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R. Subekti Purwantoro, Harry Wiriadinata, & Susiani Purbaningsih. 2004. Cluster Analysis of Argostemma
(Rubiaceae-Rubioidae) in Mt. Gede-Pangrango, Mt. Halimun, and Mt. Salak Based on Anatomy Characters.
Floribunda 2(6): 145-154. — A study on anatomy of leaves and petioles of 30 living specimens of Argostemma
(Rubiaceae-Rubioidae) collected from Mt. Gede-Pangrango, Mt. Halimun, and Mt. Salak areas has been
carried out using light microscope in Herbarium Bogoriense. Twenty-six characters of the leaves have been
analyzed using NTSYS program. Based on similarity of characters and number of stomata per mm?, the
Argostemma occurs in these areas can be divided into 6 groups. Three groups can be identified as species of
A uniflorum, A. borragineum, and 4. montanum, and 3 other groups are possibly as a variation of 4,
monianum. .
Keywords: Argostemma, anatomical study, NTSYS, Mt. Gede-Pangrango, Mt. Halimun, Mt. Salak.

R. Subekti Purwantoro, Harry Wiriadinata, & Susiani Purbaningsih. 2004. Analisis Kluster Argostemma
(Rubiaceae-Rubioidae) di Gn. Gede-Pangrango, Gn. Halimun, dan Gn. Salak Berdasarkan Karakter Anatomi.
Floribunda 2(6): 145-154, — Penelitian anatomi daun dan tangkai daun dengan menggunakan mikroskop
cahaya terhadap populasi 30 spesimen segar Argostemma (Rubiaceae-Rubioidae) asal Gn. Gede-Pangrango,
Gn. Halimun dan Gn. Salak telah dilakukan di Herbarium Bogeriense. Dua puluh enam karakter anatomi
dianalisis dengan menggunakan program NTSYS. Hasil penelitian berdasarkan kesamaan karakter anatomi
dan jumlah stomata per mm? menunjukkan bahwa Argostemma terdirt atas 6 kelompok. Tiga kelompok
diidentifikasi sebagat 4. uniflorum, A. borragineum dan A. montanum, dan 3 kelompok lainnya diketahui
sebagai variasi dari 4. montanum.
Kata kunci: Argostemma, studi anatomi, NTSY'S, Gn. Gede-Pangrango, Gn. Halimun, Gn. Salak.

Kompleksitas variasi morfologi pada
Argostemma (Rubiaceae) yang persebarannya
terpusat di benua Asia mengakibatkan
pengelompokan jenis-jenisnya sulit diungkapkan.
Menurut Backer & Bakhuizen van den Brink Jr.
(1965) dan Van Steenis (1972) di Nirmala, kompleks
Taman Nasional Gunung Halimun Jawa Barat
terdapat adanya hibrid alam atau kelompok
Argostemma yang kritis karena mempunyai karakter
campuran antara A. montanum dan A.
borragineum. Kelompok tersebut mempunyal
perawakan dan tabung benangsari (antera) sempit
yang merupakan ciri pada 4. montanum serta
mempunyai daun kelopak dan daun mahkota yang
terbagi lebih dari ¥4 bagian, seperti dipunyai oleh A.
borragineum. Aditya & Corpus (2002) melakukan
penelitian morfologi berdasarkan spesimen
herbarium dan beberapa sampel dari TN Gunung
Halimun untuk menguatkan adanya dugaan hibrid

tersebut, namun belum dapat menyimpulkan adanya
hibrid.

Menurut Pridgeon (1982) dan Stace (1989)
struktur mikroskopik sering dianggap sebagai
penunjang pada data standar. Secara lebih spesifik
Sivarjan (1984), Jones & Luchsinger (1986) serta
Stuessy (1990) menyatakan bahwa karakter anatomi
daun sering digunakan dalam klasifikasi. Menurut
Husin & Widjaja (1987), Stevens (1994) dan Behnke
etal (2002) anatomi organ vegetatif berperan penting
scrta dianggap dapat memberikan kontribusi dalam
karakterisasi takson pada tingkat hirarki yang berbeda
dalam penclitian taksonomi tumbuhan. Karakter
anatomi daun tersebut meliputi penelitian epidermis,
kutikula, papilla, trikoma, stomata, sel tetangga, dan
lapisan palisade.

Studi anatomi dan bidang-bidang lainnya vang
terkait, terutama yang berkaitan dengan
pengelompokan Argostemma belum pernah
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dilakukan. Untuk itu dilakukan studi anatomi daun
dan tangkai daun segar Argostemma yang dikoleksi
dari Gn. Gede Pangrango, Gn. Halimun dan Gn. Salak
yang diharapkan dapat mendukung pengelompokan
Argostennl.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan vang digunakan adalah bagian daun dan
tangkai daun dari 30 spesimen segar Argostemma
yang diambil dari Gn. Gede-Pangrango, Gn. Halimun,
dan Gn. Salak. Pada tahap awal dilakukan
pengelompokan menjadi 6 kelompok; tiga kelompok
diantaranya dideterminasi sebagai A. montanum
(Am), 4. borragineum (Ab), dan 4. uniflorum (Au),
sedangkan 3 kelompok lainnya adalah Al, A2, dan
A3. Masing-masing kelompok terdiri dari 5 sampel,
dengan pemberian kode Aml, Am2, ... Am5; Abl,
Ab2, ... AbS; Aul, Au2, ... Aus; Al1,AT2, . ALS,
A21, A22, ... A25; A31,A32, ... A35.

LI

Cara kerja

1. Pembuatan preparat penampang (&) lintang daun
dan tangkai daun
Daun dan tangkai daun diambil bagian tengah,
direndam dalam FAA, dilakukan dehidrasi, infiltrasi,
pengeblokan, pengirisan, setelah ditempatkan pada
gelas benda kemudian dilakukan pewarnaan fast
green, ditutup dengan gelas penutup.

2. Pembuatan preparat ¢J paradermal daun

Permukaan bawah daun disayat tipis,
ditempatkan di atas gelas benda, diberi zat warna,
setelah dicuci kemudian ditutup dengan gelas penutup.
Pengamatan dilakukan dengan menggunakan
mikroskop cahaya (Nikon 210709) dengan perbesaran
10x 10 dan 10 x 40. Penggambaran dilakukan dengan
mikroskop kamera lusida (AQ).

Analisis kluster

Data yang diperoleh dimasukkan ke dalam
program NTSYS untuk memperoleh matriks
koefisien korelasi dan fenogram. Pengukuran
kesamaan OTUs (Operational Taxonomy Units)
digunakan The simple matching coefficient: S, =
(a+d)/p, p: jumlah total karakter biner, a: jumliah
karakter berkode 1 dari kedua OTU, b: jumlah
karakter OTU i berkode 0 dan OTU j berkode 1, (a
+ d): jumlah karakter yang berkode sama, (b+c)
jumlah karakter yang berkode tak sama (Rustiami
2003, Rohlf 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah dilakukan pengamatan anatomi pada
O lintang daun, tangkai daun dan paradermal
permukaan bawah daun didapatkan 26 karakter yang
dipakai untuk analisis kluster. Kemudian karakter-
karakter tersebut diberi status karakter (character
stare) seperti pada Tabel 1. Setelah itu data disusun
dalam bentuk matriks yang terdiri dari OTU yang
ditempatkan pada baris, sedangkan karakter
ditempatkan pada kolom (Tabel 2). Matriks tersebut
diolah dengan menggunakan program NTSYS untuk
mendapatkan koefisien korelasi antar OTUu
Argostemma. Kemudian matriks tersebut dianalisis
dengan menggunakan metode klustering Sequential,
Aglomerative, Hierrarchical, and Nested (SAHN)
menghasilkan fenogram (Gambar 1). Matriks dan
fenogram (Gambar 1)} digunakan untuk menghitung
nilai kesamaan dan hasilnya seperti pada Tabel 3.
Setelah menganalisis matriks koefisien korelasi
berdasarkan fenogram (Gambar 1) diperoleh 22
tingkat nilai kesamaan seperti pada Tabel 3. Nilai
kesamaan tersebut bila dikaitkan dengan konsep
pengelompokan jenis berdasarkan prinsip kesamaan
(similarity), memberikan gambaran semakin tinggi
nilai kesamaannya semakin besar kedekatan
hubungan Argostemma.

Berdasarkan Tabel 1, Gambar 1, Tabel 2 dan
Tabel 3, Argostemma di kawasan Gn. Gede-
Pangrango, Gn. Halimun, dan Gn. Salak terbagi
menjadi 2 kelompok kluster besar dengan nilai
kesamaan 0.438: kelompok 1. A. uniflorum dan
kelompok Il terdiri atas 4. montanum, All-15, 4.
borragineum, A21-A25 dan A31-A35. Padakluster
Ii dibagi menjadi 2 anak kluster dengan nilai
kesamaan 0.451. Anak kluster tersebut membedakan
kelompok 4. borragineum dan 4 kelompok lainnya
yang terdiri atas 4. montanum, Al 1-A15, A21-A25
dan A31-A35. Pada anak kluster selanjutnya
menunjukkan nilaj kesamaan yang lebih besar antara
0.595-1.000, artinya hubungan kekerabatan
berdasarkan kesamaan karakter lebih tinggi. Kluster
ini terdiri atas 4. montanum, A11-A15, A21-A25,
dan A31-A35. Pengelompokan berdasarkan 26
Xarakter anatomi dapat dilihat pada Gambar 2.
Diagram sebar (Gambar 2) diperoleh dari analisis
CPA yang terdiri atas analisis Standardisasi, Simint,
Eigen, dan Projection, yang dilakukan secara
berurutan. Dari analisis tersebut didapatkan 41.91%
dari total variasi karakter posisi trikoma terhadap
permukaan bawah daun dan ukuran diameter tangkai
daun sebagai komponen prinsip I (PC 1), dan 21 63%
dari total variasi dengan karakter anatomi yang sama



Floribunda 2(6) 2004 147

Keterangan:
umﬂorz.tm 1-5: A. uniflorum . wrvillorusml
borragineum 1-5: A. borragineum

nniflormm?2
montanum 1-5, A11-A35: 4. montanum -——Eﬁmﬂﬂﬂmﬁ
it
wrflorums
Als
All
A12
[ Al13
4 Ald
montiied
3 —:manmuama'

A3l

A32

_dfm

A3

3 : Al5
mantanim’t
'_——""{ mandanan?
L hmapraniim.s.

A21

A22

A23

AZ4

AZB

barraginetnl

-
R T,
horragineum?
E =

beorraginicun.’
borragincvnrS
borragineums

L

[ililfr!lT!_larthlllE
25 030 .73 1.00

Kocfisicn

Gambar 1. Fenogram Argostemma berdasarkan karakter anatomi.
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Gambar 2, Diagram sebar Argostemma di Gn. Gede-Pangrango, Gn. Halimun, dan Gn. Salak. Aul-Au5: 4.
uniflorum, Abl-AbS: 4. borragineum; A11-A35 dan Au: A. montanum.
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Tabel 1. Karakter anatomi Argostemma yang digunakan dalam penelitian.

A | Penampang paradermal daun
1, Jumlah stomata: 0: 16-23
1:24-36

14. Permulkaan sel ¢pidermis bawah:
0 : lekukan dangkal
L : lekukan dalam
2 : membentuk sudut

2. Indeks stomata: 0 : 6.51-9.53%
1:10.95-17.62%

15. Jumlah sel trikoma: 0 : 1 sel
1 : banyak sel

3. Kerapatan stomata: 0 : 23-29
1:30-39
2:41-54

16. Tebal lamina: 0 : 128.46-165.66 pam
1:193.44-214.99 pm
2:220.72-276.27 um

4, Tinggi stomata: 0: 5.07-8.93 pm
1:11.41-29.8 pm
2:31.25-46.62 um

17. Dinding sel ke-1 trikoma: 0 : tipis
1: tebal

5. Panjang scl penjaga: 0 :36.21-39.68 pm
1-:40.18-44.64 pm
2:45.14-50.59 pm

18. Posisi trikoma : 0 : menyudut
1:tegak

6. Lebar sel penjaga: 0 : 14.88-19.84 pm
1:20.83-22.32 pm
2:26.78-30.75 pm

Penampang lintang daun

19. Tebal sel epidermis atas: 0 : 23.31-29.26 pm
1:30.26-44.14 pm
2:48.11-84.36 pym

7. Tumlah se] tetangga: 0: 2
1:3

20. Panjang palisade: 0 : 27.78-32.24 pm
1:37.2-55.55 um

8. Lebar sel tetangga: 0 : 64.48-78.86 pm
1:81.34-99.2 um
2:100.19-150.78 um

21. Lebar palisade: 0 : 14.38-17.36 pm
1:22.32-3422 um
2:3621-39.67 pm

-

9. Keutuhan sel tetangga: 0 : terbagi
1 : tidak terbagi

22. Rasio sel spon: 0 : sama
1: tidak sama

10. Dinding sel tetangga:
0: tidak berlekuk
1 : lekukan di sisi luar
2 : lekukan di sisi dalam dan lwar

23. Tumlah lapisan spon: 0 : kurang dari 3 lapis
1: lebih dari 3 lapis

11. Jumlah sel epidermis bawah: 0:27-35 um
1:43-38 pm
2:61-78 pm
3:87-110 pm

Penampang lintang tangkai daun

24. Diameter tangkai daun: 0 : 967.2-1149.2 ym
1:1216.8-1497.6 um
2:1705.6-2776.4 pm

12. Panjang sel epidermis bawah:
0:80.35-89.78 um
1:91.26-109.62 pm
2:111.1-129.95 pm

23. Diameter berkas pengangkut (horizontal):
0:327.6-494.2 ym
1:509.6-398 pm
2:624-967.2 pm

13. Lebar sel epidermis bawah:
0:14.88-19.84 um
1:20.83-22.32 pm
2 :26.78-30.75 pm

26. Diameter berkas pengangkut (vertical):
0 :130-286 pm
1:312-376 pm

sebagai komponen prinsip IL (PC 2). Diagram sebar
tersebut dapat memperjelas pengelompokan
Argostemma berdasarkan Kkarakter anatomi. A.
uniflorum, A. borragineum, dan A. montanum
persebarannya terpisah satu dengan lainnya.
Sementara itu kelompok A11-A15, A21-A25, dan
A31-A35 posisinya tidak terpisah dengan 4.
montanum. Hal tersebut menunjukkan bahwa 3
kelompok terakhir menunjukkan karakter anatomi 4.
montanum. Hal itu didukung oleh jumlah stomata
dan kerapatan stomata dari A11-A15, A21 —A25, dan
A31-A35 yang ternyata lebih besar dari pada 4.
uniflorum, A. borragineum, dan 4. montanum
seperti terlihat pada Tabel 4.

Penelitian Sax & Sax (1937) pada
Tradescantia caniculata, Staphylea, Deutzia, dan
Lonicera menunjukkan bahwa jumiah dan kerapatan

stomata pada kelompok yang diduga hibrid cenderung
lebih kecil dari pada kedua jenis induknya. Dengan
demikian kelompok A11-A15, A21-25, dan A31-35
hanya merupakan variasi dari 4. montanum dan
penyimpangan ciri morfologi tersebut merupakan
bentuk adaptasi terhadap lingkungan.

Upaya hibridisasi antara 4. montanum dan 4.
borragineum maupun antara 4. montanum dan A.
uniflorum bisa saja terjadi oleh aktivitas serangga
penyerbuk. Akan tetapi tingkat keberhasilannya
rendah disebabkan karena bunga Argostemma
merupakan bunga sempurna yang menyerbuk sendir,
lama bunga mekar kurang dari setengah hari, tekanan
terhadap habitat Argostemma relatif kecil, meskipun
penyerbukan dimungkinkan terjadi namun harus
melalui proses yang panjang dari pre-zigot sampai
dengan pasca zigot.
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Tabel 3. Nilai kesamaan antar OTU hasil analisis kluster Argostemma.

Level Nilai Catatan

1 0.438 Aul, AuZ, Au3, Aud, AuS >< AbS, Abd4, Ab3, Ab2, Abl, A25, A24,
A23, A22, A21, Am5, Amd, Am3, Am2, Aml, A35, A34, A33, A32, A3l

2 0.451 ADS, Ab4, Ab3, Ab2, Abl >< A25, A24, A23, A22, A2l, Amj, Am4,
Am3, Am2, Am1, A35, A34, A33, A32, A3l '

3 0.595 AZ5, A4, A23, A22, AZl, Am3, Am2, Aml >< A35, A34, A3, A32,
A31, Am5, Amd, Al5, Al4, A13, Al2, All

4 0.613 A35, A34, A33, A32, A3l, Am>5, Am4, Al4, Al3, Al2, All >< A33

Tabel 4. Rata-rata jumlah dan kerapatan stomata Argostemma.

Fdcson Stomata
Jum lah/bid. Pandang Kerapatan/mm?

A. uniflorum 19.9 + 3.41 28.9 £4.95
A, borragineum 25.6 + 3.09 37.1 £4.43
A. montanum - 33.5 + 4.94 34.0 +4.62
Al11-A1lS 30,1+ 3.14 43.5 £ 4.62
A21-A25 21.5+1.58 31.1 £2.23
A31-A1S 31.4 + 2.98 45.5 +4.16

Kebanyakan 4. montanum dan All-AlS5
pada habitat yang elevasinya rendah mempunyai
ukuran daun yang lebih lebar dibandingkan dengan
A. montonum, A21-A25, dan A31-A35 yang berada
pada ketinggian lebih tinggi. Menurut Whitten ef al.
(1996) hal tersebut disebabkan pengaruh ketinggian,
semakin tinggi ke arah puncak gunung, semakin
miskin kandungan unsur haranya, demikian pula
keasaman tanah. Tanah pada elcvasi yang lebih tinggi
lebih asam dan lebih tipis ketebalannya dibandingkan
dengan tempat yang lcbih rendah.

Kemiripan kelompok A11-A15, A21-A25,dan
A31-A35 terhadap 4. montanum secara anatomi
dapat dilihat pada penampang (@) paradermal daun,
@ lintang daun dan tangkai daun yang digambar
menggunakan kamera lusida perbesaran 400 x
{Gambar 3, 4, dan 5). Persamaan karakter antara A.
montanum dengan A11-Al5, A21-A25, dan A31-
A35 ditunjukkan oleh kesamaan bentuk stomata,
bentuk se! epidermis (@ paradermal), bentuk sel
palisade, lapisan bunga karang (9 lintang daun),
bentuk dan ukuran berkas pembuluh, bentuk sel ke-
1 trikoma (@ bujur trikoma).

Pada penelitian ini ditemukan perbedaan
penting berdasarkan karakter anatomi yang dapat

mendukung pengelompokan Argostemma, yaitu
meliputi jumlah lapisan palisade, bentuk sel palisade,
jumlah lapisan bunga karang. J umlah lapisan palisade
1 lapis ditemukan pada 4. borragineum dan 4.
montanum, sementara itu 2 lapis palisade ditemukan
pada A. unifforum. Sel palisade berbentuk kerucut
dengan ujung tumpul ditemukan pada 4.
borragineum dan 4. montanum. Jumlah lapisan
bunga karang terdiri atas 2 lapis ditemukan pada 4.
montanum, sedangkan pada 4. borragineum dan
A. uniflorum terdiri atas 5 lapis bunga karang.

KESIMPULAN

Berdasarkan analisis kluster pada karakter
anatomi daun dan tangkai daun dapat disimpulkan
bahwa Argostemma di kawasan Gn. Gede-
Pangrango, Gn. Halimun, dan Gn. Salak terdiri atas
2 kelompok kluster: kelompok 4. uniflorum dan
kelompok A. montanum, A11-A15, 4. borragineum,
A21-A25, dan A31-A35 dengan nilai kesamaan
0.438. Kluster kedua terbagi mejadi anak kluster 4.
borragineum dan A. montanum, Al1-Al5, A2l-
A25, A31-A35 dengan nilai kesamaan 0.451. Nilai
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Gambar 4. A—D A. montanum, B. A. borragineum, F. A. uniflorum. Kamera Lusida 400 x. ea: epidermis tas,
p: sel palisade, bk: sel bunga karang, epidermis bawah.
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Gambar 5. Penampang lintang tangkai daun dan penampang bujur trikoma drgostemma: A-D. 4. montanum,
E. A. borragineum, F. A, uniflorum. Kamera Lusida 400 x. bp: berkas pengangkut, t: trikoma, se: sel ke-1

trikoma.

kesamaan 4. montanum berkisar 0.613-1.000.
Sedangkan berdasarkan analisis CPA pada karakter
anatomi, Argostemma dikelompokkan menjadi 3
kelompok, vaitu 4. uniflorum, A. borragineum, dan
A. montanum.

Dengan demikian berdasarkan karakter
anatomi, kelompok yang diduga hibrid oleh Backer
& Bakhuizen van den Brink Jr. (1965) dan Van
Steenis (1972) dapat dipastikan masih termasuk jenis
A. montanum. Karakter anatomi penting dalam
klasifikasi Argostemma meliputi diameter tangkai
daun, tinggi stomata terhadap permukaan daun,
bentuk sel palisade, jumlah [apisan palisade dan
jumlah lapisan bunga karang.
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