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Abstrak: Xylocopa appendiculata merupakan serangga yang berasal dari ordo Hymenoptera dan memiliki ciri
morfologi kuning cerah pada toraks, sementara bagian tubuh lainnya berwarna hitam. Analisis filogenetik digunakan
untuk menggambarkan hubungan kekerabatan makhluk hidup melalui pohon filogeni. Penelitian ini bertujuan untuk
mendeskripsikan hubungan filogenetik lebah tukang kayu Xylocopa appendiculata berdasarkan gen cytochrome
oxidase 1 (CO1). Pengambilan sampel menggunakan metode jelajah di berbagai daerah, kemudian dilakukan
isolasi DNA, amplifikasi DNA, sequencing, dilanjutkan analisis bioinformatika dengan menggunakan 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 X. appendiculata dari Sulawesi Tengah lebih dekat kekerabatannya dengan spesies
X. appendiculata lain dalam satu clade yang sama. Hasil penelitian ini menunjukkan pola kekerabatan yang jelas
antar populasi X. appendiculata.

Kata Kunci: Xylocopa appendiculata; filogenetik; Cytochrome Oxidase 1 (CO1)

Abstract: Xylocopa appendiculata is an insect from the order Hymenotera and has bright yellow morphological
characteristics on the thorax, while the rest of the body is black. Phylogenetic analysis is used to describe the
kinship of living things throughh phylogeny trees. This study aims to describe the phylogenetic relationship of
carpenter bees Xylocopa appendiculata based on the cytochrome oxidase 1 (CO1). DNA isolation, DNA
amplification, sequencing, followed by bioinformatics analysis using GeneStudio, DNASTAR, MESQUITE, and
MEGA 11. The results showed that phylogenetic analysis using Neighbor-Joining (NJ) and Maximum Likelihood
(ML) methods produced a phylogenetic tree that illustrates a clear evalutionary relationship X. appendiculata from
Central Sulawesi is more closely related to other X. appendiculata species in the same clade. The results of this
study show a clear kinship pattern between populations of X. Appendiculata.
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PENDAHULUAN

Xylocopa atau biasa disebut sebagai lebah tukang kayu merupakan jenis
serangga yang berasal dari ordo Hymenoptera dan famili Anthophoridae (Marchiori,
2023). Lebah tukang kayu tersebar luas diseluruh dunia dan berkembang di
lingkungan tropis, subtropis, serta lingkungan yang beriklim sedang (Farook et al.,
2022). Lebah ini dapat membantu dalam penyerbukan tanaman sehingga termasuk ke
dalam kategori polinator (Giannini et al., 2020). Di Indonesia terdapat 5 spesies lebah
tukang kayu yaitu Xylocopa confusa, X. latipes, X. caerulea (Hidayat et al., 2016), X.
violacea (Pujiastuti & Putri, 2021), dan X. appendiculata (Dahlberg et al., 2013). Lebah
tukang kayu Xylocopa appendiculata memiliki ciri morfologi kuning cerah pada toraks,
sementara bagian tubuh lainnya semuanya berwarna hitam. Perilaku
mempertahankan wilayahnya pada musim kawin dilakukan dengan cara terbang
diatas wilayah dekat sumber nektar dan serbuk sari. Wilayah ini sering dilewati oleh
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lebah betina untuk mencari makan atau tempat istirahat (Sasaki et al., 2020).
Berdasarkan penelitian yang ada masih sebatas kajian morfologi dan morfometri,
sedangkan analisis molekuler menggunakan gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1) masih
jarang digunakan. Penelitian ini peting dilakukan untuk menambah informasi mengenai
identifikasi karakter genetik lebah tukang kayu.

Salah satu metode identifikasi secara molekuler yang dapat digunakan yaitu
dengan analisis filogenetik. Analisis filogenetik merupakan salah satu cara yang umum
digunakan untuk merekontruksi pohon evolusi, sehingga memungkinkan untuk
memahami hubungan kekerabatan dan keanekaragaman hayati. Analisis filogenetik
seringkali melibatkan penggunaan gen untuk menentukan hubungan evolusioner antar
spesies, salah satunya dengan penanda gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1) (Partiwi et
al., 2023). Gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1) merupakan bagian dari DNA mitokondria
(mtDNA) yang memiliki peran penting dalam proses produksi energi, sehingga
memiliki basis yang bersifat konservatif (Hermawan et al., 2022). Sebagai salah satu
gen penyandi pada genom mtDNA, gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1) memiliki
karakteristik unggul, seperti rendahnya tingkat delesi dan inseri dalam sekuens (Tindi
et al., 2017) Penggunaan marka gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1) yang terletak di
segmen mitokondria memungkinkan analisis variasi basa nukleotida di setiap spesies,
sehingga hubungan kekerabatan antar spesies dapat diketahui (Kamal et al., 2019).

DNA mitokondria memiliki keunggulan dalam menganalisis keragaman genetik
karena memiliki sel yang jumlahnya sangat banyak dibandingkan dengan DNA inti dan
juga mutasi gen pada DNA mitokondria jauh lebih banyak daripada DNA inti (Hendiari
et al., 2020). DNA mitokondria saat ini digunakan secara luas dalam identifikasi
penyakit, studi genetika populasi, identifikasi spesies, dan filogeni kedokteran hewan.
DNA mitokondria digunakan sebagai pewarisan secara maternal, tingkat mutasi, dan
replikasi terus menerus (Mohapatra et al., 2019). Informasi mengenai analisis
filogenetik Xylocopa appendiculata dengan menggunakan gen Cytochrome Oxidase 1
(CO1) masih jarang atau terbatas dan belum pernah dilaporkan sebelumnya sehingga
penelitian ini perlu dilakukan untuk menambah atau melengkapi data informasi genetik
yang selanjutnya dapat dijadikan acuan untuk pengembangan budidaya lebah dengan
pendekatan molekuler. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan hubungan
filogenetik lebah tukang kayu Xylocopa appendiculata berdasarkan gen Cytochrome
Oxidase 1 (CO1).

METODE

Penelitian ini menggunakan analisis deskriptif eksploratif dengan pendekatan
kualitatif dan kuantitatif. Penelitian jenis deskriptif eksploratif bertujuan untuk
menggambarkan keadaan suatu fenomena. Data kualitatif merupakan data deskriptif
yang diperoleh dari hasil isolasi, amplifikasi dan analisis sequencing DNA Xylocopa
appendiculata berdasarkan gen Cytochrome Oxidase 1 (CO1l) serta analisis
bioinformatika. Data kuantitatif adalah data numerik yang diperoleh dari persentase
identitas hasil BLAST.

Penelitian ini dilakukan dengan pengambilan sampel Xylocopa appendiculata di
Desa Bakubakulu, Kecamatan Palolo, Kabupaten Sigi, Sulawesi Tengah (Gambar 1).
Sampel Xylocopa appendiculata 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.
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Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel

Sampel Xylocopa appendiculata 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 Xylocopa appendiculata 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 CO1 (LCO1490 forward & HCO2198 reverse)
dengan PCR dalam volume 25 pL. Proses 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). Hasil amplifikasi dikirim ke LPPT
UGM untuk sekuensing menggunakan Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystem).
Elektroforesis DNA dilakukan dengan gel agarose 1% dan dijalankan pada tegangan
50V selama 17-20 menit. Hasil 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, dan Maximum Likelihood (MEGA11).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tiga sampel gen mitokondria CO1l Xylocopa appendiculata dari Desa
Bakubakulu, Kecamatan Palolo, Kabupaten Sigi, Sulawesi Tengah berhasil
diamplifikasi menggunakan PCR dengan promer LCO1490 (forward) dan HCO2198
(reverse). Elektroforesis menunjukkan fragmen sekitar 467 bp. Hasil elektroforesis gen
mitokondria CO1 X. appendiculata dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Hasil amplifikasi gen mitokondria CO1, sampel Xa adalah X.
appendiculata dari Desa Bakubakulu, Kecamatan Palolo, Kabupaten Sigi, Sulawesi
Tengah, dan M merupakan 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.

Tabel 1. Hasil analisis BLAST sekuen gen mitokondria CO1 X. Appendiculata
Sulawesi Tengah dengan database GenBank Sulawesi Tengah

BLAST
Kode % Identity % Query Accession Number  Verifikasi spesies Lokasi
Cover GenBank
XAST.01 99,22 100 LC492865.1 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah
XAST.02 98,94 100 LC492865.1 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah
XAST.03 99,06 100 LC492865.1 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah

Analisis BLAST gen mitokondria CO1 Xylocopa appendiculata dari Sulawesi
Tengah menunjukkan tingkat similaritas 98-100% dengan data di GenBank. Similaritas
digunakan untuk mengidentifikasi hubungan evolusioner antar spesies atau kelompok
organisme. Tingkat similaritas menunjukkan seberapa erat hubungan kekerabatan
antara spesies. Semakin tinggi nilai similaritas, maka semakin dekat hubungan antara
spesies tersebut (Hermawan, 2023). Berdasarkan hasil analisis, sampel yang diteliti
teridentifikasi sebagai Xylocopa appendiculata.

Variasi Genetik Sekuen Xylocopa appendiculata

Analisis genetik Xylocopa appendiclata menunjukkan Haplotype Diversity (Hd)
0,978 + 0,054 dengan 9 haplotipe dan Nucleotide Diversity (1r) 0,01018 + 0,00184,
menandakan keragaman nukleotida yang tinggi. Ditemukan 16 variabel site dan 5
parsimony site. Polimorfisme intraspesies ditampilkan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Variasi genetik intraspesies antar sampel Xylocopa appendiculata (XAST.01-
LC492865.1) dengan Xylocopa appendiculata dari GenBank berdasarkan
gen mitokondria CO1

Haplotype
Diversity
(Hd)

Nucleotide
Diversity (1)

Kode Jumlah Jumlah  Variabel Parsimony
Sampel P individu Haplotipe Site Site

XAST.01
XAST.02

XAST.03

KM362697.1

KM362696.1 0,978+ 0,01018+
km362700.1 267 10 9 16 5 0,054 0,00184
KM362695.1

EUS61273.1

EUS61274.1

LC492865.1

Jika nilai keragaman haplotipe berada pada 0,5<Hd<1 maka menunjukkan
tingkat keragaman yang tinggi. Sebaliknya, nilai keragaman haplotipe berada pada
nilai 0sHd<0,5 menandakan keragaman yang rendah. Sedangkan pada keragaman
nukleotida memiliki kisaran nilai dari 0,00 yang menunjukkan tidak adanya perbedaan.
Sementara nilai lebih dari 0,10 menunjukkan tingkat keragaman yang tinggi. Dengan
demikian, nilai Hd yang tinggi menunjukkan bahwa adanya variasi yang tinggi diantara
individu-individu dalam populasi X. appendiculata. Tingkat keragaman nukleotida yang
rendah pada X. appendiculata dapat diakibatkan oleh penurunan populasi akibat
peristiwa alam, yang menyebabkan variasi genetik menurun (Devy et al., 2021).

Komposisi Nukleotida

Basa nitrogen penyusun DNA terdiri dari empat jenis yaitu Thymine (T), Cytosine
(C), Adenin (A), dan Guanine (G). Pasangan basa A dan T dihubungkan oleh dua
ikatan hidrogen, sedangkan pasangan basa C dan G dihubungkan oleh tiga ikatan
hidrogen sehingga memiliki ikatan yang lebih kuat dibandingkan pasangan A dan T
(Anisa et al., 2016). Komposisi nukleotida X. appendiculata terdiri dari yaitu (T)
42,26%, (C) 14,07%, (A) 35,38%, dan (G) 8,27%. Komposisi nukleotida pasangan
basa A+T memiliki rata-rata 77,65%, sedangkan pasangan basa C+G memiliki rata-
rata 22,34%. Komposisi nukleotida untuk setiap sampel dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Komposisi Nukleotida gen mitokondria CO1 Xylocopa appendiculata
Kode T(V) C A G A+T G+C Lokasi Referensi

XAST.01 42,62 13,93 34,97 8,46 77,59 22,40 Sulawesi Tengah  Data Penelitian
XAST.02 42,62 13,66 35,24 8,46 77,86 22,13 Sulawesi Tengah  Data Penelitian
XAST.03 42,34 13,93 35,51 8,19 77,86 22,13 Sulawesi Tengah  Data Penelitian

KM362697.1 41,80 14,20 35,51 8,46 77,32 22,67 Korea Kang et al. (2016)
KM362696.1 41,80 14,48 35,51 8,19 77,32 22,67 Korea Kang et al. (2016)
KM362700.1 42,34 14,20 35,24 8,19 77,59 22,40 Korea Kang et al. (2016)
KM362695.1 41,80 14,20 35,79 8,19 77,59 22,40 Korea Kang et al. (2016)
EU861273.1 42,07 14,20 35,51 8,19 77,59 22,40 Jepang Kawazoe et al. (2008)
EU861274.1 42,62 13,93 35,24 8,19 77,86 22,13 Jepang Kawazoe et al. (2008)
LC492865.1 42,62 13,93 35,24 8,19 77,86 22,13 Jepang Kawazoe et al. (2008)

Rata-rata 42,26 14,07 35,38 8,27 77,65 22,34

Pohon Filogenetik dan Jarak Genetik
Analisis pohon filogenetik dilakukan menggunakan software MEGA 11. Metode
yang digunakan dalam analisis ini yaitu Neighbor Joining (NJ) dan Maximum
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Likelihood (ML) dengan model kimura 2-parameter dan 10000 kali bootstrap. Analisis
ini menggunakan 44 sekuen CO1, termasuk tiga sekuen X. appendiculata dari
Sulawesi Tengah dan outgroup Apis andreniformis serta A. florea.

v XAST.02 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah

XAST.03 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah
84 —— XAST.01 Xylocopa appendiculata Sulawesi Tengah
TCA978065.1 Xylocopa appendiculata Jepang
77 | 'EU861274.1 Xylocopa appendiculata Jepang
EU861273.1 Xylocopa appendiculata Jepang
— KM362695.1 Xylocopa appendiculata Korea
- — KM362700.1 Xylocopa appendiculata Korea
[ KM362697.1 Xylocopa appendiculata korea
64 L KM362696.1 Xylocopa appendiculata Korea
99 ( EU861290.1 Xylocopa flavifions Jepang

9% 1 EU861291.1 Xylocopa flavifrons Jepang
99 |EU861285.1 Xylocopa amamensis Jepang
61 EUR61284.1 Xylocopa amamensis Jepang
5 | |EUB61303.1 Xylocopa albinotum Jepang
46 ¢7 TEUB61302.1 Xylocopa albinotum Jepang
EU861304.1 Xylocopa confusa Jepang
28 KY072307.1 Xylocopa tranquebarica China
g9 — HQ929866.1 Xylocopa micans Canada
'HQ929865.1 Xylocopa micans Canada

o) 49”_7 KY509015.1 Xylocopa frontalis Brazil
KY508962.1 Xylocapa frontalis Brazil

5 9 MEK492579.1 Xylocopa sonorina Amerika Serikat
1 499‘_{ MK492583.1 Xylocopa sonorina Amerika Serikat
95 'MK492576.1 Xylocopa sonorina Amerika Serikat
99 | OR796867.1 Xylocopa cantabrita Portugal

OR796858.1 Xylocopa cantabrita Portugal
49;;? OR796217.1 Xylocopa iris Portugal
HM401103.1 Xylocopa iris Canada

y g3 | MT871521.1 Xylocopa violacea Prancis
M 5 63 HM401101.1 Xylocopa violacea Canada
% | 'KX399325.1 Xylocopa violacea Malta

OR796614.1 Xylocopa violacea Portugal

72 MH319133.1 Xylocopa valga Austria
| 55| | KJ836736.1 Xylocopa valga Germany
53 KI838707.1 Xylocopa valga Germany
OR796293.1 Xylocopa valga Portugal
LC257680.1 Xylocopa tranquebarorum Jepang

n
=N
o
=

MN163114.1 Xylocopa fenestrata India
9 HQ929860.1 Xylocopa virginica Canada

99 | HQ929863.1 Xylocopa virginica Canada

63 11Q929862.1 Xylocopa virginica Canada

| AB284158.1 Apis andreniformis Jepang
9 1 AB284150.1 Apis florea Jepang
—
0.02

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.

Dalam konstruksi pohon filogenetik, metode Neighbor Joining (NJ) digunakan
pada jarak filogenetik dan evolusi antar clade (taksa). Setiap cabang menunjukkan laju
evolusi yang berbeda, dengan hasil pohon yang umumnya lebih akurat (Idami, 2024).
Sedangkan, metode Maximum Likelihood (ML) digunakan untuk merekonstruksi
kekerabatan antar spesies dengan mengacu pada panjang cabang. Panjang cabang
yang bervariasi menunjukkan tingkat evolusi, di mana cabang yang lebih panjang
menggambarkan jarak evolusi yang lebih jauh dan cabang yang pendek
menggambarkan jarak evolusi yang lebih dekat (Fietri et al., 2021). Rekonstruksi
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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 Xylocopa dan outgroup (A. andreniformis dan
A. florea) menunjukkan bahwa X. appendiculata dari Sulawesi Tengah membentuk
kelompok tersendiri, sementara X. appendiculata dari negara lain berada dalam satu
klaster internal. Outgroup adalah spesies yang memiliki hubungan kekerabatan
dengan ingroup, tetapi berada di luar kelompok tersebut. Fungsi utamanya adalah
sebagai acuan untuk memahami hubungan evolusi didalam ingroup, membangun
dasar pohon filogenetik, serta mengenali karakteristik leluhur bersama (Sahadeva &
Pertiwi, 2023). Kelompok outgroup berperan penting dalam menentukan polarisasi
karakter, termasuk karakter plesiomorfik yang merupakan karakter primitif pada

outgroup (Pangestika et al., 2015).
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Analisis Jarak genetik dengan menggunakan model Kimura 2-Parameter pada
spesies X. appendiculata dari Sulawesi Tengah berada dalam rentang 0,55%-1,66%.
Sedangkan, jarak genetik antara X. appendiculata Sulawesi Tengah dengan X.
appendiculata dari lokasi lain berkisar antara 0,83%-1,66%. Adapun jarak genetik
antara X. appendiculata dengan spesies Apis andreniformis dan Apis florea berkisar
antara 18,54%-21,78%. Ambang batas yang digunakan untuk membedakan spesies
berdasarkan perbedaan genetik adalah 3% (Zhang & Bu, 2022). Populasi dari

Sulawesi Tengah masih termasuk dalam spesies X. appendiculata.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa analisis filogenetik
dengan metode Neighbor-Joining (NJ) dan Maximum Likelihood (ML) menghasilkan
pohon filogenetik yang menunjukkan hubungan evolusi yang jelas. X. appendiculata
dari Sulawesi Tengah lebih dekat kekerabatannya dengan spesies X. appendiculata
lain dalam satu klaster internal, sementara spesies lainnya terpisah. Hasil penelitian
menunjukkan pola kekerabatan yang jelas antar populasi X. appendiculata.

REKOMENDASI

Penelitian selanjutnya dapat dilakukan mengenai variasi genetik dan hubungan
filogenetik dengan memperluas cakupan sampel Xylocopa appendiculata dari
berbagai wilayah untuk memperoleh gambaran yang lebih lengkap. Selain itu,
penggunaan penanda gen tambahan seperti Cytochrome b atau 16S rRNA dapat
meningkatkan ketepatan analisis filogenetik.
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