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Abstrak. Metode filogenetik pada Indigofera bertujuan menginformasikan langkah kerja 

pengelasidikasian pada Indigofera. Langkah rekonstruksi filogenetik meliputi seleksi OTU, 

mencari sumber data yang meliputi morfologi, anatomi, sitologi, warna, ultrastruktur, biokimia, 

data sequensing DNA, perilaku dan struktur geografi, seleksi dan validitas karakter dan 

karakter state, memilih analisis, dan rekonstruksi pohon filogenetik. OUT dalam penelitian ini 

adalah marga, sumber data meliputi morfologi, fitokimia, dan pita DNA. Analisis data 

menggunakan NTSys. Pohon filogenetik hasil rekonstruksi menunjukkan pengelompokan 

berdasar struktur geografi. 

Kata kunci: OUT, sumber data taksonomi, rekonstruksi, pohon filogenetik  

PENDAHULUAN 

Sejak Darwin mewariskan prinsip-prinsip dasar teori evolusi, ilmuwan biologi 

khususnya taksonom semakin mendalami teori evolusi ini pada setiap organisme. Salah satu 

tujuan utama dari ilmu biologi telah menentukan sejarah hidup keturunan yang lebih dikenal 

dengan sistematika. Sitematika ini menyediakan seperangkat pengetahuan untuk 

mengkarakterisasi organisme dalam rangka memahami keanekaragaman. Oleh karena itu 

tugas penting sistematika adalah mendeskripsikan keanekaragaman suatu organisme, 

merekonstruksi hubungan kekerabatan terhadap organisme lain, dan mendokumentasikan 

perubahan yang terjadi selama evolusi dan direpresentasikan dalam bentuk kladogram atau 

pohon filogenetik. Kladogram adalah grafik dua dimensi  yang memiliki titik percabangan 

(node), cabang dan akar. Titik percabangan menyimbolkan waktu relatif asal mula taksa 

berbeda, cabang menggambarkan seberapa jauh perbedaan antar taksa terjadi sejak dari 

nenek moyang yang sama. Tidak semua pohon filogeni memiliki akar. Akar menggambarkan 

asal mula nenek moyang (genealogi) yang sama (Theobald 2004, Geesink 1987).  

Dalam merekonstruksi hubungan evolusi organisme terdapat dua pendekatan, yaitu 

fenetik dan filetik (stuessy 1990) atau filogenetik (Geesink 1987) filogeni (Simpson 2006) 

kladistik (Theobald 2004). Pendekatan fenetik memperkirakan hubungan evolusi bedasar 

kepemilikan karakter yang sama (Simpson 2006) dan tidak melakukan upaya untuk 

membedakan homologi dari analogi (Campbell et al 2003), sedangkan pendekatan filetik 

(filogenetik) mendasarkan hubungan evolusi pada karakter dari setiap OTU (Operational 

Taxonomic Units). Analisis filogenetik digunakan untuk mengikuti perubahan yang terjadi 

secara cepat dari suatu jenis dalam suatu group (Barraclough & Nee 2001).   

Pemilihan OTU atau satuan operasi taksonomi ini dapat berupa galur, jenis ataupun 

marga (Rifai 2011), bahkan katagori anak jenis atau populasi yang memiliki ciri khas dan 

berada pada jalur evolusi sendiri dapat digunakan sebagai OTU (Simpson 2006). Cara 

obyektif untuk membedakan karakter primitif pada OTU, diperlukan pembandingan dengan 

kelompok luar (outgroup). Outgroup merupakan suatu jenis atau kelompok jenis yang relatif 
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berkerabat dekat dengan OTU tetapi tidak sedekat hubungan antar anggota dalam OTU 

(Campbell et al 2003). 

Konsep filogenetik yang dicetuskan oleh Hennig pada tahun 1956, sekarang telah 

menjadi metode standar untuk menarik kesimpulan dari para ahli biologi. Aplikasi metode 

filogenetik ini bukan sesuatu yang rumit tetapi memerlukan kejelian dan kecerdasan dalam 

memilih analisis. Adanya software komputer yang digunakan untuk analisis data sangat 

membantu. Prinsip yang mendasar dalam filogenetik adalah ketika mempertimbangkan dan 

memutuskan untuk menggunakan karakter dan karakter state yang dipunyai bersama dari 

sejumlah OTU. Untuk mencari hubungan antar taksa yang dapat mencerminkan sifat 

evolusioner, tidak lagi melakukan klasifikasi tetapi diperlukan ketepatan dan keyakinan dalam 

memilih karakter tertentu yang memberikan informasi evolutif.  

Kajian dan penelitian tentang filogenetika dari takson telah banyak dilakukan dan 

sudah menjadi suatu fardu ‘ain untuk analisis filogenetika digunakan dalam mengaji. 

Berbagai kendala dan kesulitan dalam analisis telah teratasi dengan adanya software 

program sehingga lebih efektif dan lebih akurat dalam perhitungan. Namun terdapat 

beberapa hal mendasar yang sering dilupakan oleh peneliti, seperti: dasar seleksi OTU,  

seleksi dan validitas karakter dan karakter state pada ciri morfologi, anatomi, sitologi dan 

biokimia, dan memilih metode analisis. Melalui kajian ini akan dibahas metode filogenetika 

pada Indigofera. Salah satu marga dari suku Fabaceae (Papilionaceae). Jenis-jenis dari 

anggota marga Indigofera ini tersebar diseluruh dunia. Jumlah anggota Indigofera di seluruh 

dunia sebanyak 750 jenis (Schrire et al 2009).  

 

Pemilihan OTU 

Analisis filogenetik yang dilakukan oleh taksonom pada akhirnya bermuara pada 

mengelasifikasikan obyek. Sistem klasifikasi yang baik adalah sistem klasifikasi yang mantap 

dan tidak berubah oleh zaman (Rifai 2011). Tentu, hal ini tidak mudah untuk diwujudkan. 

Oleh karena itu sebelum melakukan penelitian taksonomi, peneliti harus memahami asas-

asas dalam mengelasifikasi. Ada lima asas yang harus dipahami, yaitu: (1) keseutuhan 

obyek yang akan diteliti, (2) kealamiahan obyek, (3) keharmonisan dan keseimbangan, (4) 

bertaat asas, (5) multiguna, (6) terbuka, dan (7) memperlihatkan persamaan unsur.  

Dalam pemilihan OTU ini ada dua pertanyaan yang harus dijawab oleh peneliti, yaitu: 

(1) permasalahan apa yang terjadi pada OTU tertunjuk, (2)  dan bagaimana batasan status, 

(3) seberapa besar kelompok. Singkatnya bahwa ketelitian dan kecermatan mengurai 

permasalahan dalam OTU diperlukan untuk menghindari bias dengan klasifikasi  yang ada.  

Batasan OTU dapat berupa takson atau wilayah, artinya bahwa kelompok sasaran 

penelitian dapat suatu suku, marga, atau dapat pula batasan geografi misalnya seluruh 

dunia, wilayah,  pulau (Rifai 2011), atau batasan yang lebih sempit seperti jenis, subspesies 

bahkan populasi (Simpson 2006). Pada prinsipnya kelompok OTU memiliki banyak 

kesamaan karakter yang dianggap memiliki hubungan sangat dekat dan diturunkan dari 

nenek moyang yang sama. Kesatuan organisme itu harus disatukan oleh monofiletik. 

Kelompok monofiletik mencakup kelompok organisme yang disatukan oleh satu atau lebih 

karakter (synapomorf) dan kelompok organisme yang mempunyai suatu karakter turunan 

unik oleh satu jenis atau kelompok monofiletik tertentu (autapomorf ).  
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Seleksi OTU dengan ketat dilakukan oleh Schrire et al (2009) kelompok takson puak 

Indigofereae dengan batasan geografi dan ekologi untuk wilayah Afrika dan Madagaskar. 

Dengan membagi menjadi 4 klade yaitu klade palaeotropical, klade pantropical, klade cape, 

dan klade Tethyan. Batasan wilayah di timur jauh untuk melihat kekerabatan Indigofera 

dilakukan oleh (Choi & Kim 1997). Vieira et al (2006) mencari tumbuhan untuk antikanker 

dengan menggunakan Indigofera sufruticosa. Berbeda dengan yang lain Nwachuku & Mbagu 

2007 menggunakan OTU kelompok jenis Indigofera  dari wilayah Nigeria Timur untuk 

mempelajari bentuk dan ukuran stomata, dan dari wilayah yang sama untuk kategorisasi 

takson, anatomi gagang daun (Nwachuku & Mbagu 2006a, 2006b), morphometric (Soladoye 

et al 2010), klasifikasi Indigofera berdasar morfologi trichom dan anatomi pada daun di 

wilayah Cuba (Quesada 1997). 

Dalam analisis filogenetik diperlukan kelompok outgroup dengan tujuan untuk 

mengetahui karakter primitif (plesiomorf) dan karakter derivat (apomorf) dari kelompok 

ingroup serta untuk menentukan titik awal pembentukan sebuah pohon filogenetik. Seleksi 

terhadap outgroup harus cermat, yaitu dengan memilih kelompok takson yang memiliki 

hubungan kekerabatan terdekat dengan ingroup tetapi tidak sedekat seperti anggota 

kelompok dalam ingroup. Kelompok outgroup dapat diambil dari anakseksi, anakpuak, atau 

marga terdekat. Marga Phylloxylon, Cyamopsis, Indigastrum, Microcharis, Millettioid, 

Phaseoloid dan Rhynchotropis dapat digunakan sebagai outgroup dari Indigofera (Schrire et 

al 2009). Sebaliknya Indigofera sebagai outgroup dari marga Millettieae (Hu et al 2000). 

Sementara Choi & Kim (1997) menggunakan Indigofera pseudotinctoria dari subsection 

Pseudotinctoria sebagai outgroup dari kelompok ingroup yang termasuk dalam subsection 

Psiloceratiae.  

Penelitian ini menginformasikan pemilihan out pada indigofera, menganalisis sumber 

data, mengumpulkan sumber data, memilih alat analisis data, dan merekonstruksi pohon 

filogenetik pada indigofera. 

METODE 

Alat dan Bahan 

Alat dan bahan yang digunakan untuk pengumpulan data berupa: gunting dahan, 

cutter, platik klip 15x10 cm, amplop, plastic bening 60X100 cm, plastic bening 40x60 cm, 

sasak, tali, koran, box, GPS, altimeter, higrometer, Hagameter, meteran, mistar, jangka 

sorong, alcohol 70%, sprayer, label gantung, pH meter, color chart, kamera,  lakban. 

  

Sampel 

Sampel Indigofera dikoleksi dari 68 lokasi di Pulau Jawa, Pulau Madura, Pulau 

Samosir, dan Pulau Flores. Total sampel adalah 173 individu yang terdiri dari 170 sampel 

Indigofera dan 3 sampel outgroup mewakili tiga spesies yaitu Tephrosia noctiflora, Crotalaria 

pallida dan Eritrina variegata. Jumlah individu yang mewakili tiap spesies tidak sama 

bergantung pada  sebaran di lokasi. Semua spesimen hasil eksplorasi disimpan di 

Laboratorium Laboratorium Taksonomi Program Studi  Pendidikan Biologi FKIP UNS Solo.  
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Teknik Pengumpulan Data 

  Teknik pengambilan sampel  dilakukan secara eksploratif. Waktu pengambilan 

sampel  menyesuaikan dengan  peruntukan sampel, masa berbunga dan masa berbuah.  

Untuk keperluan karakterisasi morfologi, sampel yang diamati meliputi batang, daun, bunga, 

buah dan biji dari 5 cabang dalam setiap individu, dan sampel berjumlah 5 pohon setiap 

populasi atau aksesi.   

Sampel untuk herbarium  diseleksi dari individu yang sehat dan tersedianya organ seperti 

daun, bunga, buah, dan biji yang lengkap. Koleksi dibuat tiga duplikat. Nomor koleksi 

diurutkan sesuai waktu pengambilan. Sampel yang sudah bernomor ditata dalam kertas 

koran dimasukkan dalam plastik berukuran  40 x 60cm, disiram dengan  alkohol 70% dan di 

lakban. Sampel dibawa ke laboratorium untuk selanjutnya diproses menjadi herbarium. 

 Pengamatan morfologi menggunakan metode deskriptif. Karakter yang diamati 

berjumlah 42. Karakter yang diamati di lapangan adalah habitus, bentuk kanopi, warna 

batang bagian ujung, bentuk pertumbuhan tunas (Valladares & Niinemets 2007). Karakter 

pada daun terdiri dari  bentuk daun, ada tidaknya kelenjar,  indumentum, bentuk rambut, 

kerapatan rambut, bentuk tepi daun, ujung daun, dan ukuran anak daun (Soladoye et al. 

2010; Gafar et al. 2011). Karakter morfologi bunga yang diamati  meliputi  bentuk 

perbungaan, bentuk dan ukuran kelopak bunga, keadaan permukaan dan ukuran   dari 

bendera, sayap, lunas dan warna pada kalik, bendera, lunas, dan sayap ( Wilson & Rowe 

2008; Gandi et al. 2011; Sanjappa 1985; Quiseda 1997). Karakter buah meliputi ukuran, 

bentuk, kedudukan, rambut, warna, jumlah biji, dan keberadaan kelenjar  (Wilson & Rowe 

2004; Schrire et al. 2009; Adema 2011).  Karakter biji yang diamati adalah ukuran biji,  

bentuk biji, warna kulit biji (Al Ghamdi 2011; Paulino et al. 2011). Trichome sebagai karakter 

spesifik dalam Indigofera diamati struktur, sebaran, dan kerapatan (Leite et al. 2009, 

Marquiafavel et al.  2009). Karakter  baru yang digunakan dalam penelitian ini meliputi warna 

daun segar, warna permukaan atas daun kering, warna permukaan bawah daun kering, dan 

keberadaan trichome pada anther. Untuk standarisasi warna dibandingkan dengan standar 

color test (Kornerup & Wanscher 1967).  

Analisis data 

Analisis gugus dlakukan menggunakan koefisien  simple matching (SM) dan  metode 
UPGMA dari program NTSys 2.11a (Rohlf 2004). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Analisis Karakter dan Karakter state Pada Indigofera 

 

Karakter adalah atribut atau fitur (Simpson 2006), atau penanda (Rifai 2011) yang 

mengacu kepada bentuk, susunan, kandungan, atau perilaku makhluk yang dapat digunakan 

untuk membandingkan, mendeterminasi, menginterpretasi, mengelompokkan atau 

memisahkan kelompok organisme dengan organisme lainnya. Bagaimana cara mengetahui  

karakter dan karakter state bersifat synapomorf dan karakter tersebut  baik digunakan dalam 

analisis filogenetik? Pertama, karakter yang baik menunjukkan variasi yang lebih besar di 

antara taksa yang dipelajari (OTU). Kedua, variasi harus diwariskan dan bersifat independen 
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terhadap karakter yang lain. Misalnya: karakter ”mempunyai xylem sekunder” dan karakter 

“mempunyai kambium pembuluh” tidak independen, karena xylem sekunder dihasilkan oleh 

kambium pembuluh (Wiley & Lieberman 2011). Ketiga, relatif invariabel dalam sebuah OTU. 

Keempat, mempunyai kisaran variasi yang jelas pada beberapa ciri. Kelima, pada ciri lain 

menunjukkan pola variasi berkesinambungan atau tidak terputus-putus. Keenam, kita harus 

memastikan bahwa karakter dan karakter state yang dipelajari benar-benar sebanding 

(homolog) (Rifai 2011, Simpson 2006 dan Wiley & Lieberman 2011). 

Homologi menandakan  struktur dan organ tubuh yang mempunyai hubungan 

evolusi. Tiga kriteria homologi adalah kecocokan dalam posisi dan detil pada struktur organ 

tersebut, kecocokan dalam asal perkembangan, tanpa adanya perubahan dari sifat 

plesiomorf pada nenek moyang sampai kepada apomorf pada turunannya.  

Penentuan homologi dalam menyusun karakter merupakan aspek yang sangat 

penting. Homologi dapat dihipotesiskan atas dasar kesamaan langsung atau kesamaan 

melalui gradasi. Namun demikian perlu diwaspadai bahwa bisa terjadi adanya perubahan 

karakter tidak selalu karena terjadi evolusi. Rifai (2011) dan Simpson (2006) menjelaskan 

bahwa sebab persebaran karakter pada OTU mungkin merupakan hasil evolusi yang paralel, 

atau konvergen atau atau bahkan pembalikan (reversal) dari sifat apomorf ke plesiomorf. 

Ketika bukti dan ciri adanya homologi pada setiap karakter yang disusun oleh peneliti tidak 

jelas bahkan tidak ditemukan sumber referensi yang benar, maka diperlukan keberanian 

untuk meyakinkan diri untuk mengambil keputusan. Oleh karena itu memilih karakter dan 

menyusun karakter state diperlukan seni, intuisi dan sedikit meramal. 

Karakter dapat bersifat terlihat, dan tidak terlihat (Kalkman 1978). Karakter terlihat 

(visible) adalah karakter yang dapat diamati dengan mata telanjang, lensa tangan, mikroskop 

cahaya dan mikroskop elektron. Sedangkan karakter tidak terlihat (non visible) adalah 

karater yang dapat dideteksi dalam proses kimia (produk yang dihasilkan) dan proses 

fisiologis. Karakter tidak terlihat (non visual) pada Indigofera dapat dibedakan atas: ada 

tidaknya indigotin, kandungan indigotin dalam daun muda, kandungan indigotin dalam daun 

tua, kandungan indigotin pada bunga. 

Suatu karakter merupakan ciri yang dapat dikenali dari suatu organisme, misalnya 

panjang polong, bentuk biji, warna bunga. Sedangkan karakter state merupakan nilai dari 

suatu karakter misalnya 12 cm, bulat, merah marun. Karakter morfologi pada Indigofera telah 

dideskripsikan sejumlah 84 karakter (Schrire et al 2009), 62 karakter (Muzzazinah & 

Suratman 2010). Karakter morfologi tersebut dibedakan menjadi karakter sintesis dan 

karakter analisis. Karakter sintesis meliputi: habitat, habitus, ada tidaknya rambut biramus, 

ada tidaknya kelenjar pada bagian bawah daun, ada tidaknya kelenjar pada bunga (standar), 

cladodes, susunan daun majemuk, susunan daun tunggal, kerapatan rambut pada daun, 

bentuk daun, warna daun, tepi daun, tepi daun melipat, tepi daun lengket, bentuk stipula, 

daun mereduksi, stipel, ukuran tangkai bunga, perbungaan, braktea persisten, bentuk 

braktea, brakteola, panjang tangkai buah, ukuran bunga, warna petal, ukuran sepala, 

panjang lobus kalik, indumentum pada kalik, petal, simetrisasi petal, permukaan dorsal 

veksilum, indumentum pada veksilum, rambut pada sayap bagian distal, stigma, jumlah biji 

dalam polong, septa dalam buah, ketinggian habitat. Sedangkan karakter analisis meliputi: 

bakal buah, rambut pada bakal buah, bentuk polong, cara membuka polong, tipe rambut 

pada polong, posisi polong dengan tangkai daun, polong memuntir, tanin pada indokarp, 

warna biji, aril pada biji, warna biji dan jumlah kromosom.  
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Karakter yang telah dipaparkan di atas masih harus direvisi, mengingat belum 

tercantumnya karakter yang mendukung sebagai ciri tanaman budidaya seperti ciri fenotip 

yang digunakan oleh para pengguna tanaman Indigofera ini. Kemanfaatan dari Indigofera ini 

bermacam-macam, sebagai pewarna tekstil, pakan ternak, antikanker, antibakteri, antijamur. 

Indigofera  zollingeriana telah dibudidaya dan dimanfaatkan sebagai pelet untuk pakan 

ternak sapi dan domba (Apdini 2011, Tarigan 2009). 

Setelah karakter dan karakter state tersusun dan telah diyakini bahwa semua 

karakter adalah homolog, maka karakter state harus ditranformasikan. Susunan transformasi 

(morfoklin) ini mencerminkan hipotesis urutan evolusioner dari karakter state yang satu ke 

karater state yang lain. Seri transformasi ini dapat berupa karakter biner dan multistate. 

Pengurutan seri transformasi ini harus mempunyai probabilitas yang sama untuk setiap 

karakter state. Misalnya ketika kita menemukan karakter state dengan multistate, tidak 

diperkenankan mentransformasikan karakter state ekstrim, tetapi dengan memasang 

karakter antara, asumsinya bahwa evolusi berlangsung setahap demi setahap. 

 

Sumber Karakter pada Indigofera 

 

Pada akhirnya muara filogenetik adalah klasifikasi, untuk mendapatkan klasifikasi 

yang tidak lekang oleh zaman diperlukan sumber karakter yang bervariasi, banyak dan 

memanfaatkan segala sumber yang dapat digali. Pada takson Indigofera dapat 

menggunakan sumber-sumber seperti: morfologi, anatomi, sitologi, warna, ultrastruktur, 

biokimia, data sequensing DNA, perilaku dan struktur geografi. 

Karakter yang bersumber dari morfologi masih mendominasi pada penelitian tentang 

Indigofera. Anggota jenis Indigofera mempunyai penampakan fenotip yang sangat bervariasi, 

sehingga dengan ciri morfologi sudah dapat membedakan antar jenis. Selain itu dari setiap 

daerah (geografi) yang berbeda memiliki penampakan fenotip yang sangat bervariasi. 

Karakter morfologi khususnya bentuk rambut digunakan sebagai penciri Indigofera di China 

dan menghasilkan dua spesies baru yaitu Indigofera caloneura dan Indigofera cordifolia (Fen 

2007), menggunakan tipe polen yang dilakukan di Islamabat (Masih et al 2005).  

Sumber karakter anatomi pada penampang petiole menunjukkan variasi pada bentuk 

sel kolenkhim, keberadaan kristal pasir, dan bentuk sel epidermal. Jaringan korteks pada I. 

hirsuta dan I. priereana mengandung kristal dan tanin, kristal pasir pada   I. stenophylla, 

sementara kristal bentuk bintang terdapat pada I. pulchra (Nwachukwu & Mbagu 2006). 

Karakter daun pada suku Leguminosae mempunyai perilaku menutup ketika ada rangsangan 

cahaya, maka data anatomis seperti keadaan lembaran daun ketika menutup, dan daun 

membuka, tebal daun, lubang sirkuler, saluran pada tulang daun dan tepi daun, lokasi 

saluran, ukuran saluran, bentuk sel palisade, ukuran parenkim, sistem pertulangan, karakter 

posisi ujung pertulangan. Jaringan pada batang: ukuran epidermis, korteks, ploem skunder, 

xilem skunder, jumlah lapisan sel klorenkim; tipe kristal kalsium oksalat yang tersebar di sel 

parenkim pada daun dan akar (Tamilselvi et al 2011). 

Fitokimia yang terkandung dalam jenis Indigofera adalah zat warna biru yang disebut 

nila atau indigo. Di antara pewarna alam yang banyak diakui di seluruh dunia, nila 

merupakan salah satu pewarna alami yang dikenal tertua, adalah turunan dari glukosida 

berwarna bentuk enol dari indoxyl. Indigo terbentuk dari indican dengan fermentasi bahan 
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tanaman seperti Baphicacanthus cusia, Indigofera suffruticosa, Polygonum tinctorium, Isatis 

indigotica, diikuti dengan oksidasi udara indoxyl. Indigofera tinctoria mengandung isatan B 

(indoxyl- β -ketogluconate), sebagai prekursor indigo yang utama. Hasil reaksi antara indoksil 

dengan isatin C menghasilkan indigotin, indirubin, isoindigotin, isoindirubin, isoindigo dan 

indigo kuning (Reyes-Salas et al 2004, Laitonjam et al 2011). Senyawa indigotin mempunyai 

nilai terapan  penting dalam kualitas warna tekstil (tenun dan batik). Pola sebaran kandungan 

indigotin bermanfaat sebagai penguat penggolongan dalam klasifikasi  jika berkorelasi 

dengan ciri lain. oleh karena itu data kandungan indigotin dapat sebagai sumber karakter 

karena dapat menjajagi hubungan kekerabatan antar jenis Indigofera secara evolusi.  

Dengan perkembangan biologi molekuler yang pesat, sumber karakter tingkat molekul 
seperti polymerase chain reaction (PCR) dan sequencing DNA, penggunaan sekuen DNA 
dalam penelitian filogenetik telah meningkat pesat dan telah dilakukan pada semua tingkatan 
taksonomi. Alasan menggunakan sekuen DNA, yaitu (1) DNA  merupakan unit dasar 
informasi yang mengkode organisme, (2) lebih memudahkan dalam mengekstrak dan 
menggabungkan informasi mengenai proses evolusi suatu kelompok organisme, sehingga 
mudah untuk dianalisis, (3) memudahkan dalam pembuatan model dari peristiwa evolusi 
secara komparatif, dan (4) menghasilkan informasi yang banyak dan beragam, dengan 
demikian akan ada banyak bukti tentang kebenaran suatu hubungan filogenetika, (5) 
merupakan dta genetik, (6) terbuka untuk berbagai macam organisme, dan (7) membedakan 
antara homolog dan analog (Topik &Adi Pancoro 2008; Chikmawati 2012).  

Sumber karakter DNA dapat diperoleh dari inti (nDNA), kloroplas (cpDNA), dan mitokondria 
(mtDNA). 

Gen atau genom Metode 

DNA kloroplas  
Gen rbcL dari DNA kloroplas 
Gen matK dari DNA kloroplas 
DNA mitokondria 
Gen RNA inti 
Daerah ITS dari nrDNA 
Kelompok gen repetitive: 
     Knob heterokromatin 
     Gen CAB 
     Gen rbcS 
     Gen kopi tunggal 

Analisis restriksi 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
Analisis sekuen DNA 
 

 
Sekuen DNA lebih menarik perhatian para taksonom dunia untuk dijadikan karakter 

dalam penelitian filogenetika karena beberapa fakta: (1) sekuen DNA menawarkan data yang 

akurat melalui pengujian homologi yang lebih baik terhadap karakter-karakter yang ada, (2), 

sekuen DNA menyediakan banyak character states karena perbedaan laju perubahan basa-

basa nukleotida di dalam lokus yang berbeda adalah besar, (3) sekuen DNA telah terbukti 

menghasilkan sebuah hubungan kekerabatan yang lebih alami. Namun demikian terdapat 

beberapa asumsi yang harus diperhatikan sebelum menggunakan data sekuen DNA atau 

protein dalam analisis filogenetika, di antaranya, yaitu (1) sekuen berasal dari sumber yang 

spesifik, yaitu dari inti, kloroplas atau mitokondria, (2) sekuen bersifat homolog (diturunkan 

dari satu nenek moyang), (3) sekuen memiliki sejarah evolusi yang sama (misalnya bukan 

dari campuran DNA inti dan mitokondria) dan (4) setiap sekuen berkembang secara bebas. 
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Konstruksi Kladogram 

Terdapat lima tahap penting dalam membangun kladogram, yaitu merakit data, 

menyelaraskan data karakter, memilih metode dan model, rekonstruksi pohon filogenetik dan 

presentasi data pohon filogenetik. 

Tahap 1. Merakit data  Tahap pertama dalam konstruksi kladogram adalah merakit 

data. Ketika kita mengonstruksi pohon filogenetik berdasar sifat  morfologi, anatomi, fisiologi, 

geografi atau sitologi maka data yang disediakan adalah data hasil identifikasi, pengamatan 

dan pengukuran. Data disusun dalam bentuk karakter dan karakter state yang diberi 

pembobotan. Kemudian data disusun dalam matrik. Sementara, jika  menggunakan data 

molekuler selain didaptkan dari hasil penelitian, dapat pula didapatkan dari bank data seperti 

NCBI, GenBank, EMBL dan DDBJ. 

Tahap 2. menyelaraskan data karakter Menyelaraskan data karakter tidak hanya 

diperuntukkan bagi data molekular tetapi juga non molekular. Pada data non molekular dapat 

dilakukan dengan mengurutkan karakter state berdasar hipotesis evolusi. Dalam data 

molekular tujuan utama menyelaraskan adalah untuk menentukan sekuaen DNA atau protein 

sudah homolog dengan lainnya, penjajaran yang melibatkan dua sekuen yang homolog 

disebut  pairwise alignment, sedangkan yang melibatkan banyak sekuen yang homolog 

disebut multiple alignment. Proses ini sangat menentukan keberhasilan analisis filogenetik. 

Banyak program untuk membantu  proses penajajaran dan  penyelarasan, yaitu dengan 

clustal X, atau BioEdit.  

Tahap 3. memilih metode dan model Tahap penjajaran adalah salah satu cara 

mengeliminir tingkat kesalahan, namun tidak menjamin pohon yang dihasilkan sudah benar. 

Untuk dipikirkan kembali, dengan menghilangkan gap keseluruhan apakah justru akan dapat 

memperoleh informasi filogenetik? Selain itu kesenjangan atau gap yang sering dijumpai 

pada data sekuen DNA dan protein merupakan peristiwa evolusi tunggal. 

Metode yang digunakan untuk membangun pohon filognetik dapat dikelompokkan 

menjadi dua, yaitu metode yang berdasarkan jarak (distance-based) dan berdasarkan 

karakter (character based). Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) 

dan Neighbor Joining (NJ) merupakan algoritme  pembuatan pohon yang menggunakan 

metode jarak, dimana metode ini memanfaatkan  banyaknya perbedaan antara dua sekuen 

untuk membuat pohon. Sedangkan algoritme untuk menyusun pohon berdasar karakter 

digunakan metode maksimum parsimony, Fitch Margoliash dan maksimum likelihood.  

Metode maksimum parsimony, mengunakan jumlah terkecil dari kejadian mutasi 

dibutuhkan untuk menghitung evolusi dari set sekuen dari common ancestor untuk konstruksi 

pohon. Selain itu metode ini meminimalkan jumlah langkah yang dibutuhkan untuk 

menghasilkan variasi yang diamati dalam sekuen. Algoritme yang digunakan tidak rumit 

tetapi dijamin dapat menghasilkan pohon yang terbaik. Namun demikian tidak ada garansi 

bahwa pohon paling parsimony adalah yang paling benar. Tidak jarang metode parsimony 

sering gagal memberi topologi yang benar ketika kecepatan substitusi berbeda dalam 

cabang yang berbeda. Hasil simulasi dalam mengetes reliability secara statistik dari metode 

konstruksi pohon, mudah menyimpulkan jika analisis data membolehkan satu metode untuk 

mengassign suatu topologi dengan konfiden statistika bagus, umumnya semua metode 

populer bekerja bagus. Tetapi jika data memiliki banyak mutasi reverse baru, variasi 

kecepatan antara cabang atau variasi luas dalam kecepatan  sepanjang site, maka tidak ada 

metode bekerja bagus (Felsenstein 1981, Chikmawati 2012).  
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Metode maksimum likelihood dapat digunakan untuk mengeksplorasi sekuen yang 

lebih beragam yang tidak dapat dilakukan oleh metode maksimum parsimony. Metode ini 

sangat teliti dalam mempertimbangkan setiap pohon sehingga hanya cocok untuk sekuen 

yang jumlahnya kecil. Kekurangan metode ini membutuhkan perangkat keras yang sangat 

intensif. 

Tahap 4. Rekonstruksi pohon filogenetik Prinsip rekonstruksi pohon filogenetik 

adalah kecermatan menentukan karakter dan ketepatan memilih metode. Ketepatan memilih 

metode ini akan menghasilkan pohon yang evolusioner. Permasalahan adalah pohon yang 

dihasilkan dari analisis berjumlah banyak, jadi bagaimana memilih pohon yang benar? Uji 

reliabilitas pohon filogeni menggunakan tes bootstrap akan didapatkan pohon yang 

mempunyai dukungan kebenaran bervariasi. Pohon filogenetik dengan nilai bootstrap tinggi 

setidaknya diatas70% merupakan pohon filogenetik yang baik. Metode yang dikembangkan 

untuk  menguji reliabilitas diantaranya adalah interior branch test (IB) dan Felstein’s 

bootstrap tes (FB). Prinsip dari IB adalah estimasi pohon dengan menguji reliabilitas setiap 

cabang sebelah dalam (interior branch). Metode FB sangat baik digunakan untuk 

mengevaluasi pohon filogenetik karena metode ini akan menyuplik secara acak untuk 

dilakukan konsesnsus sehingga hanya ada pohon yang dihasilkan.  

Tahap 5. Presentasi data Secara intuitif kita menarik pohon filogenetik dari bawah 

ke atas seperti pohon nyata. Pohon filogenetik dapat ditunjukkan secara lengkap dengan 

membubuhkan keterangan seperti, karakter pembeda, nilai bootstrap, panjang cabang dan 

nama OTU. Pola pohon filogenetik dapat ditampilkan menghadap ke kanan, kiri, atas atau 

tanpa akar. 

Filogenetik Indigofera 

Indigofera  terdistribusi secara luas di dunia, berjumlah sekitar 750 jenis dengan 

pusat keanekaragaman genetik di Afrika–Madagaskar mencapai 550 jenis (Schrire et al  

2009). Persebaran Indigofera di Asia 105 jenis, Australia 50 jenis, Asia Tenggara 39 jenis, 

dan China 81 jenis. Jumlah jenis dan persebaran yang sangat tinggi berkonsekuensi pada 

tingginya variasi fenotip maupun genotip sehingga berpotensi meningkatnya kecepatan 

evolusi. Sumber data yang dapat digunakan untuk membentuk filogenetik pada Indigofera 

meliputi data morfologi, anatomi, letak geografi, ekologi, kandungan senyawa kimia indigotin 

dan sekuen DNA dari nrDNA ITS/5.8S.  

          Struktur geografi dan ekologi sebagai prediktor terhadap filogenetik Indigofera di Afrika 

dan sekitarnya menghasilkan empat kelompok (klade) yaitu klade paleotropical, klade 

pantropical, klade cape, dan klade tethyan. Pengelompokan pada klade paleotropical oleh 

adanya kesamaan pada karakter lokasi, stipel, kerapatan perforasi pada polen, warna merah 

pada petal, kerapatan pearl body pada batang dan perbungaan, hidatod, rambut biramus 

tidak sama panjang dan buah polong yang tegak. Karakter iklim, hidatod merupakan 

sinapomorfisme, sedangkan karakter kerapatan perforasi pada polen, kerapatan pearl body 

pada batang dan perbungaan, dan kedudukan buah polong terhadap cabang batang 

merupakan karakter pararelisme. Pengelompokan pada klade pantropik atas dasar 

persamaan karakter habitat, warna coklat pada rambut biramus, henis rambut tipe 

pubesscen pada bunga, sayap bunga berambut, kerapatan  rambut pada tepi lunas, 

kerapatan pearl body pada batang dan perbungaan, dan panjang lobus kalik. Klade cape 

dikelompokkan oleh kesamaan antara karakter pada habitus perdu, apek lunas yang lancip, 

ukuran ovary dan stilus, panjang jenggot lunas, lobus kaliks yang pendek dan bentuk biji 
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berbentuk bola. Sedangkan klade tethyan dicirikan oleh karakter tanin pada endokarp tidak 

ada, bentuk polong segiempat, dan buah polong memuntir.  

            Indigofera di Indonesia ditemukan sebanyak 9 spesies. Analisis pengelompokan 

dilakukan terhadap 173 nomor koleksi Indigofera dengan menggunakan 42 karakter 

morfologi. Pendekatan morfologi ini kemudian divisualisasikan dalam bentuk dendrogram 

(Gambar 1). Berdasarkan dendrogram tersebut, koefisien keserupaan antara sampel berkisar 

0,32 sampai dengan 1. Pada tingkat keserupaan 0,32 Indigofera mengelompok dan terpisah 

dari outgroup. Gugus Indigofera disatukan oleh  karakter adanya stipela, tipe perbungaan 

menandan, panjang tangkai perbungaan pendek kurang 2,5 mm, indumentum braktea 

uniseriate dan rambut panjang (hirsut), bentuk cuping, ada alat tambahan berupa kantong  di 

kanan dan kiri tepi lunas, trichome pada anther, dan trichome pada polong. Gugus Indigofera 

ini selanjutnya memisah dan mengelompok berdasar spesies.  

Pada tingkat keserupaan 0,48 gugus I. hirsuta memisahkan dari kelopok Indigofera yang lain 

oleh karakter panjang tandan bunga ( > 11,1-16,7 cm), panjang tangkai perbungaan (2,7-5,5 

cm), dan jumlah polong 33-99. Karakter ini menandai kedekatan hubungan kekerabatan 

dengan outgroup. Dapat dikatakan I. hirsuta merupakan spesies primitif dalam Indigofera 

Indonesia. 

         Tingkat koefisien keserupaan 0,50 I. zollingeriana memisahkan dari  gugus Indigofera 

lainnya. Karakter yang memisahkan I. zollingeriana dengan gugus Indigofera lainnya adalah 

panjang petiole 1,8-2,6 cm, jumlah bunga 57-109, dan jumlah biji lebih dari 13. Selanjutnya 

pada koefisien keserupaan 0,56 menyatukan gugus I. linifolia dan I. trifoliata oleh karakter 

bentuk crown piramid. Namun kedua gugus selanjutnya memisah oleh karakter bentuk 

polong dan kelenjar pada kulit polong. Pada koefisien 0,61 I. galegoides membentuk gugus 

dan memisah oleh karakter habitus irregular, buah berparuh, ukuran polong 4,3-6,7 cm, dan 

polong tidak membuka. 

Pada tingkat kemiripan 0,61  menyatukan empat  gugus I. longiracemosa, I. arrecta, I. 

suffruticosa dan I. tinctoria. Keempat gugus disatukan oleh karakter habitus perdu, tingkat 

warna dari hijau tua, hijau kebiruan sampai hijau keabu-buan pada permukaan atas daun 

kering, warna hijau gelap, hijau kebu-abuan sanpai biru hijau, bentuk segitiga memanjang 

pada stipula, dan cuping kaliks segitiga  dan segitiga melebar. Pengelompokan ini memiliki 

relevansi dengan penelitian sebelumnya mengenai potensi sebagai  pewarna. Empat spesies 

tersebut mengandung indican dan  menghasilkan pewarna biru indigo dengan kualitas baik .  

          Gugus I. longiracemosa, memisahkan dari tiga gugus I. arrecta, I. suffruticosa dan I. 
tinctoria pada koefisien kemiripan 0,62. Gugus I. arrecta dari berbagai wilayah mengelompok 
pada koefisien kemiripan 0,64. Gugus ini disatukan oleh karakter teksture biji berbubungan 
(ridged), warna batang muda beralur coklat kemerahan, dan bentuk polong silindris, panjang, 
dan lurus. Pada koefisien kemiripan 0,76 gugus I. arrecta mengelompok berdasar wilayah 
membentuk dua subgugus (Subgugus 1 dan 2). Subgugus 1 terdiri dari  I. arrecta koleksi 
asal Yogya dan Temanggung, sedangkan subgugus 2 terdiri dari I. arrecta koleksi Samosir 
dan Magelang.  Pada koefisien kemiripan 0,66 menyatukan dua gugus  I. suffruticosa, dan 
gugus I. tinctoria. Pada koefisien kemiripan 0,78 gugus I. tinctoria asal Flores memisah dari I. 
tinctoria asal Jawa dan Madura. Secara fenotip I. tinctoria asal P. Flores dan P. Jawa  
terdapat karakter yang berbeda seperti warna permukaan atas daun kering, warna 
permukaan bawah daun kering, warna daun segar, warna buah matang. Karakter warna 
pada daun dan buah yang berbeda dari spesies wilayah lain dapat terjadi karena  faktor 
lingkungan seperti suhu dan  intenstas cahaya. Efek radiasi sinar matahari secara luas 
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dilaporkan dalam tanaman Brassica  bapus dapat meningkatkan klorofil dan pigmen (Alenius 
et al. 1995). Kandungan pigmen tanaman meningkat sejalan peningkatan sinar radiasi 
matahari (Alenius et al. 1995; Liu et al. 1995). Peningkatan karotenoid juga terjadi pada 
tanaman Colophospermum mapone sejalan dengan meningkatnya radiasi matahari yang 
tinggi ( Musil et al. 2002).  Suhu dan Intensitas cahaya di P. Flores memiliki kisaran lebih 
tinggi dibanding wilayah lain mencapai 30-34oC dan  101-117 lux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

KESIMPULAN DAN SARAN  

Berdasarkan analisis minat baca ilmu sains Mahasiswa Jurusan Biologi diketahui motivasi 
minat baca rendah yaitu 33,3 %. Faktor pendukung tinggi  yaitu 75% antara lain karena 
mahasiswa memiliki kesadaran pentingnya minat baca, tetapi terdapat factor penghambat  
adalah sulitnya membaca sains. 

Saran 

Perlu dilakukan perbaikan kegiatan pembelajaran melalui penelitian pengembangan 
asesmen untuk meningkatkan minat baca ilmu sains       

 

  

Gambar 1 Dendrogram Indigofera Indonesia berdasar 42 karakter  

morfologi. O1-3=outgroup, Z1-3=I. zollingeriana, L1=I. linifolia, Tr1-

6=I.trifoliata, G1-6=I. galegoides, A1-23=I. arrecta, S1-20=I. suffruticosa, 

T1-74=I. tinctoria, Lo1-5=I. longiracemosa, H1-18=I. hirsuta.         =gugus 

penghasil pewarna 
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KESIMPULAN DAN SARAN 

KESIMPULAN 

Langkah merekosntruksi pohon filogenetik pada indigofera melalui tahap pemilihan out, 

mencari sumber data, seleksi dan validitas karakter dan karakter state, analisis, dan 

rekonstruksi pohon filogenetik. Tahapan dalam rekosntrukdi pohon filogenetik meliputi 

merakit data,  menyelaraskan data karakter, memilih metode dan model, rekonstruksi pohon 

filogenetik, dan presentasi data. Besarnya koefisien keserupaan antara sampel berkisar 0,32 

sampai dengan 1. Pada tingkat keserupaan 0,32 Indigofera mengelompok dan terpisah dari 

outgroup. Gugus Indigofera disatukan oleh  karakter adanya stipela, tipe perbungaan 

menandan, panjang tangkai perbungaan pendek kurang 2,5 mm, indumentum braktea 

uniseriate dan rambut panjang (hirsut), bentuk cuping, ada alat tambahan berupa kantong  di 

kanan dan kiri tepi lunas, trichome pada anther, dan trichome pada polong. Gugus Indigofera 

ini selanjutnya memisah dan mengelompok berdasar spesies. 

 SARAN 

 Data fitokimia, anatomi dan molekuler pada indigofera mash terbatas, sumber data 

dan sebaran di indonesia belum tumtas . Eksplorasi lanjutan di seluruh pulau di indonesia 

dan pemanfaatanya sangat diperlukan untuk kelanjutan penelitian pada indigofera. 
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