

Amplifikasi dilakukan dengan mengatur suhu 

dan waktu setiap tahapan. Tahap pre-

denaturation pada suhu 94˚C selama 3 menit, 

denaturation pada suhu 94˚C selama 30 detik, 

annealing pada suhu 57˚C selama 30 detik, 

extention pada suhu 72˚C selama 30 detik, dan 

post-extention pada suhu 72˚C selama 10 menit. 

Program PCR diatur dengan jumlah siklus 

berjumlah 40 siklus. 

Hasil amplifikasi kemudian dilakukan 

elektroforesis menggunakan gel agarose 1% 

untuk melihat keberhasilan proses amplifikasi. 

Hasil elektroforesis lalu divisualisasikan 

menggunakan alat UV transilluminator (Fitrian 

dan Madduppa, 2020). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Amplifikasi 

Individu lebah tanpa sengat yang telah 

dikoleksi, kemudian dilakukan ekstraksi 

dengan menggunakan kit Qiagen Blood and 

Tissue dan dilanjutkan proses amplifikasi. 

Amplifikasi dilakukan menggunakan primer 

forward LCO1490 dan primer reverse 

HCO2198. Hasil amplifikasi sampel lebah 

tanpa sengat menunjukkan bahwa pada 

keempat sampel yang digunakan memiliki 

ukuran base pair berkisar antara 600 – 750bp 

(Gambar 1). 

 
Gambar 1. Visualisasi Hasil Amplifikasi 

Sampel Lebah Tanpa Sengat (M= marker, 1= 

sampel lebah tanpa sengat koloni 1, 2= sampel 

lebah tanpa sengat koloni 2, 3= sampel lebah 

tanpa sengat koloni 3, 4= sampel lebah tanpa 

sengat koloni 4). 

Pembahasan 

Amplifikasi yang dilakukan dengan teknik 

polymerase chain reaction (PCR) bertujuan 

untuk mensintesis DNA dengan suhu tertentu 

dan dilakukan secara berulang. Primer DNA 

yang berupa sekuens pendek akan menempel 

pada untai DNA tunggal (Adhiyanto dkk., 

2020). Primer yang digunakan dalam proses 

amplifikasi harus bersifat spesifik terhadap 

DNA target. Hal tersebut bertujuan untuk 

meningkatkan keberhasilan amplifikasi primer 

terhadap DNA target. Setiap primer memiliki 

suhu optimumnya masing-masing sehingga 

perlu dilakukan optimasi dengan menjalankan 

program PCR pada rentang suhu tertentu untuk 

mendapatkan suhu optimum primer. DNA hasil 

amplifikasi kemudian dilakukan elektroforesis 

untuk melihat kualitas hasil amplifikasi (Aulia 

dkk., 2021). 

Elektroforesis yang dilakukan bertujuan untuk 

memisahkan senyawa bermuatan dengan 

bantuan medan listrik. Gel agarosa sebagai 

salah satu komponen dalam melakukan 

elektroforesis berperan sebagai media pemisah 

senyawa yang memiliki laju pemisah cenderung 

cepat. Larutan buffer juga diperlukan untuk 

menjaga stabilitas pH gel agarosa sekaligus 

berperan dalam pergerakan arus listrik sebagai 

larutan yang menyediakan elektrolit (Harahap, 

2018). Pada penelitian ini, proses elektroforesis 

dijalankan selama 35 menit  pada tegangan 100 

V dan arus 300 A. 

Kualitas DNA hasil amplifikasi dapat diketahui 
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dengan melakukan analisis terhadap pita DNA 

yang tervisualisasikan dengan bantuan sinar 

ultraviolet. Pita DNA dapat dianalisis dengan 

memperhatikan intensitas kecerahan pita yang 

dihasilkan dari proses elektroforesis (Tanzil dan 

Fanata, 2024). Indikator kualitas DNA yang 

baik yaitu apabila hanya terbentuk satu pita 

DNA dan tidak adanya smear (Wasdili dan 

Gartinah, 2018). Smear dapat terlihat apabila 

terdapat kontaminan lain dari DNA yang turut 

dilakukan elektroforesis (Simarmata dan 

Rustikawati, 2015). 

Ketebalan pita DNA yang dihasilkan dapat 

bervariasi yang disebabkan oleh jumlah DNA 

yang bervariasi (Wasdili dan Gartinah, 2018). 

Kemurnian hasil ekstraksi juga akan 

memengaruhi kualitas pita DNA yang 

dihasilkan. Keberhasilan proses ekstraksi akan 

diikuti dengan kualitas pita DNA hasil 

amplifikasi yang baik (Aulia dkk., 2021) (Aulia 

dkk., 2021). Tingkat kejelasan pita DNA yang 

dihasilkan juga dapat menjadi indikator 

keberhasilan amplifikasi (Novitasari dkk., 

2014).  

Hasil visualisasi pita DNA dipengaruhi oleh 

beberapa faktor, di antaranya jumlah DNA 

sampel, keberhasilan proses ekstraksi yang 

berkaitan dengan keberadaan kontaminan, dan 

program elektroforesis yang dijalankan. Jumlah 

DNA yang banyak akan menghasilkan 

visualisasi pita DNA yang terang (Tanzil dan 

Fanata, 2024). Kualitas pita DNA juga 

dipengaruhi oleh suhu annealing karena 

berkaitan dengan penempelan primer pada 

fragmen DNA sampel. Optimasi suhu 

annealing dilakukan sebagai upaya untuk 

mendapatkan kualitas pita DNA yang baik 

(Buchori dkk., 2023).  

DNA hasil amplifikasi akan bergerak di dalam 

gel agarosa yang telah diberi pewarna. Pewarna 

yang digunakan dalam pembuatan gel agarosa 

bertujuan untuk membantu visualisasi 

pergerakan DNA sehingga terlihat pita DNA 

yang terbentuk (Putri dkk., 2024). Menurut 

Ramadhani dkk. (2024), proses elektroforesis 

akan menghasilkan pita-pita DNA dengan 

ketebalan sesuai berat dan jumlah DNA. Gel 

agarosa yang diamati di bawah sinari ultraviolet 

akan terlihat pita berwarna putih di atas gel 

yang digunakan.  

Pada penelitian ini didapatkan satu pita DNA 

yang tebal, jelas, dan tidak terdapat smear untuk 

setiap sampel yang digunakan. Pita DNA 

marker yang digunakan sudah terpisah dengan 

baik sehingga dapat terlihat ukuran base pair 

yang dihasilkan. Ukuran base pair sampel dapat 

diketahui dengan melakukan perbandingan 

antara pita DNA sampel dengan pita DNA 

marker (Rosmini dkk., 2024). Pita DNA sampel 

setelah dibandingkan dengan pita DNA marker 

menunjukkan ukuran base pair yang berkisar 

antara 600 – 750bp. 

Ukuran base pair sampel yang digunakan 

sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan 

oleh Marconi et al., (2022) dengan 

menggunakan gen COI sebagai primer terhadap 

sampel lebah tanpa sengat. Pada penelitian 

tersebut disebutkan bahwa primer gen COI 

teramplifikasi dengan ukuran 650 bp. Penelitian 

yang dilakukan oleh Widarti dkk (2022) 

menghasilkan pita DNA dengan ukuran 650 bp 

dengan menggunakan primer gen COI tehadap 

sampel Spodoptera frugiperda. 

Keberhasilan proses amplifikasi dan 

elektroforesis dipengaruhi oleh beberapa faktor. 

Kualitas DNA hasil amplifikasi yang 

divisualisasikan di bawah sinar ultraviolet 

menunjukkan hasil yang baik dengan ukuran 

base pair yang sesuai dengan penelitian 

terdahulu. Data yang diperoleh dari penelitian 

ini dapat digunakan sebagai dasar dalam 

menentukan kualitas hasil amplifikasi dan dapat 

digunakan untuk melakukan analisis lebih 

lanjut dalam menentukan jenis suatu individu 

spesies. 

SIMPULAN DAN SARAN 

Amplifikasi gen COI pada empat sampel lebah 

tanpa sengat di Lampung Tengah menunjukkan 

kualitas yang baik. Pita tunggal DNA yang 

tervisualisasikan dengan ukuran yang berkisar 

antara 600 – 700bp sesuai dengan beberapa 

penelitian yang telah dilakukan. DNA hasil 

amplifikasi dapat dilanjutkan dengan 

melakukan analisis secara kuantitatif untuk 

memperkuat data yang diperoleh. 
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