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Abstract: Pesawaran is one of the areas that has the potential to cultivate 

stingless bees as producers of honey and propolis. This study was aimed at 

qualitatively analysing partial amplicons of the 16S rRNA gene from 

individuals found at the research site. The research was performed from April 

to September 2023 in an explorative approach. Based on the exploration that 

has been done in Harapan Jaya Village, Way Ratai District, Pesawaran 

Regency, individual stingless bees were obtained from 5 different colonies. 

Individual samples of stingless bees were further extracted and amplified by 

commercial kits. Each individual from 5 different colonies has successfully 

obtained its DNA amplicons. Based on qualitative analysis using 1% agarose 

gel, the size of the partial gene ranged from 400bp to 500bp. This result is in 

accordance with the data contained in the genbank, where the 16S rRNA gene 

size is more than 500bp. Therefore, it has been concluded that the size of the 

partial amplicons of the 16S rRNA gene of individual stingless bees from the 

5 colonies that were obtained is actually in range of the size of the 16S rRNA 

gene of stingless bees that have been recorded in the genbank. 
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Pendahuluan 

 

Lebah tanpa sengat merupakan jenis 

terkecil dari anggota kelompok lebah yang 

termasuk dalam family Apidae dan subfamily 

Meliponinae (Herwina et al., 2021). Hewan ini 

bersifat eusosial dan terdistribusi luas baik di 

wilayah beriklim tropis dan subtropis 

(Michener, 2007). Di Indonesia, telah tercatat 

terdapat 37 jenis lebah tanpa sengat yang telah 

dibudidayakan untuk diambil madunya (Balai 

Penelitian dan Pengembangan Teknologi Hasil 

Hutan Bukan Kayu, 2018). Di alam, baik 

secara liar maupun pada lingkungan budidaya, 

lebah tanpa sengat mempunyai peran sebagai 

polinator yang efektif (Slaa et al., 2006). 

Jenis lebah tanpa sengat menjadi sumber 

kekayaan hayati yang sedang dioptimalisasi 

untuk menghasilkan propolis dan madu sebagai 

sarana peningkatan kesejahteraan masyarakat 

(Herwina et al., 2022). Upaya budidaya ini 

terkait dengan jumlah propolis yang dihasilkan 

oleh lebah tanpa sengat genus Trigona lebih 

banyak jika dibandingkan dengan Apis spp. 

(Fatoni, 2008). Selain itu, madu yang dihasilkan 

oleh lebah tanpa sengat mempunyai kandungan 

flavonoid dan polifenol yang lebih tinggi jika 

dibandingkan dengan lebah madu pada 

umumnya (Arias et al., 2006), sehingga 

mempunyai efek antioksidan yang lebih besar 
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(Kelly et al., 2014). 
Peningkatan minat budidaya lebah tanpa 

sengat di masyarakat terus meningkat, termasuk 

di Lampung. Dalam data yang telah 

terpublikasikan, budidaya lebah tanpa sengat di 

Lampung tersebar di Bandar Lampung (Prasetyo 

dan Aryono, 2020), Kabupaten Lampung Timur 

(Juli, 2021), dan Kabupaten Pesawaran (Sidik et 

al., 2022b). Hal ini menyebabkan banyak 

pelatihan budidaya lebah tanpa sengat di 

Lampung (Permatasari et al., 2023). Namun, hal 

ini tidak diikuti peningkatan penelian 

tentangnya. Tercatat Suhandy et al. (2022) telah 

melakukan penelitian tentang uji autentifikasi 

madu yang dihasilkan oleh lebah madu dan lebah 

tanpa sengat di beberapa lokasi di Lampung. 

Selebihnya, Sidik et al. (2022a) meneliti tentang 

karakterisasi beebread dari jenis lebah tanpa 

sengat berdasarkan pollen yang 

dikumpulkannya. 

Saat ini, di Lampung belum ada penelitian 

tentang keanekaragaman lebah tanpa sengat, baik 

pada populasi liar maupun pada populasi 

budidaya. Padahal produksi madu juga 

bergantung pada jenis lebah yang 

menghasilkannya (Sidik et al., 2022b). Oleh 

karena itu, diperlukan penelitian yang dapat 

memberikan data terkait dengan keragaman 

lebah tanpa sengat, sehingga dapat menjadi 

rujukan dalam budidaya lebah tanpa sengat yang 

dilakukan.  

Penelitian ini bertujuan untuk menguji 

secara kualitatif keberadaan amplikon sumber 

genetik lebah tanpa sengat yang berasal dari 

Pesawaran, Lampung, khususnya amplikon 

parsial gen 16S rRNA, sehingga dapat menjadi 

dasar dalam penyusunan peta kekerabatan dan 

keanekaragaman hayati lebah tanpa sengat di 

Lampung dan menambah informasi 

komprehensif tentang data keanekaragaman 

hayati di Indonesia. 

 

Bahan dan Metode 

 

Tempat dan waktu penelitian 

Penelitian dilaksanakan secara eksploratif 

untuk mencari sampel lebah tanpa sengat di Desa 

Harapan Jaya, Kecamatan Way Ratai, Kabupaten 

Pesawaran, Provinsi Lampung. Hasil individu 

yang didapatkan selanjutnya dianalisis dengan 

prosedur ilmiah di Laboratorium Bioteknologi, 

Balai Veteriner Lampung, Bandar Lampung. 

Penelitian dilaksanakan pada rentang Bulan 

April sampai dengan September tahun 2023. 

 

Alat dan bahan penelitian 

Bahan penelitian meliputi larutan 

phosphate-buffer saline (PBS), satu set reagen 

QIAmp® Fast DNA Tissue and Blood Kit, bubuk 

agarosa, larutan buffer Tris-Asetat-EDTA (TAE), 

loading dye, SYBR safe, marker 100bp, set 

reagen amplifikasi MyTaq TMHS Red Mix 

(Bioline), Nuclease-free water, dan pasangan 

primer gen mitokondria pengkode 16S rRNA 

dengan urutan forward primer: 5'-TGG CTG 

CAG TAT AAC TGA CTG TAC AAA GG-3' 

dan reverse primer 5'-GAA ACC AAT CTG 

ACT TAC GTC GAT TTG A-3' 

(Thummajitsakul et al., 2013 dalam Trianto dan 

Purwanto, 2020b). Alat yang digunakan dalam 

penelitian meliputi botol vial, ice box, lemari 

pendingin, mikropipet, mikrotip, waterbath, 

vortex mixer, biosafety cabinet, thermal cycler, 

set alat elektroforesis, dan set alat ultraviolet 

(UV) transilluminator. 

 

Prosedur penelitian 

Pengumpulan sampel penelitian 

Sarang koloni lebah tanpa sengat 

didapatkan dengan melakukan jelajah 

berdasarkan metode Bookhout (Lamerkabel et 

al., 2021). Individu sampel lebah tanpa sengat 

didapatkan dengan memasang perangkap berupa 

botol vial pada mulut sarang lebah. Sampel 

individu lebah tanpa sengat selanjutnya difiksasi 

dengan larutan PBS (Hage et al., 2014). 

 

Pengangkutan dan penyimpanan sampel 

Koleksi sampel individu lebah tanpa 

sengat yang telah ditempatkan pada botol vial 

dengan larutan PBS diletakkan pada ice box 

selama pengangkutan ke Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung. Sampel 

selanjutnya disimpan pada lemari pendingin pada 

suhu -4oC. 

 

Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA sampel individu lebah 

tanpa sengat dilaksanakan berdasarkan protokol 

QIAmp® Fast DNA Tissue and Blood Kit tanpa 

modifikasi. Pelaksanaan ekstraksi DNA atas 

sampel individu lebah tanpa sengat yang telah 

didapatkan dilaksanakan di Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung. 
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Keberhasilan ekstraksi DNA dilihat secara 

kualitatif menggunakan elektroforesis gel 

agarosa 1%. 

 

Amplifikasi DNA 

Amplifikasi DNA dilaksanakan dengan 

reagen MyTaq TMHS Red Mix (Bioline) 

berdasarkan modifikasi metode Trianto dan 

Purwanto (2020a). Kondisi amplifikasi diatur 

dalam 35 siklus melalui tahap predenaturation 

94oC selama 5 menit, denaturation 94oC selama 

1 menit, annealing 60oC selama 1 menit, 

extention 72oC selamat 2 menit, dan diakhiri 

dengan post-extetntion 72oC selama 7 menit. 

 

Uji Kualitatif Amplikon DNA 

Keberhasilan proses amplifikasi DNA 

individu dari 5 koloni lebah tanpa sengat diuji 

secara kualitatif dengan metode visualisasi hasil 

elektroforesis gel agarosa 1% di bawah sinar UV 

(Rustiati et al., 2019; Priyambodo et al., 2023).   

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil pengambilan sampel 

Pelaksanaan pengambilan sampel individu 

lebah tanpa sengat di Desa Harapan Jaya, 

Kecamatan Way Ratai, Kabupaten Pesawaran, 

Provinsi Lampung berhasil mendapatkan sampel 

dari 5 (lima) koloni yang berbeda. Sampel lebah 

tanpa sengat diambil 2 sampai dengan 3 individu 

dari masing-masing koloni dan dimasukkan ke 

dalam botol vial serta ditambahkan larutan PBS 

(Gambar 1). 

 

 
Gambar 1. Sampel individu lebah tanpa sengat. 

 

Hasil visualisasi amplikon DNA 

Sampel selanjutnya diekstraksi DNA-nya 

dan dilanjutkan dengan proses amplifikasi 

menggunakan sepasang primer di Laboratorium 

Bioteknologi, Balai Veteriner Lampung. Hasil 

amplifikasi menunjukkan bahwa amplikon DNA 

dari masing-masing individu sampel lebah tanpa 

sengat berukuran antara 400bp sampai dengan 

500bp (Gambar 2). 

 

 
Gambar 2. Hasil amplifikasi sampel individu lebah 

tanpa sengat (M: marker 100bp, p1: sampel individu 

dari koloni 1, p2: sampel individu dari koloni 2, p3: 

sampel individu dari koloni 3, p4: sampel individu 

dari koloni 4, p5: sampel individu dari koloni 5). 

 

Pembahasan 

Pengambilan sampel 

Sampel individu lebah tanpa sengat yang 

diperoleh dari 5 koloni disimpan dalam larutan 

PBS dalam lemari pendingin sebelum 

dilanjutkan ke analisis selanjutnya. Penggunaan 

larutan PBS sebagai larutan fiksatif sampel 

berfungsi untuk mempertahankan penyusunan 

sel-sel dan menjaga agar kondisi sitologi tetap 

dalam kondisi baik dan representatif untuk 

pengamatan histologis (Perry et al., 2016). Oleh 

karena itu, penggunaan larutan PBS juga telah 

banyak digunakan sebagai larutan fiksatif dalam 

penelitian, termasuk dalam pembuatan gambaran 

histologis organ hepar, pankreas, dan ginjal pada 

tikus (Sari, 2015), pengembangan protokol 

pembuatan preparat histologis ikan pada tahap 

perkembangan telur, embrio, dan larva 
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(Wijayanti et al., 2017), serta pada 

penginkubasian lensa mata manusia dari 

pendonor (Augusteyn et al., 2008). 

Penggunaan PBS dalam penyimpanan 

sampel individu lebah tanpa sengat dari 5 koloni 

dilakukan sebagai modifikasi dari penelitian lain 

pada lebah tanpa sengat. Sadam et al. (2016) 

tidak menggunakan PBS sebagai larutan fiksatif, 

namun menggunakan larutan alkohol 70%. 

Dalam penelitian lain, Trianto dan Purwanto 

(2020a) juga tidak menggunakan PBS, namun 

menggunakan ethanol 90%. Hal ini tidak 

memberikan dampak signifikan dalam hasil 

visualisasi yang ditunjukkan oleh amplikon DNA 

sampel. Oleh karena itu, penggunaan PBS tidak 

mengurangi keberhasilan dalam tahap ekstraksi 

dan amplifikasi DNA. 

 

Ekstraksi DNA 

Keberhasilan ekstraksi dan amplifikasi 

DNA dapat diuji secara kualitatif dan kuantitatif. 

Uji kualitatif hasil ekstraksi dan amplifikasi 

dapat dilakukan dengan elektroforesis gel 

agarosa dengan konsentrasi tertentu (Pesaresi et 

al., 2003; Harahap, 2017). Elektroforesis gel 

agarosa merupakan metode yang paling efektif 

untuk memisahkan segmen-segmen DNA pada 

berbagai ukuran yang berkisar antara 100bp 

sampai dengan 25kb (Sambrook dan Russel, 

2001). Munculnya pita DNA setelah proses 

separasi menandakan molekul DNA berhasil 

diekstraksi (Lee et al., 2012). Hal ini sesuai 

dengan hasil elektroforesis yang telah 

dilaksanakan, di mana rentang ukuran fragmen 

DNA yang didapatkan dari amplikon parsial dari 

gen 16S rRNA individu lebah tanpa sengat dari 5 

koloni di Kabupaten Pesawaran berkisar antara 

400bp sampai dengan 500bp. 

Penggunaan elektroforesis gel agarosa 

sebagai metode uji kualitatif telah banyak 

dilakukan. Sarma et al., (2014) menggunakan 

metode ini sebagai analisis kualitatif untuk 

melihat keberhasilan keberadaan DNA genom 

dan DNA hasil purifikasi dari Nitella mirabilis 

dengan menggunakan marker RAPD. Selain itu, 

metode ini juga dilakukan sebagai sarana uji 

kualitatif untuk melihat keberhasilan analisis 

protein dan peptida pada produk susu (Strickland 

et al., 2001). Oleh karena itu, metode ini terus 

dikembangkan hingga tercipta modifikasi 

metode berupa elektroforesis berbasis 

microfluidic paper analytic device (µPAD) di 

Jerman (Heinsohn et al., 2022). 

 

Amplifikasi DNA 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

sampel individu lebah tanpa sengat dari 5 koloni 

yang berbeda (p1, p2, p3, p4, dan p5) mempunyai 

ukuran gen parsial 16S rRNA sebesar 400bp 

sampai dengan 500bp (Gambar 2). Apabila 

dirujuk dari laman genbank (National Center for 

Biotechnology Information/NCBI), ukuran gen 

16S rRNA jenis lebah tanpa sengat berkisar 

antara 445bp sampai dengan 534bp (Tabel 1). 

 
Tabel 1. Ukuran gen 16S rRNA jenis lebah tanpa 

sengat pada laman NCBI 
 

No 
Jenis lebah 

tanpa sengat 

Ukuran 

gen 16S 

rRNA 

Asesi 

1 
Heterotrigona 

itama 
529 KU57176.1 

2 
Heterotrigona 

erythrogaster 
528 DQ790395.1 

3 
Sundatrigona 

moorei 
527 DQ790402.1 

4 
Platydotrigona 

hobbyi 
527 DQ790401.1 

5 
Lepidotrigona 

ventralis 
530 DQ790400.1 

6 
Lepidotrigona 

terminata 
456 MG543810.1 

7 
Geniotrigona 

thoracica 
504 KX113625.1 

8 
Geniotrigona 

incisa 
530 DQ790392.1 

9 
Tetragonula 

drescheri 
445 MH453963.1 

10 
Tetragonula 

minangkabau 
446 MH453962.1 

11 
Tetragonula 

laeviceps 
528 KU571748.1 

12 
Tetragonula 

sapiens 
528 DQ790427.1 

13 
Tetragonula 

sirindhornae 
528 DQ790431.1 

14 
Tetragonula 

geissieri 
528 DQ790426.1 

15 
Tetragonula 

carnonaria 
525 MN659458.1 

16 
Tetragonula 

melanocephala 
528 DQ790434.1 

 

Penggunaan gen parsial 16S rRNA dalam 

analisis keanekaragaman hayati pada lebah tanpa 

sengat telah digunakan secara luas. Wang et al. 
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(2021) menggunakannya dalam analisis 

keanekaragaman Lepidotrigona flavibasis di 

Lincang, Yunnan, China. Selain itu, 

Thummajitsakul et al. (2013) mempublikasikan 

hasil urutan beberapa gen mikokondria pada 

jenis Tetragonula pagdeni, termasuk di 

dalamnya gen ATPase, COI, COII, COIII, Cytb, 

dan 16S rRNA. Penelitian keanekaragaman 

lebah tanpa sengat dengan menggunakan gen 

16S rRNA juga telah dilaksanakan di Indonesia, 

yaitu pada Taman Nasional Halimun Salak, Jawa 

Barat (Pratama et al., 2023), Taman Nasional 

Baluran, Jawa Timur (Rachmawati et al., 2022), 

Kabupaten Ciamis, Jawa Barat (Purwanto dan 

Trianto, 2021), Yogyakarta (Trianto dan 

Purwanto, 2020a), dan Kota Sawahlunto, 

Sumatera Barat (Herwina et al., 2022).  

Penelitian ini menjadi data tambahan akan 

data analisis molekuler pada lebah tanpa sengat 

di Indonesia. Data yang komprehensif ini akan 

saling melengkapi untuk menganalisis 

keragaman lebah tanpa sengat. Selain itu, data ini 

dapat memutakhirkan data catatan jumlah jenis 

lebah tanpa sengat yang saat ini tercatat ada 52 

jenid di Indonesia, yang terdiri dari 27 jenis di 

Sumatera, 13 jenis di Jawa, 1 jenis di Nusa 

Tenggara, 34 jenis di Kalimantan, 8 jenis di 

Sulawesi, 1 jenis di Bali, 4 jenis di Maluku, dan 

12 jenis di Papua (Trianto el al., 2023). 

 

Kesimpulan 

 

Kesimpulan yang didapat dari penelitian 

ini adalah 5 sampel individu lebah tanpa sengat 

yang didapatkan dari eksplorasi di Pesawaran 

memiliki ukuran gen parsial 16S rRNA sebesar 

400bp sampai dengan 500bp yang sesuai dengan 

data pembanding yang terdapat pada genbank. 
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