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ABSTRACT

Sanana Honey is a local brand, a type of honey produced by forest bees which is
well known in the Sula Islands, North Maluku. The forest bees of the Sula Islands
have the potential to be developed as a producer of quality honey. At this time
there has been no scientific report regarding the types and characteristics of the
forest bee species from the Sula Islands. This study aims to identify the types of
honey-producing forest bees by applying the LCO gene DNA barcode. The methods
used in this study used: 1) DNA extraction from bee body tissues using the DNA
Miniprep Kit procedure (Zymo Research, D6016); 2). DNA amplification by PCR
amplification procedure with TOYOBO KOD FX Neo (KFX-201); 3) bidirectional
DNA sequencing process (Bi-directional sequencing). The results showed that the
specimen was successfully amplified with an amplicon size of 677 bp. Furthermore,
the results of BLASTN analysis revealed that the sequence has a 97.78% similarity
with the Apis cerana mitochondria complete genome gene country of Russia, but is
phylogenetically different between the two.
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PENDAHULAN

Maluku Utara merupakan wilayah Indonesia yang beriklim tropis dan
memiliki keanekaragaman jenis flora dan fauna yang tinggi. Salah satu
keanekaragaman fauna yang dimiliki adalah lebah madu. Kepulauan Sula merupakan
salah satu sentra penghasil madu yang dikenal dengan nama madu Sanana. Pada saat
ini belum ada informasi ilmiah terkait identifikasi dan posisi takson dari jenis lebah
madu yang terdapat di kepulauan Sula. Potensi lebah penghasil madu ini perlu
mendapatkan perhatian, sehingga perlu adanya identifikasi jenis lebah madu di
kepulauan Sula. Beberapa macam spesies lebah madu yang terdapat di Indonesia,
yaitu Apis cerana, A. mellifera, A. Koschevnikovi, A. dorsata, A. nigrocincta, A.
andreniformis (Nuraini & Purwanto, 2021).

Keanekaragaman genetik dari lebah madu akan memberikan informasi terkait
korelasi keanekaragaman dengan potensi pengembangan atau pendayagunaan dari
spesies lebah di suatu wilayah (Nuraini & Purwanto, 2021). Informasi terkait
keanekaragaman genetik yang tinggi akan menguntungkan bagi pembudidaya lebah,
hal ini dikarenakan adanya profil genetic dari obyek kajian lebah. Selanjutnya profil
genetic akan memberikan kontribusi dalam penentuan teknik persilangan antar lebah
untuk menghasilkan jenis lebah unggul. Setiap jenis lebah madu memiliki
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kemampuan beradaptasi pada perubahan lingkungan yang berbeda sehingga mampu
bertahan hidup disuatu wilayah yang berbeda pula. Keanekaragaman genetik lebah
madu dapat termanifestasi pada variasi ciri-ciri morfologi lebah. Karakter morfologi
lebah dapat memberikan informasi penting untuk menentukan pertumbuhan spesies
lebah. Selanjutnya database karakter morfologi juga dapat berkontribusi dengan
teknik pengumpulan polen, karena polen bernutrisi tinggi sangat penting bagi
pertumbuhan larva dan perkembangan fisiologis lebah pekerja (Keller et al, 2005).

Beberapa hasil penelitian tentang keanekaragaman karakter morfologi lebah
madu di Palawan Filipina (Tilde, et al, 2000), di Bengkulu Indonesia (Novita &
Sutriyono, 2013), di Sulawesi Tengah (Nuraini dan Purwanto, 2021) dan Erwan
(2003) melaporkan bahwa secara morfologi kapasitas kantung madu tergantung dari
ukuran tubuh pada lebah pekerja. Penelitian terkait karakter morfologi lebah madu
di kepulauan Sula sejauh ini belum dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi jenis lebah hutan penghasil madu dari kepulauan Sula dengan
aplikasi DNA barcode LCO gen. Hasil penelitian ini dapat memberikan informasi
ilmiah sebagai database fauna berpotensi untuk budidaya madu di kepulauan Sula
berbasis data molekuler.

Aplikasi DNA barcode sebagai teknik molekuler untuk identifikasi spesies
umumnya menggunakan DNA mitokondria (mtDNA) untuk identifikasi hewan,
sedangkan DNA kloroplas (cpDNA) untuk identifikasi tumbuhan. Beberapa
keunggulan DNA mitokondria diantaranya sangat efisien dengan 93% mewakili
wilayah pengkodean (Chinnery & Hudson, 2013), pewarisan secara maternal
(Sharma & Sampath, 2019), tingkat mutasi tinggi (Susanti et al, 2018), dan replikasi
yang berlangsung terus menerus (Muthiadin et al, 2018). Pada saat ini DNA
mitokondria digunakan secara luas pada studi genetika populasi, identifikasi spesies,
identifikasi penyakit, filogeni kedokteran hewan, dan sebagainya (Wibowo et al,
2013).

Selanjutnya untuk mengidentifikasi spesies hewan salah satu gen pada DNA
mitokondria yang paling populer digunakan adalah gen Cytochrome c oxidase 1
(CO1). Gen CO1 telah terbukti mengungkap identitas spesies, pola filogeni dan
keanekaragaman genetik spesies air (Tan et al, 2019). Keberhasilan gen CO1 dalam
identifikasi spesies hewan telah ditunjukkan dalam beberapa penelitian identifikasi
ikan pari di Australia Barat (Cerutti-Pereyra et al, 2012) dan Puckridge et al (2013) di
Indonesia pasifik bagian barat dan Madduppa et al (2016) di Palabuhan Ratu, Muara
Saban, dan Lampung. Pada penelitian ini digunakan aplikasi DNA mitokondria LCO
untuk identifikasi sampel lebah madu asal Kepulauan Sula Maluku Utara.

METODE

Sampel lebah madu berasal dari kabupaten Sanana di kepulauan Sula Maluku
Utara. Lebah disimpan dan diawetkan dalam etanol absolut. Ektraksi DNA lebah yang
digunakan adalah bagian toraks lebah pekerja. Selanjutnya tahap ekstraksi DNA
lebah menggunakan prosedur Genomic DNA extraction with ZR Tissue & Insect DNA
Miniprep Kit (Zymo Research, D6016). Tahap amplifikasi DNA menggunakan teknik
PCR amplification with TOYOBO KOD FX Neo (KFX-201) dengan meggunakan primer
LCO forward dan reverse spesifik untuk lebah dan kupu-kupu. Tahap sekuensing
secara Bi-directional sequencing dan menggunakan jasa 1st Base Malaysia.

Data yang diperoleh dianalis dengan bantuan program komputer, antara lain:
analisis Alligment DNA dengan program MEGA 5, BLASTn sekuen DNA sampel
dengan urutan DNA yang ada di GenBank, pengambilan urutan DNA dari GenBank,
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dan konstruksi pohon filogenetik Neighbour Joining (N]) menggunakan program
MEGA 5.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data hasil ekstraksi DNA dari sampel lebah madu asal kepulauan Sula seperti
pada tabel 1, merupakan produk tahap awal untuk melakukan proses amplifikasi
dengan menggunakan PCR. Hasil pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA yang
diperoleh ( Tabel 1).

Tabel 1. Hasil ekstraksi DNA lebah madu asal kepulauan Sula
No | Sample Name | Conc (ng/ml) A260/280 A260/230 Volume (microlit)

1 L1 10,9 2,00 0,14 30

Hasil analisis kuantitatif diketahui bahwa dari sampel lebah madu asal
kepulauan Sula memiliki konsentrasi DNA yang cukup bagus dengan kemurnian 2,00
mendekati 1,8. Selanjutnya dilakukan amplifikasi DNA dengan menggunakan gen
LCO. Hasil amplifikasi gen LCO dan elektroforesis dari sampel lebah madu asal
kepulauan Sula dideskripsikan pada Gambar 1.

—10.000

1 pL PCR Products were assessed by — 5000
electrophoresis with 0.8% TBE agarose :gﬁg
— 4,000

M, 1 Kb ladder (loaded 2,5 pL); samples —3.000
ranged in the arder of upper table _if)gg

— 1,500

1. Lebah
-— 1,000
- 750

— 500

— 250

Gambar 1. Elektrogram Hasil amplifikasi gen LCO Sampel Lebah Madu asal kepulauan Sula

Hasil amplifikasi gen LCO menunjukkan pita DNA dengan ukuran * 700 bp.
Selanjutnya dilakukan analisi penelusuran BLASTn (NCBI genebank) diketahui bahwa
sampel lebah madu asal kepulauan Sula memiliki nilai identik dengan Apis cerana
mitochondria complete genom country Rusia dengan nilai identik 97,78%. Data hasil
analisis kemiripan (BLASTn) dari sampel lebah madu Sanana seperti pada gambar
2. Selanjutnya untuk mengetahui posisi takson dan nama spesies dari sampel lebah
madu asal kepulauan Sula maka selanjutnya dilakukan analisis filogenetik dengan
program MEGA 5 dari sampel dan dibandingkan dengan data dari genebank hasil
penelusuran BLASTn di NCBI. Dari analisis filogenetik ini dapat diketahui posisi
takson dari sampel lebah madu asal kepulauan Sula. Data hasil analisis kekerabatan
(filogenetik) dari sampel lebah madu asal kepulauan Sula seperti pada gambar 3.
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Description Common Name h{ax 2T ,E Por. | Ao Accession

v B Score Score Cover value Ident Len

y v v v v v
Apis cerana mitochondral ONA, complete genome, counry. Russia Asiatic honeybee 1168 1168 100% 00 97.78% 15019 APO18450.1
Apis cerana mitochondrion, complete genome Asiafic honeybee 1162 1162 100% 00 97.64% 15904 KX308206.1
Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete sequence Apis ceranaja... 1162 1162 100% 00 97.64% 15339 AP017985.1
Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete genome Apisceranaja.. 1162 1162 100% 00 97064% 15788 APO179411
Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete genome Apsceranaja.. 1162 1162 100% 00 9764% 15917 APO17314.1
Apis cerana mitochondrial DNA, complete genome Asiafichoneybee 1157 1157 100% 0.0 O74%% 15025 AP0184311
Apis cerana isolate CL24 mifochondrion, partial genome Asiatic honeybes 1157 1157 100% 0.0 9749% 15712 Kn244704.1
Apis cerana cerana mitochondrial DNA, complete sequence Apis ceranace., 1146 1146 100% 00 97.19% 15460 AP017383.2
Apis cerana mitochondrial DNA, complete sequence Asiafic honeybee 1123 1123 100% 00 96.60% 15376 APQ179842
Apis nuluensis mitochondrial DNA, complete sequence Apisnuluensis 1068 1068 100% 0.0 95.13% 15921 AP018157.1

Gambar 2. Hasil BLASTn Sampel Lebah Madu asal kepulauan Sula dibandingkan dengan 10
Spesies terdata di NCBI

@ Apis nuluensis mitochondrial DNA, complete sequence
Q @Lebah
o © Apis cerana mitochondrial DNA, complete sequence
1 Iy @ Apis cerana isolate CL24 mitochondrion, partial genome
T \ @ Apis cerana cerana mitochondrial DNA, complete sequence
QD @ Apis cerana mitochondrion, complete genome

@ Apis cerana mitochondrial DNA, complete genome
@ Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete sequence

@ Apis cerana mitochondrial DNA, complete genome, country: Russia

@ Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete genome
P ]
J

@ Apis cerana japonica mitochondrial DNA, complete/genome

Gambar 3. Filogenetik analisis Lebah madu asal kepulauan Sula

Hasil analisis filogenetik dengan metode Neighbour Joining (N]) dari sampel
lebah madu asal kepulauan Sula diketahui memiliki posisi takson satu cluster dengan
Apis cerana dan berbeda sub kluster dengan spesies Apis cerana mitochondria
complete genom country Rusia, namun hasil analisis BLASTn menunjukkan nilai
identik tertinggi yaitu sebesar 97,78%. Hal ini dapat dikatakan bahwa lebah madu
asal kepulauan Sula satu spesies dengan Apis cerana, namun untuk karakteristik
khusus karakter morfologi dan molekuler masih perlu dikonfirmasi lebih lanjut.
Berdasarkan hasil penelitian ini diketahui bahwa aplikasi DNA barcode gen LCO
untuk identifikasi spesies lebah madu dapat memberikan informasi terkait prediksi
nama spesies berdasarkan nilai kemiripan (identically) sampel dibandingkan data
base di NCBI.

Berdasarkan wuraian di atas diketahui bahwa hasil Analisis BLASTn
berdasarkan urutan nukleotida dari gen LCO sampel lebah madu Sanana memiliki
kemiripan 97,78% dengan Apis cerana dengan posisi takson yang tidak satu node. Hal
ini dapat diprediksi bahwa Sampel lebah madu Sanana memiliki kemiripan dengan
Apis cerana namun dapat diprediksi bahwa sampel tersebut bukan Apis cerana.
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Hasil analisis filogenetik dengan program MEGA 5 dan menggunakan metode
Neighbour Joining (NJ) dapat menggambarkan kejelasan identifikasi suatu spesies,
pada umumnya perbedaannya dibatasi oleh suatu node dan kluster. Sampel lebah
madu sanana tidak terletak pada satu node dengan Apis cerana NCBI. Pada pohon
filogenetik suatu spesies dari daerah yang berbeda dapat secara bersama-sama
berada pada kluster yang sama (Che et al. 2012).

Berdasarkan hasil analisis di atas diketahui bahwa analisis BLASTn dan
Filogenetik menghasilkan identifikasi yang sama pada level genus Apis sp. Analisis
kekerabatan dalam penelitian ini menggunakan gen mitokondria LCO. Hal ini
dilakukan karena gen mitokondria memiliki beberapa keunggulan dibandingkan
dengan gen lain dalam proses analisisnya, terutama pada ordo Hymenoptera. Hal ini
didukung oleh pernyataan Whitfield dan Cameron dalam Nuraini & 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.

Penggunaan gen LCO juga dapat memberikan solusi terhadap permasalahan
morfologi yang muncul seperti cryptic species dan sibling species. Selain itu, pemilihan
gen mitokondria 16S rRNA dan CO1 pada penelitian ini didasarkan pada jumlah
database lebah Apis yang tersedia di website NCBI (https: //www.ncbi.nlm.nih.gov).
Pada data NCBI sekuens spesies lebah Apis sebagian besar menggunakan gen 16S
rRNA dan CO1 dibandingkan dengan gen lain, sehingga dapat digunakan sebagai
sumber data untuk analisis atau perbandingan sekuens pada penelitian ini

SIMPULAN

Aplikasi DNA barcode gen mitokondria LCO untuk identifikasi spesies lebah
madu asal kepulauan Sula pada penelitian ini memberikan informasi bahwa lebah
madu asal kepulauan Sula memiliki kemiripan dengan Apis cerana, namun posisi
takson dalam analisis filogenetik menunjukkan bahwa spesies lebah madu asal
kepuauan Sula berbeda sub kluster dengan Apis cerana. Efektifitas gen mitokondria
LCO untuk identifikasi spesies lebah pada level genus yaitu Apis sp. Saran dan
rekomendasi perlu konfirmasi penggunaan primer 16S rRNA untuk memastikan
identifikasi pada tingkat spesies.
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