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Abstrak: Apis dorsata adalah lebah madu raksasa yang tersebar di Asia Selatan dan Asia Tenggara. Analisis
filogenetik digunakan untuk menggambarkan hubungan kekerabatan makhluk hidup melalui pohon filogenetik.
Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan hubungan kekerabatan pada A. dorsata berdasarkan Gen
Cytochrome Oxidase | (COI). Pengambilan sampel dengan menggunakan metode jelajah di berbagai daerah,
kemudian dilakukan isolasi DNA, amplifikasi DNA, sequensing, dilanjutkan dengan analisis bioinformatika berupa
GeneStudio, DNASTAR, MESQUITE, dan MEGA 11. Hasil penelitian menunjukkan bahwa analisis filogenetik
dengan metode Neighbor-Joining (NJ) dan Maximum Likelihood (ML) menghasilkan pohon filogenetik yang
menggambarkan hubungan evolusi yang jelas. A. dorsata dari Sulawesi Tengah lebih dekat kekerabatannya
dengan spesies A. dorsata lain dalam satu klaster internal, sementara spesies lainnya terpisah. Hasil penelitian ini
menunjukkan pola kekerabatan yang jelas antar populasi A. dorsata..

Kata Kunci: Apis dorsata; filogenetik; cytochrome oxidase | (COIl)

Abstract: Apis dorsata is a giant honeybee species distributed across South and Southeast Asia. Phylogenetic
analysis is used to illustrate the evolutionary relationships of organisms through a phylogenetic tree. This study
aims to describe the genetic relationships of A. dorsata based on the cytochrome oxidase | (COI) gene. Sampling
was conducted using an exploratory method in various regions, followed by DNA isolation, DNA amplification,
sequencing, and bioinformatics analysis using GeneStudio, DNASTAR, MESQUITE, and MEGA 11. The results
show that phylogenetic analysis using the Neighbor-Joining (NJ) and Maximum Likelihood (ML) methods produced
a phylogenetic tree that clearly depicts evolutionary relationships. A. dorsata from Central Sulawesi is more closely
related to other A. dorsata species within the same internal cluster, while other species are separated. These
findings reveal a clear pattern of genetic relationships among A. dorsata populations.
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PENDAHULUAN

Lebah madu merupakan salah satu serangga eusosial yang memiliki peran
penting dalam ekosistem sebagai agen penyerbukan dan produsen madu (Lamerkabel
et al., 2023). Di Indonesia, negara dengan keanekaragaman hayati yang tinggi,
terdapat lima spesies lebah madu, salah satunya adalah Apis dorsata, atau yang
dikenal sebagai lebah madu raksasa (Bovo et al., 2020; lwasaki & Hogendoorn, 2021,
Li et al., 2021). Lebah ini memiliki ukuran tubuh yang besar, mencapai panjang 17-20
mm, dengan pola warna tubuh yang khas serta kemampuan terbang jarak jauh
(Hasam et al.,, 2020). Apis dorsata termasuk lebah endemik di Sulawesi yang
habitatnya di hutan (Semuel et al., 2022). Meskipun memiliki potensi besar dalam
perannya di ekosistem, Apis dorsata tidak dapat dibudidayakan karena hanya bisa
bertahan di habitat alami berupa pohon tinggi di hutan (Ferdyan et al., 2021).

Persebaran Apis dorsata yaitu di Indonesia, Filipina, Nepal, India, Kamboja, dan
Vietnam. Daerah persebaran jenis lebah tersebut termasuk luas, sehingga diperlukan
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database untuk spesies ini termasuk database DNA mitokondria (DNAmt) (Choiriyah,
2020). DNA mitokondria (DNAmt) yaitu salah satu sumber informasi karakter genetik
dari makhluk hidup yang digunakan dalam studi genetika populasi dan filogeni (Moradi
et al., 2017).Selain penting dari sisi ekologi, lebah Apis dorsata juga memiliki nilai
signifikan dalam studi genetika dan filogeni melalui analisis DNA mitokondria (DNAmt),
terutama gen cytochrome oxidase | (COIl). Gen COI memiliki nukleotida yang
bervariasi dan conserve sehingga dapat digunakan sebagai marker gen (Mamuaya et
al., 2024). Gen cytochrome oxidase | (COIl) adalah molekul ubiquitous yang memiliki
fungsi yang sama di setiap organisme, sehingga dapat digunakan sebagai penanda
molekuler. Penggunaan gen cytochrome oxidase | (COI) dapat memberikan informasi
mengenai hubungan evolusi spesies atau populasi yang berkerabat dekat sehingga
dapat menjadi solusi terhadap tantangan studi taksonomi khususnya pendekatan
dengan karakter morfologi (Mamuaya et al., 2024).

Analisis filogenetik merupakan analisis yang bertujuan untuk menggambarkan
hubungan kekerabatan dari silsilah makhluk hidup, baik hewan maupun tumbuhan
yang digambarkan dalam suatu pohon filogeni (Subari et al., 2021). Selain itu, analisis
filogenetik dapat memberikan informasi terkait proses evolusi yang dialami suatu
organisme (Shakya et al., 2020). Informasi mengenai analisis filogenetik gen
cytochrome oxidase | (COI) A. dorsata masih jarang dan terbatas dilaporkan,
Penelitian yang berkaitan dengan analisis filogenetik Apis dorsata bedasarkan gen
cytochrome oxidase | (COI) dapat menambah serta melengkapi data informasi genetik
lebah madu Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan hubungan
kekerabatan pada Apis dorsata berdasarkan gen Cytochrome Oxidase | (COl).

METODE

Penelitian ini menggunakan analisis deskriptif eksploratif dengan pendekatan
kualitatif dan kuantatif. Penelitian jenis deskriptif eksploratif bertujuan untuk
menggambarkan keadaan suatu fenomenan. Data kualitatif merupakan data deskriptif
yang diperoleh dari hasil isolasi, amplifikasi dan analisis sequencing DNA Apis dorsata
berdasarkan gen Cytochrome Oxidase | (COI) serta analisis bioinformatika. Data
kuantitatif adalah data numerik yang diperoleh dari presentase identitas hasil BLAST.

Penelitian ini dilakukan dengan pengambilan sampel Apis dorsata di Desa
Jononunu, Kecamatan Parigi Tengah, Kabupaten Parigi Moutong, Sulawesi Tengah
(Gambar 1). Sampel Apis dorsata dikumpulkan menggunakan metode jelajah dengan
mencatat koordinat sarang menggunakan GPS. Larutan gula disemprotkan sebagai
umpan di titik sampling dengan pengecekan pagi, siang, dan sore. Spesimen
ditangkap menggunakan insect net. Isolasi, amplifikasi, dan sekuensing DNA
dilakukan di Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) Universitas
Gadjah Mada, sedangkan analisis bioinformatika dilaksanakan di Kota Palu.

Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel
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Sampel Apis dorsata dikumpulkan dengan metode jelajah, ditandai dengan
koordinat GPS. Koleksi sampel dilakukan berdasarkan metode Trianto & Purwanto
(2020). Sepuluh titik sampling dibuat, disemprot larutan gula, dan diperiksa tiga kali
sehari sebelum lebah ditangkap dengan insect net. Isolasi DNA dilakukan pada Apis
dorsata tanpa kepala dan sayap menggunakan GS 100gSYNCTM DNA Extraction Kit.
Sampel diinkubasi dengan reagen pada 60°C selama 2,5 jam, lalu supernatant
diproses dengan GSB, EtOH absolut, dan GS column. DNA dicuci, dikeringkan, dielusi
pada 60°C, dan disimpan pada -20°C. Amplifikasi DNA menggunakan primer COI
(LCO1490 forward & HCO2198 reverse) dengan PCR 25 pL. Siklus PCR mencakup
pre-denaturation (95°C, 5 menit), 35 siklus denaturation (94°C, 35 detik), annealing
(50°C, 30 detik), extension (72°C, 30 detik), dan post-extension (72°C, 7 menit) dengan
Genetic Analyzer 3500. Elektroforesis menggunakan gel agarose 1% dengan DNA
Ladder sebagai marker. Proses dilakukan pada tegangan 50 volt selama 17-20 menit.
Setelah proses selesai, gel diamati menggunakan UV transluminator dan gel
documentation system untuk melihat pita DNA.

Data sekuensing (file abl forward dan reverse) diedit menggunakan GeneStudio
dan DNASTAR. Konsensus sekuen dianalisis dengan Nucleotide BLAST (NCBI) untuk
identifikasi spesies. Pensejajaran dilakukan dengan MESQUITE dan diubah ke format
FASTA untuk analisis di MEGAL11l. Estimasi jarak genetik dihitung dengan model
Kimura 2-parameter, sedangkan pohon filogeni direkonstruksi menggunakan metode
Neighbor-Joining, Maximum Likelihood (MEGA11).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tiga sampel gen mitokondria COIl Apis dorsata dari Desa Jononunu, Parigi
Tengah, Sulawesi Tengah berhasil diamplifikasi menggunakan PCR dengan primer
LCO1490 (forward) dan HCO2198 (reverse). Elektroforesis menunjukkan fragmen
sekitar 650 bp. Hasil elektroforesis gen mitokondria COI A. dorsata dapat dilihat pada
Gambar 2.

Ad Ad Ad
1 = 3

Gambar 2. Hasil amplifikasi gen mitokondria COI (sampel Ad adalah A. dorsata dari
Desa Jononunu, Kecamatan Parigi Tengah, Kabupaten Parigi Moutong, Sulawesi
Tengah, dan M adalah penanda (marker))

Hasil sekuen dianalisis menggunakan nucleotide BLAST (NCBI) untuk
menentukan nilai similaritas dan query cover dengan data di GenBank. Hasil analisis
online nukleotide BLAST yang digunakan disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil analisis BLAST sekuen gen mitokondria COI A. dorsata Sulawesi
Tengah dengan database GenBank Sulawesi Tengah

BLAST
Accession Verifikasi .
0,
Kode % ldentity % Query Number spesies Lokasi
cover
GenBank
ADST.01 99,17 100 KJ513470.1 Apis dorsata Sulawesi Tengah
ADST.02 98,20 100 KJ513470.1 Apis dorsata Sulawesi Tengah
ADST.03 98,47 100 KJ513470.1 Apis dorsata Sulawesi Tengah

Analisis BLAST gen mitokondria COIl Apis dorsata dari Sulawesi Tengah
menunjukkan tingkat similaritas 98-100% dengan data di GenBank. Nilai similaritas ini
digunakan untuk mengidentifikasi spesies berdasarkan kemiripan susunan nukleotida
(Pangsuma & Hidayat, 2023). Berdasarkan hasil analisis, sampel yang diteliti
teridentifikasi sebagai Apis dorsata.

Variasi Genetik Sekuen Apis dorsata

Analisis genetik Apis dorsata menunjukkan Haplotype Diversity (Hd) 1,000 +
0,052 dengan 9 haplotipe dan Nucleotide Diversity (1) 0,4764 + 0,00613, menandakan
keragaman nukleotida yang tinggi. Ditemukan 48 variabel site dan 37 parsimony site.
Polimorfisme intraspesies ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Variasi genetik intraspesies antar sampel Apis dorsata dengan Apis dorsata
dari GenBank bedasarkan gen mitokondria COI

Haplotype  Nucleotide
Diversity Diversity

(Hd) (m)

Jumlah Jumlah  Variabel Parsimony

Kode Sampel  bp Individu Haplotipe site Site

ADST.01
ADST.02
ADST.03
KJ513470.1

MF804563.1 471 9 9 48 37 1,000 + 0,04764 +

KY072607.1 0,052 0,00613
0OP435372.1

KY835209.1
KU752355.1

Variasi genetik yang tinggi dipengaruhi oleh mutasi, migrasi, dan perkawinan
acak (Nabilla, 2024). Nilai haplotype diversity (Hd) < 0,5 menunjukkan keragaman
rendah, sedangkan Hd > 0,5 hingga < 1 menunjukkan keragaman tinggi. Populasi A.
dorsata memiliki variasi genetik yang tinggi, mencerminkan keragaman yang besar.

Komposisi Nukleotida

Nukleotida adalah monomer asam nukleat yang terdiri dari gula pentosa, gugus
fosfat, dan basa nitrogen. Basa nitrogen terbagi menjadi purin (Adenin dan Guanin)
serta pirimidin (Timin dan Sitosin) (Nufus et al., 2023). Komposisi nukleotida A. dorsata
terdiri dari yaitu (T) 41,32%, (C) 16,08%, (A) 33,82%, dan (G) 8,78%. Pasangan basa
nukleotida A+T mempunyai kandungan nukleotida 75,14% sedangkan G+C 24,86%.
Komposisi nukleotida untuk setiap sampel dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Komposisi nukleotida gen mitokondria COI Apis dorsata

Kode T(U) C A G A+T G+C Lokasi Referensi
ADST.01 40,35 16,43 34,29 8,93 74,64 25,36 Sulawesi Tengah Data Penelitian
ADST.03 40,63 16,14 34,01 9,22 74,60 25,36 Sulawesi Tengah Data Penelitian
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Kode T(V) C A G A+T G+C Lokasi Referensi
ADST.02 40,06 16,14 34,29 9,51 74,35 25,65 Sulawesi Tengah Data Penelitian
KJ513470.1 40,06 16,14 34,58 8,65 74,64 24,78 Sulawesi Utara Niode et al. (2023)
MF804563.1 42,65 15,85 33,14 8,36 75,79 24,21 Myanmar Parker (2019)
KY072607.1 42,07 15,85 33,43 8,65 75,50 24,50 Yunnan china Liu et al., (2017)
OP435372.1 41,21 15,85 34,01 8,93 75,22 24,78 Thailand utara Sopaladawan et al (2018)
KY835209.1 42,20 1618 32,95 8,67 75,14 24,86 Pakistan Ali et al., (2021)
KU752355.1 42,07 1614 33,72 8,07 75,79 24,21 India Baskaran (2016)

Rata-rata 41,32 16,08 33,82 8,78 75,14 24,86

Pohon Filogenetik dan Jarak Genetik

Pohon filogenetik direkonstruksi menggunakan MEGA 11 dengan metode
Neighbor-Joining (NJ) dan Maximum Likelihood (ML), serta model evolusi Kimura 2-
Parameter dengan bootstrap 10.000 kali. Analisis menggunakan 30 sekuen COI,
termasuk tiga sekuen A. dorsata dari Sulawesi Tengah ditambah dengan sekuen DNA
yang diambil dari GeneBank dan outgroup Tetragonula laeviceps serta Tetragonula
iridipennis. Analisis filogenetik berdasarkan metode Neighbour-Joining dapat dilihat
pada Gambar 3 dan berdasarkan metode Maximum Likelihood dapat dilihat pada
Gambar 4.
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1
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378 OM712698.1 Apis mellifera Argentina
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KT960851.1 Tetragonula iridipennis India
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Gambar 3. Pohon filogenetik menggunakan metode Neighbor-Joining (NJ) dengan
model Kimura 2-Parameter, bootstrap 10.000x.
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Gambar 4. Pohon filogenetik menggunakan metode Maximum Likelihood dengan

model Kimura 2-

Parameter, bootstrap 10.000x.

Rekonstruksi pohon filogenetik dengan metode Neighbor-Joining (NJ) dan
Maximum Likelihood (ML) menunjukkan topologi yang sama, dengan perbedaan nilai
bootstrap yang tidak signifikan. Analisis filogenetik spesies Apis dan outgroup (T.
leaviceps dan T. iridipennis) menunjukkan bahwa A. dorsata dari Sulawesi Tengah
membentuk kelompok tersendiri, sementara A. dorsata dari negara lain berada dalam
satu klaster internal. Outgroup membentuk percabangan terpisah. Topologi pohon
yang dihasilkan bersifat monofiletik, menunjukkan hubungan kekerabatan erat dalam
satu garis keturunan. Pernyataan tersebut sesuai dengan pohon filogenetik Apis

dorsata yang terbentuk.
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Tabel 4. Jarak genetik gen mitokondria COI Apis dorsata
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ADST.01_Apis_dorsata_Sulawesi_Tengah

ADST.03 Apis_dorsata_Sulawesi_Tengah 0.6%

ADST.02_Apis_dorsata_Sulawesi_Tengah 1% 12%

KJ513470.1 Apis_dorsata_Sulawesi_Utara 1% 18% 23%

MF804563.1_Apis_dorsata_Myanmar 6% 70% T76% 51%

KY072607.1_ Apis_dorsata_China 66% 73% 7% 5% 15%

OP435372.1_Apis_dorsata_Thailand_Utara T3% 1% 85% 60% 23% 0%

KY835209.1 Apis_dorsata_Pakistan T0% T76% 83% 57% 0% 12% 21%

KUT752355.1 Apis_dorsata_India T0% 76% 82% 5% 0% 18% 26% 12%

OR7968%4.1_ Apis_mellifera_Portugal 132% 13% 14.6% 11.8% 10.8% 10.2%11.2% 10.9% 11.2%

OM712698.1_ Apis_mellifera_Argentina 125% 132% 13.9% 11.2% 10.2% 102%11.2% 10.2% 105% 0.6%

OM794663.1_Apis_mellifera_Poland 125% 132% 13.9% 11.2% 10.8% 102%11.2% 10.9% 11.2% 12% 18%

MT871837.1_Apis_mellifera_France 125% 132% 13.9% 11.2% 108% 102%11.2% 10.9% 108% 18% 18% 0.6%

MF934891.1 Apis_mellifera_Canada 129% 136% 14.2% 115% 105% 105%11.5% 105% 108% 09% 0% 15% 20%

ONB67720.1_Apis_cerana_China 100.7% 99.6% 102.9% 96.3% 92.2% 94.2%96.3% 93.7% 90.3% 97.4% 95.2% 97.4% 95.2% 96.3%

MH670656.1 Apis cerana China 101%% 100.7% 104.1% 97.4% 93.2% 95.2%97.4% 94.8% 91.2% 985% 96.3% 98.4% 96.3% 97.4% 0.3%

MH588668.1_Apis_cerana_India 102% 108% 115% 95% 10.2% 9.9%105% 10.2% 102% 105% 98% 11.2% 105% 108% 985% 99.7%

KT960839.1 Apis_cerana_India 102% 108% 115% 95% 102% 99%105% 10.2% 10.2% 105% 98% 11.2% 10.5% 108% 985% 99.7% 0.0%

KI755628.1 Apis_cerana_Malaysia 140% 147% 154% 13.2% 125% 12.9%13%% 12.6% 12.6% 13.2% 125% 13.9% 13.2% 12.9% 965% 97.6% 63% 6.3%

KY834222.1 Apis_nigrocincta_Canada 102% 108% 115% 95% 10.2% 99%105% 10.2% 10.2% 105% 9.8% 11.2% 105% 10.8% 985% 99.7% 0.0% 00% 6.3%

MG548259.1_Apis_florea_lran 153% 16.0% 164% 13.9% 14.3% 146%15.7% 150% 15.0% 12.9% 125% 12.9% 12.5% 125% 93.2% 94.2% 11.5% 11.5% 150% 115%

KY844742.1 Apis florea_Pakistan 156% 164% 16.7% 14.3% 14.6% 149%16.0% 15.3% 15.3% 125% 12.2% 12.5% 12.2% 12.2% 94.2% 95.3% 11.2% 11.2% 146% 11.2% 0.3%

KU752356.1 Apis florea India 153% 16.0% 164% 13.9% 14.3% 146%15.7% 150% 15.0% 12.9% 125% 12.9% 12.5% 125% 93.2% 94.2% 11.5% 115% 150% 115% 00% 03%

AB284150.1 Apis florea Japan 14% 156% 160% 136% 13%% 136%146% 14.6% 14.6% 11.8% 122% 11.9% 115% 122% 96.3% 97.4% 105% 10.5% 13%% 105% 20% 18% 20%

KU212335.1 Apis andreniformis India 132% 13% 14.2% 11.9% 11% 122%132% 12.9% 12.5% 136% 129% 12.9% 12.2% 132% 94.2% 95.3% 12.2% 12.2% 14.6% 122% 98% 95% 9.8% 9.8%

KU212334.1 Apis_andreniformis _India 129% 135% 13.9% 115% 115% 118%129% 12.6% 12.2% 13.2% 125% 125% 119% 12.9% 932% 94.2% 11.8% 11.8% 14.2% 118% 95% 92% 95% 95% 0.3%

KP259042.1 Apis andreniformis Beiing China ~ 129% 135% 13.%% 115% 11.5% 11.8%12.%% 12.6% 12.2% 132% 125% 125% 119% 12.9% 93.2% 94.2% 11.8% 11.8% 142% 118% 95% 9% 95% 95% 03% 0.0%

DQ020233.1 Apis nigrocincta Japan 105% 112% 115% 9.8% 126% 12.6%132% 13.3% 13.2% 12.2% 115% 12.9% 12.9% 12.5% 103.0% 1043% 86% 8.6% 116% 8.6% 136% 13.2% 13.6% 13.9% 125% 12.2% 12.2%

AF153111.1 Apis koschevnikovi Japan 129% 136% 14.2% 11.5% 115% 11.2%12.2% 11.9% 11.8% 11.2% 105% 105% 105% 10.2% 922% 933% 98% 9.8% 125% 9.8% 12.5% 12.2% 12.5% 11.2% 10.8% 10.5% 10.5% 13.%

AF153110.1 Apis koschevnikovi Japan 125% 132% 13.9% 11.2% 115% 105%115% 11.9% 11.8% 105% 105% 9.8% 9.8% 10.8% 94.3% 95.3% 105% 10.5% 136% 10.5% 12.9% 12.5% 12.9% 10.9% 11.2% 10.8% 108% 136% 1.8%

AB284151.1 Apis andreniformis_Japan 12.9% 135% 139% 115% 115% 11.8%12.9% 12.6% 12.2% 132% 125% 12.5% 11.9% 12% 93.2% 94.2% 11.8% 118% 142% 118% 95% 9.2% 95% 95% 0.3% 00% 0.0% 12.29% 10.5% 108%

LC657580.1 Tetragonula laeviceps Sumatra 336% 341% 35.0% 31.8% 34.1% 33.2%34.1% 34.2% 346% 255% 255% 255% 25.5% 25.9% 104.6% 1059% 31.9% 319% 346% 31.9% 3L1% 31.5% 31.1% 30.6% 30.6% 30.2% 30.2% 315% 30.7% 28.0% 30.2%
KT960851.1 Tetragonula iridipennis India 36.0% 365% 37.4% 34.1% 345% 33.2%345% 34.2% 34.6% 310% 30.6% 31.0% 30.6% 31.4% 103.2% 1045% 34.3% 34.3% 35.7% 34.3% 33.3% 33.8% 33.3% 33.8% 315% 31.0% 310% 37.5% 315% 30.7% 31.0% 21.5%

Analisis jarak genetik menunjukkan bahwa A. dorsata dari Sulawesi Tengah
memiliki jarak genetik 0,6% — 2,3% terhadap populasi A. dorsata lainnya, serta 21,5%
— 36,0% terhadap spesies Tetragonula, mengonfirmasi perbedaan spesies. Dengan
ambang batas empiris 3% (Zhang & Bu, 2022). Populasi dari Sulawesi Tengah masih
termasuk dalam spesies A. dorsata.

KESIMPULAN

Analisis filogenetik dengan metode Neighbor-Joining (NJ) dan Maximum
Likelihood (ML) menghasilkan pohon filogenetik yang menunjukkan hubungan evolusi
yang jelas. Apis dorsata dari Sulawesi Tengah lebih dekat kekerabatannya dengan
spesies Apis dorsata lain dalam satu klaster internal, sementara spesies lainnya
terpisah. Hasil penelitian menunjukkan pola kekerabatan yang jelas antar populasi
Apis dorsata.

REKOMENDASI

Disarankan agar penelitian selanjutnya memperluas cakupan sampel di Asia
Tenggara dan Asia Selatan guna memperoleh data yang lebih representatif mengenai
variasi genetik dan hubungan kekerabatan antar populasi Apis dorsata, serta
mendukung upaya konservasi dan pemeliharaan keanekaragaman hayati.
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