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ABSTRAK 

 

Septiadi, Luhur. 2018. ANALISIS FILOGENETIK DAN ESTIMASI WAKTU 

DIVERGENSI Amolops Cope, 1865 SENSU LATO PAPARAN SUNDA 

SECARA INSILICO. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi 

Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing 

Biologi: Berry Fakhry Hanifa, M.Sc.; Pembimbing Agama: Oky Bagas Prasetyo, 

M.Pd.I. 

 

Kata Kunci: divergensi genetik, Amolops, gen mitokondria, pohon filogenetik, evolusi 

 

Proses geologi Paparan Sunda membentuk pola biogeografi Genus Amolops Cope, 1865 

Sensu lato yang tersebar di pulau Sumatra, Jawa, & Kalimantan. Penelitian sistematika, 

hubungan kekerabatan, dan evolusi dari genus ini telah banyak dilakukan, namun masih 

sedikit referensi terkait resolusi pohon filogenetik dan studi estimasi waktu divergensi 

genetik di Paparan Sunda. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui filogenetik, dan 

estimasi waktu divergensi Genus Amolops Sensu lato di Paparan Sunda. Metode yang 

digunakan merupakan metode insilico yaitu analisis filogenetik Maximum Likelihood, 

Maximum Parsimony, Bayesian Inference dan estimasi waktu divergensi secara insilico 

menggunakan beberapa gen dari genom mtDNA yaitu 12S rRNA, tRNAVal, & 16S rRNA 

dari Amolops Sensu lato sebanyak 13 Ingroup taksa dari Genus Huia dan Meristogenys 

beserta 2 Outgroup taksa. Parameter analisis yang digunakan yaitu sifat monofiletik dan 

parafiletik dari topologi yang dihasilkan, serta skor bootsrap (MLBP, MPBP, dan BPP) 

pada setiap percabangan pohon filogenetik berupa filogram, dan estimasi waktu divergensi 

genetik dengan parameter analisis Effective Sampling Size dan konvergensi distribusi prior 

dan posterior dari kronogram yang dihasilkan. Hasil penelitian menunjukkan filogenetik 

Genus Amolops Sensu lato tergolong grup monofiletik, Genus Huia tergolong grup 

parafiletik, dan Genus Meristogenys tergolong grup monofiletik. Estimasi waktu divergensi 

menunjukkan waktu pemisahan Amolops Sensu lato terjadi pada zaman Oligocene-

Miocene epoch (~34.8 Mya), Huia sumatrana, Huia group, dan Meristogenys group terjadi 

pada zaman early Miocene-Pliocene epoch (~27.37 Mya), Huia group dan Meristogenys 

group terjadi pada zaman early Miocene-Pliocene epoch (~14-4 Mya). 
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ABSTRACT 

 

Septiadi, Luhur. 2018.  PHYLOGENETIC ANALYSIS AND DIVERGENCE TIME 

ESTIMATION OF Amolops Cope, 1865 SENSU LATO ON SUNDA SHELF 

INSILICO. Thesis. Biology Department Science and Technology Faculty State 

Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Biology Advisor: Berry 

Fakhry Hanifa, M.Sc. ; Religious Advisor: Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.I. 

 

Key words: genetic divergence, Amolops, mitochondrion genes, phylogenetic tree, 

evolution 

The geology process of the Sunda Shelf forms the biogeographic pattern of Genus Amolops 

Cope, 1865 Sensu lato which distributed in Sumatra, Java, and Kalimantan region. 

Research on systematic, relationship and evolutionary history of this genus have been 

studied before, however, producing a few phylogenetic trees resolution and divergence 

time estimation on Sunda shelf. This study aims to determine the phylogenetic and 

divergence time estimation of Genus Amolops Sensu lato in Sunda Shelf. The insilico 

methods are used is phylogenetic analysis by Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, 

Bayesian Inference, and divergence time estimation based on mtDNA of 12S rRNA, 

tRNAVal & 16S rRNA genes of Amolops Sensu lato including 13 Ingroup taxa along with 

2 Outgroup taxa. Analysis parameter that are used is monophyly dan paraphyly character 

of group based on the result of branch of every phylogentic trees, also bootstrap score 

(MLBP, MPBP, BPP) on every branch of phylogenetic trees resulting on phylograms, and 

divergence time estimation parameter analysis including Effective Sampling Size and 

convergenity of prior and posterior distribution resulting on chronogram. The results 

showed that the relationship between Amolops Sensu lato are monophyletic group, Genus 

Huia are paraphyletic group and Genus Meristogenys are monophyletic group. The time 

divergence estimation shows the separation of Amolops Sensu lato occurred at Oligocene 

to Miocene epoch (~ 34.8 Mya), Huia sumatrana, Huia group, and Meristogenys group 

occurred at early Miocene to Pliocene epoch (~ 27.37 Mya), and Huia group and 

Meristogenys group occurred at early Miocene to Pliocene epoch (~ 14-4 Mya).  
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 ملخص البحث
 

 Amolops Cope, 1865 SENSU LATO. تحليل النشوء التطور وتقدير الوقت الخلافات )2018سفتيادي، لوهور. 

PAPARAN SUNDA SECARA INSILICO .) البحث العلمي. قسم علم الحياة كلية العلوم
والتكنولوجيا جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية مالانج. المشرف علم الحياة: بيري فحري حنيفا الماجستير، 

 المشرف الدين: اوكي باغاس فراستيو الماجستير.
 
 ، الشجر النشوء التطور، تطوّر.جين الميتوكوندريا،  Amolops الخلافات الوراثية، : رئيسيةكلمات الال
 

 Amolops Cope, 1865( تشكّل تخطيط الجغرافيا البيولوجيا بجنس )PAPARAN SUNDAطريقة الجيولوجيّ )

SENSU LATO المنتظمي، العلاقة القرابة، والتطوّر من هذا الجنس ( الذي ينتشر في جزيرة سومترا، جاوى، وكليمانتان. البحث
 PAPARANفعُلون كثيرا. بل، قليل المصادر عن مقرّر الشجر النشوء التطور ودراسة تقدير الوقت الخلافات الوراثية في )

SUNDA( يهدف هذا البحث للتعريف النشوء التطور وتقدير الوقت الخلافات .)Amalops Sensu Lato di 

Paparan Sunda( الطريقة التي تستخدم في هذا البحث هي الطريقة .)Insilico)  ( هي تحليل النشوء التطورMaximum 

Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian Inference( وتقدير الوقت الخلافات )Insilico يستخدم )
lato  Sensu Amolops, & 16S rRNA dari ValRNAmtDNA yaitu 12S rRNA, tجينات من جينوم )

sebanyak 13 Ingroup taksa dari Genus Huia dan Meristogenys beserta 2 Outgroup taksa. .)
 bootsrapوجمع النمط الخلوي من طوبولوجيا الذي يُُصل، والقيمة ) معلمة التحليل التي تستخدم هي الصفة أحادي النمط الخلوي

(MLBP, MPBP, dan BPP) في كل البضعة الشجرة نشوء التطور مثل فيلوجرام وتقدير الوقت الخلافات بمعلمة التحليل )
(Effective Sampling Size( وتقارب التوزيع )prior dan posterior )( منKronogram ّالذي يُصل. يدل )

( Huia)لفرقة أحادي النمط الخلوي، والجنس يتضمّن على ا (Amolops Sensu latoحاصل البحث النشوء التطور الجنس )
( يتضمّن على الفرقة أحادي النمط الخلوي. تقدير الوقت Meristogenysيتضمّن على الفرقة جمع النمط الخلوي، والجنس )

 early Miocene-Pliocene epoch( التي تحدث في عصر )Amolops Sensu latoالخلافات تدلّ الوقت المنفصلة )

(~27.37 Mya)( ،)Huia group dan Meristogenys group( تحدث في عصر )early Miocene-Pliocene 

epoch (~14-4 Mya).) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia memiliki keanekaragaman dan biodiversitas yang tinggi (Natus, 

2005). Keanekaragaman ini dikarenakan adanya proses geologi yang kompleks 

serta letaknya yang berada pada kawasan tropis (Mittermieier dkk., 1998; Myers 

dkk., 2000). Berdasarkan penyebaran flora dan faunanya, Indonesia dibatasi oleh 

garis imajiner dengan pembagian wilayah, yang meliputi Wallacea (Sulawesi, Nusa 

Tenggara), Paparan Sahul (Papua-Australia), dan Paparan Sunda (Sumatera, Jawa, 

Borneo) (Wallace, 1876). 

Paparan Sunda termasuk ke dalam salah satu dari 34 wilayah biodiversitas 

terrestrial dan 11 wilayah biodiversitas laut tertinggi di dunia (Turner dkk., 2007). 

Lebih dari 800 spesies amfibi (>10% dari seluruh spesies amfibi di dunia) 

ditemukan di Paparan Sunda, dan jumlahnya terus meningkat seiring dilakukannya 

eksplorasi pada wilayah kepulauan yang terisolir (Nishikawa dkk., 2012). 

Keragaman yang tinggi dari tingkatan genetik sampai ekosistem menempatkan 

Indonesia sebagai negara dengan kekayaan biodiversitas tertinggi kedua di dunia 

setelah negara Brazil (Ministry of Environment, 2009). Sebagaimana yang telah 

dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. Fatir ayat 28 yang berbunyi: 
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عُ  َ مِنأ عِبَادِهِ ٱلأ شَى ٱللََّّ لِكََۗ إنَِّمَا يَخأ نهُۥُ كَذََٰ وََٰ تلَِفٌ ألَأ مِ مُخأ عََٰ نَأ ِ وَٱلۡأ ؤُا َۗ وَمِنَ ٱلنَّاسِ وَٱلدَّوَابٓ  ٓ لمَََٰ

َ عَزِيزٌ غَفوُرٌ    إِنَّ ٱللََّّ

Artinya : “Dan demikian (pula) di antara manusia, binatang-binatang melata dan 

binatang-binatang ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan 

jenisnya). Sesungguhnya yang takut kepada Allah di antara hamba-

hamba-Nya, hanyalah ulama. Sesungguhnya Allah Maha Perkasa lagi 

Maha Pengampun”. 

Penggalan ayat ad-dawaaabbi menjelaskan bahwasanya Allah SWT 

menciptakan  berbagai  macam  jenis  hewan  di  bumi yang  berjalan  menggunakan   

kaki, kemudian  penggalan  ayat  sesudahnya  dengan  lafaz an’aami yang  

dihubungkan dengan addawab memiliki makna bahwa Allah telah menciptakan 

berbagai macam wujud makhluk hidup beraneka ragam bentuk, corak, kulit dan 

ukuran (Shihab, 2002). Penggalan ayat ini mengisyaratkan bahwa keanekaragaman 

yang unik dapat dipengaruhi oleh faktor habitat, sampai faktor genetik.  

Surat tersebut menjelaskan pembagian beberapa hewan yaitu hewan yang 

berjalan dengan empat kaki, melata, dan juga ternak yang diciptakan bervariasi 

(Shihab, 2002) dan tidak terlepas dari faktor perbedaan genetik. Hewan-hewan 

yang memiliki karakter morfologi berbeda memiliki karakter genetik yang berbeda 

walaupun berasal dari satu nenek moyang yang sama sehingga terbentuk organisme 

dengan wujud yang berbeda melalui mekanisme spesiasi akibat dari proses 

divergensi genetik. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT 

QS Al Anbiya ayat 30 yang berbunyi: 
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مَ  نَا مِنَ ٱلأ هُمَاۖ وَجَعَلأ نََٰ قٗا فَفتَقَأ ضَ كَانَتاَ رَتأ رَأ تِ وَٱلۡأ وََٰ اءِٓ أوََ لَمأ يَرَ ٱلَّذِينَ كَفرَُوٓا  أنََّ ٱلسَّمََٰ

مِنوُنَ  ٍٍّۚ أفََلََ يؤُأ ءٍ حَي   كُلَّ شَيأ

Artinya :“Dan apakah orang-orang yang kafir tidak mengetahui bahwasanya 

langit dan bumi itu keduanya dahulu adalah suatu yang padu, kemudian 

Kami pisahkan antara keduanya. Dan dari air Kami jadikan segala 

sesuatu yang hidup. Maka mengapakah mereka tiada juga beriman”. 

Ayat ini menegaskan tentang konsep penciptaan alam semesta yang 

merupakan satu kesatuan lalu dipisahkan oleh Allah SWT. Peristiwa ini menjadi 

awal kemunculan kehidupan pertama kali dari organisme yang komposisi tubuhnya 

terdiri dari zat berupa air (Shihab, 2002). Keberagaman seluruh organisme dapat 

dirunut waktu dan asalnya karena adanya keterkaitan satu sama lain, yang 

kemudian berpisah (divergensi) menjadi organisme dalam bentuk berbeda melalui 

mekanisme spesiasi, namun masih memiliki unsur terpenting pada tubuhnya berupa 

air. 

Proses terjadinya divergensi dan pemisahan suatu spesies tidak terlepas dari 

sejarah geologi pembentukan Paparan Sunda yang telah melalui proses yang 

panjang dan kompleks. Dalam proses geologinya, telah terjadi peristiwa penyatuan 

dan pemisahan kontinen yang terjadi pada zaman early Eocene epoch (~50 Mya) 

sampai Pleistocene epoch (~250.000 ya) (Lohman dkk., 2011). Hal ini disebabkan 

oleh adanya pergeseran dan tumbukan lempeng tektonik antara lempeng India-

Australia, Eurasia, Pasifik dan Filipina, serta adanya peningkatan permukaan air 

laut (glasiasi) (Lohman dkk., 2011). Proses tersebut memicu adanya diversifikasi 

karena adanya proses isolasi berupa batasan geografis dan seleksi reproduktif 

sehingga terjadi hanyutan genetik (genetic drift) yang merubah susunan dari 
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kongkang genetik (gene pool) membentuk spesies yang baru (speciation) (Kotaki 

dkk., 2010).  

Salah satu kelompok fauna yang berdiversifikasi tinggi dan menarik untuk 

dipelajari adalah fauna dari Kelas Amfibi, Ordo Anura, Famili Ranidae. Katak 

Sejati (Ranidae) tersebar luas di Paparan Sunda (Sumatra, Jawa, Borneo) dan 

terbagi menjadi beberapa spesies yang telah beradaptasi pada habitat yang 

bervariasi (Frost dkk., 2006). Bentang alam Indonesia yang kompleks 

menghasilkan kontur serta sungai dengan aliran-aliran air dari hulu yang umumnya 

beraliran cukup deras. Salah satu golongan katak sejati yang spesifik menempati 

relung habitat (niche) di sungai dengan aliran yang deras adalah katak dari Genus 

Amolops. 

Amolops Cope, 1865 atau yang biasa disebut dengan katak arus deras 

(Cascade Frog) merupakan golongan katak dari Famili Ranidae yang terdistribusi 

di wilayah Benua Asia. Katak ini memiliki salah satu adaptasi morfologi yang unik 

dengan adanya bentukan abdominal sucker pada fase larvae/ berudu/ tadpole-nya 

sehingga mampu bertahan hidup di daerah sungai beraliran deras (torrent)  (Inger, 

1966). Secara spesifik, Genus Amolops Sensu lato dibagi menjadi beberapa genera 

yang tersebar di wilayah Indonesia (Sumatra, Jawa, Borneo), diantaranya dari 

Genus Meristogenys dan Huia. Namun status sistematikanya saat ini masih 

memunculkan sebuah permasalahan dimana terjadi penyimpangan taksonomi, 

adanya paraphyly, dan ketidakstabilan taksonomi pada Famili Ranidae berdasarkan 

beberapa pengamatan morfologi dan anatomi, serta beberapa hasil analisis 

filogenetik yang telah dilakukan sebelumnya (Cai dkk., 2007; Stuart, 2008; Arifin 
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dkk., 2018). Hal tersebut dapat terjadi karena dataset sekuen, karakter morfologi, 

maupun metode yang digunakan masih belum mampu memisahkan taksa. 

Permasalahan taksonomi ini perlu untuk diresolusi dan dievaluasi melalui 

pendekatan yang lebih mendalam dengan pengembangan teknik dengan validitas 

yang baik, salah satunya analisis filogenetik dengan metode dan penggunaan 

dataset yang lebih komprehensif (Hidayat & Pancoro, 2008). Upaya ini diharapkan 

mampu menyajikan referensi data yang lebih akurat, sistematika yang kredibel, 

serta perkiraan estimasi waktu divergensi dari Amolops Sensu lato yang 

terdistribusi di Paparan Sunda khususnya wilayah Indonesia, berdasarkan pohon 

filogenetik dan kronogram yang telah diolah dari data molekuler berupa sekuen 

DNA (Arifin dkk., 2018). 

Penggunaan sekuen DNA, secara luas digunakan dalam penelitian 

sistematika, estimasi waktu divergensi, dan biogeografi berdasarkan variasi dari 

susunan basa nukleotida (Brown dkk., 1979; Moore, 1995). Sumber data bisa 

didapatkan dari genom DNA Inti (nuDNA) pada kromosom tertentu dan DNA 

mitokondria (mtDNA) yang sering digunakan karena karakteristik penting yang tak 

didapatkan pada nuDNA meliputi: jumlahnya yang banyak di sel, ukuran genom 

yang kecil (~16,569 bp, double stranded), haploid (one lingkage group), diwariskan 

dari maternal (lineage sorting), banyak wilayah yang conserved, dan mutasi 

independen yang tidak didapatkan pada nuDNA (rekombinasi nuDNA oleh parental 

dan maternal) (Gupta dkk., 2015). Sekuen mtDNA menghasilkan pohon filogenetik 

berdasarkan gen (gene trees) yang kongruen dengan pohon filogenetik spesies 

(species trees), sehingga menggambarkan pohon yang sebenarnya (true trees) 



6 

 
 

(Brown dkk., 1979; Moore, 1995). Secara spesifik, mtDNA-haplotype gene trees 

lebih kongruen terhadap species trees dibuktikan melalui nilai probabilitas 0.95, 

lebih besar dibandingkan nuDNA-gene trees dengan nilai probabilitas 0.62 (Moore, 

1995). Keunggulan lainnya yaitu ukuran populasi efektif (effective sampling size) 

pada mtDNA. DNA mitokondria memiliki ukuran populasi efektif yang lebih 

sedikit (dikarenakan fenomena lineage sorting) dibandingkan nuDNA, sehingga 

mempengaruhi validitas bifurkasi (separasi/ divergensi/ percabangan) yang terjadi 

saat replikasi DNA dan mutasi pada populasi akibat isolasi geografis maupun 

seleksi reproduktif (Moore, 1995). Dibalik seluruh keunggulannya, tidak seluruh 

wilayah dari genom mtDNA dapat digunakan dalam merekonstruksi gene trees 

(Gupta dkk., 2015).   

Wilayah dari genom mtDNA meliputi D-Loop Region, gen pengkode 

protein, dan beberapa wilayah yang berfokus dalam studi divergensi genetik yaitu 

rRNA dan tRNA (Moraes dkk., 2002). Wilayah ini merupakan bagian functional 

dalam proses replikasi yang biasa disebut “coding region” (Gupta dkk., 2015). 

Wilayah rRNA dan tRNA memiliki peranan fungsional yang penting, dimana 

semakin penting fungsi dari gen tersebut semakin lambat pula gen tersebut 

mengalami perubahan akibat proses evolusi pada struktur primernya (structural 

maintain) (Gupta dkk., 2015). Dalam hal tersebut, wilayah ini tergolong bagian 

yang conserved sehingga mampu mempertahankan struktur dan fungsinya. 

Wilayah ini memiliki susunan basa nukleotida yang bervariasi akibat mutasi yang 

independen, sehingga lebih signifikan dari region lainnya untuk dibandingkan 

(Gupta dkk., 2015).  Beberapa diantara gen yang tersedia dan sering digunakan 
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dalam mengidentifikasi pemisahan taksa sampai tingkat spesies yaitu gen 12S 

rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA. Gen-gen ini mampu meresolusikan pohon 

filogenetik sehingga disebut sebagai gen penanda (primary barcoding genes) (Kres 

dkk., 2015). Namun, resolusi pohon filogenetik saat ini masih dilakukan dalam 

skala parsial dan independen pada studi kasus divergensi Genus Amolops Sensu 

lato, sehingga diperlukan analisis yang lebih komprehensif melalui metode dan 

dataset sekuen DNA yang lain (Arifin dkk., 2018; Cai dkk., 2007; Stuart, 2008; 

Matsui dkk., 2010).  

Penggunaan gen untuk menyimpulkan hubungan kekerabatan dapat dicapai 

menggunakan 2 cara fundamental, yaitu concatenated alignment dan partition 

alignment dari multiple genes (Gadagkar, 2005). Penggunaan multiple genes 

terbukti mampu meresolusikan gene trees yang lebih valid dibandingkan single 

genes dalam beberapa kondisi (Gadagkar, 2005). Salah satu metode analisis dengan 

menggabungkan beberapa gen mitokondria, yaitu identifikasi pada beberapa 

spesies burung sampai ke tingkatan subspesies, beberapa diantaranya menggunakan 

gabungan (concatenated) dari gen rRNA, dan tRNA (Herbert dkk., 2004). Analisis 

filogenetik dan estimasi waktu divergensi menggunakan metode concatenated 

alignment dengan gen 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA pernah dilakukan oleh 

Fahmi & Kurniawan (2015), & Emerson dkk., (2000) pada penelitian katak 

bertaring dari Famili Ranidae dan mampu meresolusikan pohon yang menyerupai 

species tree-nya. 

Pohon filogenetik yang teresolusi dengan baik, secara tidak langsung 

menyimpan informasi mengenai waktu pemisahan secara genetik dari taksa yang 
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berkerabat (Gupta dkk., 2015). Hal ini didasarkan pada gen dari genom mtDNA 

yang bisa diketahui asal-usul dan perkiraan divergensi karena faktor laju subtitusi 

(subtitution rates) yang berbeda-beda pada setiap taksa (Kres dkk., 2014). Adanya 

subtitusi yang merubah struktur genetik serta kaitannya dengan faktor laju subtitusi 

yang berbeda-beda pada setiap taksa, menjadikan estimasi waktu divergensi genetik 

sering digunakan untuk mengetahui informasi mengenai proses taksa tersebut 

memisah, prakiraan waktu taksa tersebut berdivergensi, serta proses evolusi yang 

terjadi. Taksa dikatakan berdivergensi apabila struktur dan komposisi urutan 

DNAnya telah berbeda secara genetis dengan common ancestor-nya (~ 5-8 % nilai 

p-distance pada tingkatan spesies - subspesies, bervariasi tergantung tingkatan 

taksanya, dengan laju subtitusi 0.2 per 1 Mya untuk hewan-hewan vertebrata yang 

berpisah pada ~10 Mya before present) (Brown & Yang, 2011). Adanya estimasi 

waktu divergensi genetik yang terjadi pada rentangan waktu tertentu dipengaruhi 

oleh faktor lingkungan, seleksi reproduktif, dan isolasi geografis (Fahmi & 

Kurniawan, 2015).  

Upaya dalam menguraikan hubungan kekerabatan akan berkontribusi dalam 

mengevaluasi diversitas fauna terhadap sejarah geologi paparan Sunda di Indonesia 

melalui estimasi waktu divergensi genetik (Nishikawa dkk., 2012). Proses evolusi, 

biogeografi, serta estimasi waktu divergensi sangatlah penting mengingat Indonesia 

sebagai salah satu negara kepulauan terbesar memiliki pola penyebaran fauna yang 

kompleks, proses geologi yang unik, dalam kaitannya terhadap proses divergensi 

genetik fauna. Estimasi waktu divergensi yang berkorelasi terhadap proses 

diversifikasi fauna di Indonesia bisa digunakan sebagai referensi pendukung, 
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dimana Indonesia berperan sebagai salah satu pusat reservoir diversitas fauna 

dunia, yang kedepannya mampu meningkatkan upaya konservasi amfibi di 

Indonesia (Fahmi & Kurniawan, 2015).  

Penelitian sistematika dan divergensi genetik Genus Amolops Cope, 1865 

Sensu lato di Paparan Sunda telah beberapa kali diulas dan masih perlu dilakukan 

analisis dengan metode yang komprehensif melalui beberapa dataset sekuen DNA. 

Begitu pula penelitian mengenai estimasi waktu divergensi genetik yang 

merupakan penelitian lanjutan dari analisis filogenetik dapat memberikan informasi 

mengenai biogeografi dan mengevaluasi sejarah geologinya. Oleh karena itu, 

penelitian dengan judul ”Analisis Filogenetik dan Estimasi Waktu Divergensi 

Amolops Cope, 1865 Sensu Lato Paparan Sunda secara Insilico”, penting dilakukan 

dalam menguraikan hubungan kekerabatan serta mengevaluasi sejarah geologi dari 

Paparan Sunda yang juga berkorelasi dalam memaparkan biogeografi dan proses 

evolusinya. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bagaimanakah filogenetik antar taksa pada Genus Amolops Cope, 1865 Sensu 

lato di Paparan Sunda? 

2. Berapakah estimasi waktu divergensi genetik antar taksa pada Genus Amolops 

Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendeskripsikan filogenetik antar taksa pada Genus Amolops Cope, 1865 

Sensu lato di Paparan Sunda. 

2. Mengetahui estimasi waktu divergensi genetik antar taksa pada Genus Amolops 

Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Sebagai salah satu acuan dalam mengevaluasi sejarah geologi Paparan Sunda 

khususnya di wilayah Indonesia. 

2. Sebagai salah satu acuan estimasi waktu divergensi genetik Genus Amolops 

Cope, 1865 Sensu lato berdasarkan persebarannya di Paparan Sunda khususnya 

di wilayah Indonesia. 

3. Sebagai dasar bagi bidang penelitian lainnya, seperti studi evolusi dan 

biosistematika, bioinformatika, secara molekuler pada amfibi. 

4. Sebagai referensi diversifikasi dan evolusi amfibi di wilayah tropis Indonesia 

dalam mengembangkan strategi yang efisien untuk mencegah ancaman 

penurunan populasi. 

5. Sebagai referensi dalam upaya konservasi amfibi di Indonesia. 

1.5 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Sekelompok taksa yang dikaji dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato 

adalah taksa dari Genus Huia dan Meristogenys yang spesifik tersebar di 
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Paparan Sunda (Sumatra, Jawa, Borneo). Taksa yang dikaji didasarkan pada 

gen mitokondria (mtDNA) meliputi: 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA yang 

didapatkan dari GenBank Database. 

2. Metode analisis filogenetik yang digunakan adalah analisis character based  

yang meliputi: Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, dan Bayesian 

Inference 

3. Parameter yang digunakan dalam analisis filogenetik yaitu sifat kelompok yang 

monofiletik dan parafiletik dari topologi yang dihasilkan, serta skor bootsrap 

(MLBP: ≥70; MPBP: ≥70; BPP: ≥95), estimasi waktu divergensi genetik 

dengan parameter analisis Effective Sampling Size dan konvergensi distribusi 

prior dan posterior dari kronogram yang dihasilkan. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Sejarah Biogeografi Paparan Sunda 

Indonesia merupakan salah satu negara kepulauan di dunia yang memiliki 

keanekaragaman dan biodiversitas yang tinggi (Natus, 2005). Proses yang 

kompleks dan letaknya yang berada di kawasan tropis, mengakibatkan 

keanekaragaman yang tinggi (Mittermieier dkk., 1998; Myers dkk., 2000). 

Keanekaragaman yang tinggi terjadi karena kompleksitas pembentukan kepulauan 

yang ada di Indonesia, akibat adanya aktivitas geologi berupa gesekan lempeng 

tektonik yang membentuk permukaan bumi (van Bemellen, 1949). Berdasarkan 

distribusi flora dan faunanya, Indonesia dibagi oleh garis imajiner diantaranya 

wilayah Wallacea (Sulawesi, Nusa Tenggara), Paparan Sahul (Papua-Australia), 

dan Paparan Sunda (Sumatera, Jawa, Borneo) (Wallace, 1876).  

Paparan Sunda merupakan kontinen utama dari Asia Tenggara yang asal 

mulanya terbentuk pada zaman late-Paleozoikum sampai early-Mesozoikum, hasil 

fragmentasi atau pecahan dari benua besar Gondwana. Munculnya pecahan-

pecahan kepulauan tersebut, dimulai dari bagian barat Australia pada zaman 

Mesozoikum yang menentukan batas tepi (margin) dari terbentuknya Benua 

Australia (Lohman dkk., 2011). Pergeseran lempeng tektonik di permukaan bumi 

yang menghubungkan Kepulauan di Indonesia, terjadi pada zaman Paleocene 

epoch dan Eocene epoch (~60 Mya) lalu berakhir sekitar 5 juta tahun yang lalu, 

membentuk kepulauan Indo-Australia saat ini (Gambar 2.1) (Hall, 1996; Lohman 

dkk., 2011). 



13 

 
 

Berdasarkan sejarah oseanogeografinya, telah terjadi penurunan permukaan 

air laut yang besar pada zaman Pleistocene epoch/ glacial maximum (~250.000 ya) 

(Hall, 1996). Pada waktu itu, terjadi penggabungan kembali Semenanjung Malaya, 

Borneo, Sumatera, dan Jawa menjadi satu kontinen Paparan Sunda yang luas. 

Dataran rendah yang luas dengan relief topografi dan sungai yang besar dan 

panjang, bermuara ke arah Laut Cina Selatan dan Laut Jawa memungkinkan adanya 

distribusi biota ketika kepulauan di Indonesia masih tergabung menjadi satu 

kontinen besar. Kemudian terjadi pemisahan kembali semenanjung Malaya, 

Borneo, Sumatera, dan Jawa dengan berakhirnya zaman Pleistocene epoch/ glacial 

maximum, (~10.000–17.000 ya) (Hall, 1996; Kotaki dkk., 2010). Pada masa itu, 

dataran rendah kembali tenggelam akibat naiknya permukaan air laut dengan 

peningkatan ketinggian permukaan air laut ±120 meter, yang disebabkan oleh 

mencairnya es di kutub bumi (Voris, 2000).  

Pergerakan berbagai spesies terbatas karena pulau-pulau yang dulunya 

terhubung, dibanjiri oleh permukaan air laut yang naik (Voris, 2000; Woodruff, 

2010). Naiknya ketinggian permukaan laut, menjadikan beberapa populasi dari 

suatu spesies terisolir, menyebabkan adanya proses spesiasi akibat dari aliran gen 

(gene flow) yang berubah oleh adanya penghalang geografis. Proses ini 

memunculkan adanya potensi endemisitas fauna dari suatu wilayah seiring dengan 

berjalannya proses evolusi yang berlansung sangat lama (Myers, 2000). 
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Gambar 2.1. Rekonstruksi dataran dan laut pada Kepulauan Indo-Australian pada 

beberapa periode Kenozoikum (Lohman dkk., 2011) 

2.2 Evolusi dan Spesiasi di Paparan Sunda 

Spesiasi merupakan proses terbentuknya spesies baru dari nenek moyang 

(ancestor) sebelumnya, akibat adanya proses evolusi. Seleksi alam (Natural 

Selection), isolasi reproduksi (reproductive isolation), dan hanyutan genetik 

(genetic drift) merupakan faktor-faktor yang mempengaruhi terjadinya spesiasi. 
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Spesiasi bisa dibagi menjadi dua berdasarkan batasannya, yaitu batasan genetik 

(sympatric speciation) dan batasan fisik (allopatric speciation). Jika proses spesiasi 

mengacu pada isolasi reproduksi, maka konsep spesiasi yang digunakan mengacu 

pada batasan genetik (sympatric speciation), dimana suatu spesies masih 

dimungkingkan hidup berdampingan pada suatu wilayah yang sama tanpa adanya 

barrier geografis. Jika konsep spesiasi mengacu pada adanya barrier geografis, 

maka konsep yang digunakan adalah batasan fisik (allopatric speciation), dimana 

suatu spesies hidup pada wilayah yang yang terpisah dalam jangka waktu yang lama 

karena adanya penghalang fisik (permukaan air laut, bentang alam, fragmentasi 

populasi) (Coyne, 1992). 

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda dimungkinkan terjadi karena adanya 

batasan fisik (allopatric speciation) yang terjadi pada zaman Eocene sampai 

Pleistocene epoch. Batasan fisik atau barrier geografis ini timbul karena pemisahan 

Paparan Sunda menjadi beberapa kepulauan terpisah seiring meningkatnya 

permukaan air, dan proses geologi dari paparan Sunda sendiri. Proses ini 

menjadikan beberapa wilayah menjadi terisolir dan terjadi spesiasi karena 

organisme yang tidak dapat bertukar gen (Coyne, 1992).  

Futuyma (1988) berpendapat bahwa seleksi alam (Natural Selection) dan 

penyimpangan genetik (genetic drift) menyebabkan suatu populasi mengalami 

penyimpangan pada lungkang gennya (gene pool), sehingga tak dapat dihindari 

kemunculan adanya spesies baru. Seleksi seksual (Sexual selection) merupakan 

salah satu model spesiasi simpatrik yang turut berperan pada spesiasi yang terjadi 

di Paparan Sunda. Model seleksi seksual bisa berupa pemilihan pejantan oleh 
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betina, fenotip, mating call, maupun isolasi reproduksi (Turelli dkk., 2001; 

Porniankowski & Iwasa, 1998; Lande, 1981).  

Mekanisme isolasi reproduksi juga dapat dilihat dari isolasi setelah 

perkawinan yang berdampak pada viabilitas organisme. Isolasi ini meliputi 

peristiwa mortalitas gametik (jika sperma atau telur mati pada perkawinan antar 

spesies yang berbeda karena perbedaan struktur gamet), mortalitas zigotik (apabila 

telah terjadi proses fertilisasi, namun zigot tidak dapat berkembang dengan baik), 

inviabilitas hybrid (apabila zigot berkembang menjadi organisme namun 

viabilitasnya menurun) dan sterilitas hybrid (yaitu organisme hibrida yang memiliki 

viabilitas normal tetapi steril secara reproduktif) (Porniankowski & Iwasa, 1998; 

Lande, 1981). 

Bukti dari adanya spesiasi dapat dilihat dari adanya vokalisasi katak yang 

diteliti dari studi bioakustik secara spesifik pada panggilan kawinnya. Katak yang 

terdistribusi luas dan terbagi menjadi fragmen-fragmen populasi/ subpopulasi 

dalam waktu yang cukup lama, menghasilkan variasi dari advertisement calls yang 

berbeda. Mating call (panggilan kawin) berguna dalam menjelaskan proses evolusi 

dari amfibi karena berhubungan pada fungsinya untuk menarik betina katak 

(Kurniati & Hamidy, 2016). Spesiasi simpatrik berdampak pada mekanisme isolasi 

reproduksi yang dapat dilihat dari adanya variasi dari mating call. Frekuensi dan 

repetisi dari mating call akan cenderung meningkat seiring meningkatnya suhu 

lingkungan dan akan cenderung menurun seiring meningkatnya ukuran tubuh 

(Blair, 1958). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. Al 

Baqarah ayat 164 yang berbunyi: 
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قِ ٱلسَّ  رِ إِنَّ فيِ خَلأ بحَأ رِي فيِ ٱلأ كِ ٱلَّتيِ تجَأ فلُأ لِ وَٱلنَّهَارِ وَٱلأ فِ ٱلَّيأ تِلََٰ ضِ وَٱخأ رَأ تِ وَٱلۡأ وََٰ مََٰ

تِهَا وَبَثَّ  دَ مَوأ ضَ بَعأ رَأ يَا بِهِ ٱلۡأ اءٖٓ فَأحَأ ُ مِنَ ٱلسَّمَاءِٓ مِن مَّ بمَِا ينَفَعُ ٱلنَّاسَ وَمَآ أنَزَلَ ٱللََّّ

تٖ فيِهَا مِن كُل ِ دَابَّٓةٖ وَتصَأ  ضِ لَۡيََٰٓ رَأ نَ ٱلسَّمَاءِٓ وَٱلۡأ رِ بيَأ مُسَخَّ حِ وَٱلسَّحَابِ ٱلأ يََٰ رِيفِ ٱلر ِ

قِلوُنَ   مٖ يعَأ  ل ِقوَأ

Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya 

malam dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang 

berguna bagi manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa 

air, lalu dengan air itu Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya 

dan Dia sebarkan di bumi itu segala jenis hewan, dan pengisaran angin 

dan awan yang dikendalikan antara langit dan bumi; sungguh (terdapat) 

tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum yang 

memikirkan”. 

Ayat tersebut memberikan tanda awal adanya fakta ilmiah yang saat ini baru 

diketahui oleh ilmu pengetahuan modern, yaitu adanya benda-benda langit yang 

berada ada di angkasa. Allah SWT telah memberikan perintah untuk mempelajari 

fakta-fakta ilmiah yang ada di seluruh alam semesta beserta proses penciptaan dan 

hukum Allah yang mengatur semuanya (Shihab, 2002). Begitu juga dengan adanya 

fenomena variasi pada spesies amfibi yang ada di muka bumi, adanya hubungan 

kekerabatan, dan adanya proses pemisahan yang terjadi selayaknya wajib untuk 

dipelajari. Penjelasan tersebut harusnya membuat orang yang benar-benar dan 

serius dalam mengamati ciptaan-Nya, dapat meraba kekuasaan Allah SWT. Di 

balik itu semua, wajib bagi manusia yang beriman untuk berfikir dalam 

mempelajarinya. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. 

Al Imran ayat 190 yang berbunyi: 
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فِ ٱلَّيأ  تِلََٰ ضِ وَٱخأ رَأ تِ وَٱلۡأ وََٰ قِ ٱلسَّمََٰ بِ  إِنَّ فيِ خَلأ بََٰ لَأ لِي ٱلۡأ وُ  تٖ لۡ ِ  لِ وَٱلنَّهَارِ لَۡيََٰٓ

Artinya :  “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya 

malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal”. 

Shihab (2002) menafsirkan bahwa sesungguhnya dalam penciptaan langit 

dan bumi, perbedaan rentang waktu siang dan malam adalah sebagai tanda-tanda 

kekuasaan Tuhan bagi para Ulu al-Albab (orang-orang yang berpengetahuan 

mendalam). Ayat tersebut memberi isyarat kepada fakta-fakta kosmis yang 

menunjuk pada keagungan Sang Pencipta. Jalaluddin al-Mahalli & Jalaluddin as-

Suyuthi (2007) menafsirkan ayat tersebut, bahwa sesungguhnya pada penciptaan 

(langit dan bumi) dan keajaiban-keajaiban yang terdapat pada keduanya (serta 

pergantian malam dan siang) dengan datang dan pergi serta bertambah dan 

berkurang (menjadi tanda-tanda) atau bukti-bukti atas kekuasaan Allah SWT (bagi 

orang-orang yang berakal) artinya yang mempergunakan pikiran mereka. Salah satu 

tanda-tanda kekuasaan Allah SWT yaitu dengan adanya variasi dari spesies, serta 

proses terbentuknya kepulauan yang berpengaruh kepada distribusi organismenya. 

Para Ulu al-Albab sebagai orang yang memiliki pengetahuan khusus, harusnya 

dapat mengamalkan ilmunya dalam mengelola dunia sebagai pemimpin di bumi 

(Khalifah fil-Ardh), serta memberikan kebaikan bagi alam dan tidak memberikan 

kerusakan di muka bumi. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah 

SWT QS. Al A’raaf ayat 56 yang berbunyi: 
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نَ  ِ قرَِيبٞ م ِ مَتَ ٱللََّّ فٗا وَطَمَعاًٍّۚ إِنَّ رَحأ عُوهُ خَوأ حِهَا وَٱدأ
لََٰ دَ إِصأ ضِ بَعأ رَأ سِدُوا  فيِ ٱلۡأ وَلََ تفُأ

سِنيِنَ   مُحأ  ٱلأ

Artinya : “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah) 

memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak 

akan diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat 

Allah amat dekat kepada orang-orang yang berbuat baik”. 

Shihab (2002) menafsirkan bahwa manusia janganlah membuat kerusakan 

dengan menebar kemaksiatan, kezaliman dan permusuhan. Amal sholeh ini 

diwujudkan dengan tidak merusak kekayaan yang sudah ada di muka bumi ini, 

seperti halnya perusakan alam, habitat, perburuan satwa liar yang marak terjadi. 

Semestinya manusia sebagai pemimpin bumi, mengelola dengan baik serta 

mempelajari proses evolusi, geologi, distribusi, dan divergensi untuk dapat meraba 

tanda-tanda kekuasaan Allah SWT. 

Seiring berjalannya proses geologi yang berlangsung dalam waktu yang 

lama, proses evolusi terjadi. Tidak hanya terjadi pada tingkat macroevolution, 

namun juga sampai ke tingkat microevolution. Mikroevolusi yang terjadi pada 

tingkat DNA, RNA, dan protein, tengah diteliti untuk menguak hubungan 

kekerabatan, proses yang terjadi pada kisaran waktu tertentu dengan analisis waktu 

divergensi dari asam nukleat (molecular clock), studi mengenai fungsi DNA 

sampah yang juga masih belum diketahui, serta kajian-kajian lainnya seperti 

biogeografi yang juga berkaitan dengan proses spesiasi dari suatu spesies (Sodhi 

dkk., 2010).  
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2.3 Hubungan Kekerabatan  

2.3.1 Analisis Filogenetika 

Analisis hubungan kekerabatan merupakan metode yang digunakan dalam 

mengevaluasi sistematika yang diharapkan mampu menjelaskan keanekaragaman 

organisme serta hubungan kekerabatannya yang digambarkan dalam sebuah klad 

atau filogram (Hidayat dan Pancoro, 2008). Metode ini mengkombinasikan teknik 

biologi molekuler (data genetik) dan karakter morfologi (data fenetik). Filogenetik 

memiliki konsep bahwa seluruh organisme yang saat ini ada memiliki hubungan 

kekerabatan satu sama lain dan diturunkan dari satu nenek moyang yang sama 

(common ancestor) dengan  jumlah variasi yang bersifat tidak terbatas. Sekelompok 

organisme yang memiliki banyak kesamaan sifat atau karakter (character state) 

dianggap memiliki hubungan kekerabatan yang lebih dekat (Hidayat & Pancoro, 

2008).  

Terminologi dasar dalam mendefinisikan sebuah karakter yang 

membedakan spesies (character state) dibagi menjadi 3 diantaranya:  

synapomophy, apomoprhy, dan plesiomorphy (Hidayat dkk., 2009). Seluruh 

anggota yang memiliki kesamaan karakter akan membentuk sebuah klad yang sama 

(synapomorphy). Sedangkan karakter apomorphy merupakan karakter yang 

berubah secara independen dan terdapat pada kelompok/ klad ingroup. Karakter 

plesiomorphy merupakan karakter primitif yang terdapat pada kelompok/ klad 

outgroup. Dalam rekonstruksi pohon filogenetik, diperlukan taksa outgroup yang 

memunculkan adanya polarisasi karakter (apomorphy dan plesiomorphy) yang 

dikenal dengan istilah metode outgrouping, menghasilkan pohon yang memiliki 
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akar (rooted tree) sebagai batasan yang jelas (Gambar 2.2) (Hidayat dan Pancoro, 

2008). 

 

Gambar 2.2. Pohon kekerabatan dan polarisasi karakter dalam analisis 

filogenetika (Hidayat, dan Pancoro, 2008) 

Rekonstruksi pohon filogenetik bertujuan untuk menyusun hubungan 

kekerabatan diantara organisme dengan tepat dengan memperkirakan perbedaan 

yang ada dari common ancestor terhadap descendant-nya. Dalam  mengevaluasi  

pohon filogenetik, beberapa istilah yang dikenal diantaranya adalah: monofiletik 

(jika common ancestor/ nenek moyang tunggal, menghasilkan semua taksa yang 

diturunkan/ descendant dalam satu kelompok taksa sama, tidak pada kelompok 

taksa maupun garis keturunan yang lain, pengelompokkan yang monofiletik 

merupakan bentuk yang ideal dalam taksonomi), polifiletik (jika descendant 

memiliki garis keturunan dua atau lebih pada common ancestor yang berbeda), dan 

parafiletik (taksa tidak termasuk ke dalam spesies yang mempunyai common 

ancestor yang sama, tetapi menurunkan spesies yang termasuk kedalam kelompok 

taksa tersebut) (Gambar 2.3) (Lemey dkk., 2009). 
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Gambar 2.3. Istilah dalam mengevaluasi pohon filogenetik. (a) monofiletik, (b) 

parafiletik, (c) polifiletik (Hershkovitz & Leipe, 1998) 

Karakter morfologi telah lama digunakan dalam banyak penelitian analisis 

hubungan kekerabatan, namun sering kali didapatkan hasil yang kurang akurat 

karena karakter pembeda spesies yang sulit diamati. Faktor lain yang dapat 

mempengaruhi adalah sifat kuantitatif yang kemudian dikendalikan oleh beberapa 

gen yang dipengaruhi oleh lingkungan (Hershkovitz & Leipe, 1998). Oleh karena 

itu, dilakukanlah analisis filogenetika molekuler dengan menggunakan sumber data 

dari urutan asam deoksiribonukleat (DNA), asam ribonukleat (RNA), atau protein 

(Hills dkk., 1996).  

Sekuen DNA digunakan karena urutan DNA merupakan pengkode sifat 

spesifik yang sangat penting pada suatu organisme, mudah diisolasi, diekstrak, 

dianalisis model evolusinya secara komparatif, dan memuat banyak informasi 

beragam lainnya (Hills dkk., 1996). Sekuens DNA dapat memberikan informasi 

yang akurat terhadap karakter yang ada melalui pengujian homologi (Alignment) 

(Castrestana, 2000). DNA juga mengkode banyak sifat karakter (character states) 

yang muncul karena adanya laju perubahan dari basa nukleotida yang berbeda-beda 

(Hills dkk., 1996). Persyaratan yang harus dipenuhi dalam analisis filogenetik 
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diantaranya (Hershkovitz dan Leipe, 1998): (a) Urutan  DNA memiliki sumber 

yang jelas dan spesifik, yaitu dari inti sel (nuDNA), kloroplas (cpDNA) atau 

mitokondria (mtDNA); (b) Urutan DNA bersifat homolog yang berarti diturunkan 

dari satu nenek moyang yang sama; (c) Urutan DNA mempunyai model subtitusi 

yang sama (bukan campuran antara nuDNA dan mtDNA atau genom yang lainnya).  

Analisis filogenetik pada umumnya melalui tiga tahapan umum, yaitu 

(Cavalli-Sforza & Balfourier, 1997): 

1. Alignment, bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya sifat homolog antara satu 

set sekuen DNA/protein dengan sekuen DNA/protein lainnya. Alignment 

sekuen menjadikan setiap basa nukleotida dari purin dan pirimidin (A, C, T, G) 

menjadi situs yang equivalen. Umumnya terdapat gap yang dihasilkan pada 

proses alignment karena adanya data yang hilang dan adanya proses insersi 

maupun delesi karena mutasi. Tahap ini sangat menentukan keberhasilan dari 

analisis filogenetik. 

2. Rekonstruksi pohon filogenetik, dibuat berdasarkan parameter pada karakter 

yang ditentukan. Penggunaan karakter ini dibagi menjadi 2 metode analisis 

utama, yaitu distance based method dan character based method. 

3. Evaluasi pohon filogenetik menggunakan uji statistik. Evaluasi ini melibatkan 

uji reliabilitas (bootstrap value dan posterior probability) serta uji topologi 

antara dua atau lebih pohon dengan metode yang berbeda. 

Rekonstruksi pohon filogenetik dapat dikategorikan menjadi dua metode 

dasar, yaitu distance based method dan character based method. Distance based 

method adalah metode yang didasarkan pada nilai indeks p-distance (jarak 
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perbedaan antara dua/ banyak sekuen. Beberapa metode yang termasuk ke dalam 

distance based model yaitu salah satunya Neighbor-Joining (NJ). character based 

method adalah metode yang mengacu langsung pada urutan basa nukleotida/asam 

amino dalam rekonstruksi pohon filogenetik. Metode character based model 

mencakup Maximum-Parsimony (MP), Maximum-Likelihood (ML), dan Bayesian 

Inference (BI) (Lemey, 2009). 

A. Neighbor joining  

Neighbor joining (NJ) merupakan metode analisis filogenetik yang 

mengacu pada nilai jarak evolusioner (p-distance) dari operational taxonomy unit 

(OTU), yang mengasumsikan bahwa setiap percabangan berevolusi dengan laju 

yang berbeda (Hills, 1996). Metode ini mengkalkulasikan secara langsung jarak ke 

nodus internal tanpa membangun cluster terlebih dahulu (Hall, 1942). Algoritma 

dari metode ini dapat dilihat pada  Gambar 2.4. 

 

Gambar 2.4. Algoritma Neighbour Joining (klusterisasi divisive) (Yang & 

Rannala, 2012) 
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B. Maximum parsimony  

Maximum parsimony merupakan metode analisis yang mengasumsikan 

penentuan pohon didasarkan pada jumlah subtitusi minimum antar character state 

pada setiap situs dari set sekuen. Perhitungannya relatif lebih cepat dibandingkan 

metode character based yang lain, serta terbebas dari asumsi model subtitusi 

nukleotida. Analisis ini dianggap mampu menggambarkan hubungan kekerabatan 

sebenarnya ketika tingkat divergensi sekuen DNA cukup rendah (Holder dan 

Lewis, 2003).  

C. Maximum likelihood  

Maximum likelihood merupakan metode analisis yang mengasumsikan 

bahwa perubahan yang terjadi pada seluruh basa nukleotida dianggap memiliki laju 

yang sama/ sebanding. Analisis Maximum likelihood membutuhkan waktu yang 

agak lama dalam mengkalkulasi dan mengestimasi filogramnya (Felsenstein, 

1981).  

D. Bayesian Inferrence 

Metode Bayesian Inferrence merupakan metode analisis terbaru yang 

menggunakan parameter probabilitas prior dan probabilitas posterior dalam 

menentukan kesimpulan statistiknya. Metode Bayesian dikombinasikan dengan 

algoritma numerical Monte Carlo Markov Chain (MCMC) (Yang & Rannala, 

2012). Algoritma yang digunakan pada metode ini dapat dilihat pada Gambar 2.5. 
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Gambar 2.5. Teorema Bayes, dimana P(T,θ) merupakan probablitas Prior untuk 

pohon dengan parameter θ, P (D|T, θ) merupakan likelihood atau probabalitas dari 

data yang ada, dan P(T, θ|D) merupakan probabilitas posterior, dan P(D) sebagai 

denominator (Yang & Rannala, 2012) 

Dalam rekonstruksi pohon filogenetik terdapat beberapa model subtitusi 

nukleotida. Model-model tersebut diantaranya adalah JC69 (Jukes-Cantor, 1969), 

K80 (Kimura, 1980), HKY85 (Hashegawa-Kimino Yane, 1985). Model ini 

didasarkan pada proporsi laju dan frekuensi subtitusi dari nukleotida yang 

selanjutnya berkembang menjadi beberapa model yang lebih kompleks 

menyesuaikan dataset yang ada (Yang & Ranala, 2012) (Gambar 2.6). 

 

Gambar 2.6. Markov models dari subtitusi nukleotida, Ketebalan arah 

menandakan laju subtitusi nukleotida, ukuran lingkaran menandakan frekuensi 

nukleotida untuk mencapai proses subtitusi yang equilibrium (Yang & Rannala, 

2012). 

Setiap metode memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing. 

Kelebihan dan kekurangan dari setiap analisis filogenetik terangkum pada Tabel 

2.1. 
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Tabel 2.1. Rangkuman dari kelebihan dan kelebihan beberapa metode rekonstruksi 

pohon filogenetik. 
Kelebihan Kekurangan 

Parsimony methods 

Simpel dan lebih intuitif Asumsi tidak secara jelas dijabarkan, dan sulit 

dipahami 

Hanya bekerja pada beberapa data saja 

(misalnya SINES dan LINES) 

Kurangnya model yang digunakan, tidak 

bergunanya ilmu evolusi sekuen 

 Branch lengths secara substansial diabaikan 

apabila laju subtitusi tinggi  

 Metode ini kemungkinan dapat mengalami 

long-branch attraction yang tidak 

merefleksikan proses evolusi 

Distance methods 

Waktu komputasi yang sangat cepat Kebanyakan distance methods (contohnya 

Neigbour-Joining), mengabaikan variasi dari 

estimasi jarak 

Dapat diaplikasikan terhadap berbagai 

macam data ketika jarak genetik diketahui 

Kalkulasi jarak menjadi masalah apabila 

sekuen divergen dan memiliki banyak gap pada 

alignment 

Model untuk kalkulasi distance dapat dipilih 

menyesuaikan dengan data 

Negative branch length tidak berarti apa-apa 

pada pohon 

Likelihood methods 

Bisa menggunakan model subtitusi yang 

kompleks, mendekati realitas biologi 

Proses komputasi yang berat  

Program yang kuat dalam mengestimasi 

parameter dan menguji hipotesa 

Topologi pohon bukan merupakan parameter, 

sehingga sulit melakukan estimasi, proporsi 

dari bootstrap value sulit untuk 

diinterpretasikan 

Bayesian methods 

Bisa menggunakan model subtitusi yang 

realistik, seperti halnya metode maximum 

likelihood 

Markov Chain Monte Carlo (MCMC) meliputi 

komputasi yang  berat 

Probabilitas Prior bisa diinterpretasikan 

dengan informasi lainnya 

Pada dataset yang besar, Konvergensi dari 

MCMC dan mixing problems sulit untuk 

diketahui dan dievaluasi 

Probabilitas Posterior untuk pohon dan klad 

mudah untuk diinterpretasikan 

Probabilitas Posterior biasanya terlalu tinggi 

 Seleksi model meliputi komputasi yang agak 

sulit 

Sumber: Yang & Rannala, 2012. 
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2.3.2 DNA Mitokondria sebagai  gen penanda: gen 12S rRNA, tRNAval, dan 

16S rRNA 

Penggunaan sekuen DNA dalam merekonstruksi pohon filogenetik dari 

taksa telah yang berevolusi, dapat dilakukan berdasarkan genom DNA Inti 

(nuDNA), genom DNA mitokondria (mtDNA), maupun genom dari klorofil dan 

plastida pada tumbuhan. Beberapa bagian gen dari genom tersebut memiliki 

material genetik yang mampu menggambarkan sejarah evolusi dan hubungan 

kekerabatannya. Genom mtDNA kerap digunakan dalam memodelkan sebuah 

pohon filogenetik dari setiap taksa (Brown dkk., 1979; Moore, 1995).  

DNA mitokondria merupakan DNA sirkuler yang terdapat pada organela 

mitokondria di dalam sel. Mitokondria memiliki genom yang berbeda dibandingkan 

genom nuDNA maupun kloroplas, mengandung kurang lebih ~16 -20 kbp dan 

memiliki 22tRNAs, 2rRNAs, dan 13 protein dengan hanya satu non-coding region 

pada pengorganisasian genomiknya. Diperkirakan bahwa mtDNA berevolusi 

secara terpisah dari genom lainnya, serta memiliki kemiripan dengan genom dari 

bakteri dalam bermutasi (Wolstenhome, 1992; Moraes dkk., 2002).  

Materi genetik mtDNA kerap digunakan dalam menyimpulkan hubungan 

kekerabatan maupun evolusi dikarenakan beberapa faktor. Faktor yang pertama 

yaitu laju evolusinya (substitution rate) yang tinggi dibandingkan conserved region 

yang lain. Secara spesifik, laju evolusi pada jenis hewan vertebrata diperkirakan 

berlangsung 5-10 kali lebih cepat dari penyalinan satu buah copy DNA inti pada 10 

Mya before present (Brown dkk., 1982). Faktor kedua yaitu sifatnya langsung 

diturunkan dari maternal (single lingkage group/ haplotype) sehingga 

merepresentasikan gambaran estimasi hubungan kekerabatan yang independen 
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(Moore, 1995). Faktor lainnya yaitu karakter yang komplek, dan tersedia untuk 

dibandingkan meliputi: RNA processing, protein, tRNA, rRNA, variasi kode 

genetik, dan susunannya yang bervariasi (Garesse dkk., 1997). 

Pemodelan genom mtDNA amfibi bisa dilihat pada penelitian Kotaki dkk. 

(2010), secara spesifik pada Famili Ranidae. Secara garis besar, susunan dan konten 

genomik pada amfibi identik pada hewan vertebrata lainnya. Genomik dari mtDNA 

amfibi mencakup 13 gen protein-coding (kecuali ND6, dan 12 gen lainnya yang 

dikodekan oleh H-strand), 2 gen rRNA (12S rRNA dan 16S rRNA), dan 22 gen 

tRNA (14 pada H-strand dan 8 pada L-strand) dimana beberapa gen tersebut 

memiliki variasi tingkat substitution rates yang tinggi dan conserved region yang 

banyak (Kjer, 1997; Kotaki dkk., 2010, Xia dkk., 2014) (Gambar 2.7). 

 

Gambar 2.7.  Peta genomik mitokondria secara umum pada golongan katak dari 

Famili Ranidae (Kotaki dkk., 2010) 

Penggunaan gen dalam menyimpulkan hubungan kekerabatan dapat diraih 

menggunakan 2 cara fundamental yaitu concatenated alignment (beberapa gen 
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dianalisis tanpa di partisi dengan asumsi model dan laju evolusi yang sama), dan 

partition alignment (beberapa gen dianalisis dengan asumsi model dan laju evolusi 

yang berbeda) yang kemudian  membentuk species tree. Penggunaan multiple genes 

terbukti mampu meresolusikan gene trees yang lebih valid dibandingkan single 

genes dalam beberapa kondisi (Gadagkar, 2005). Namun, hanya beberapa gen yang 

conserved yang bisa digunakan untuk analisis bahkan pada tingkatan spesies 

maupun populasi (Matsui dkk., 2010; Kres dkk., 2014; Meganathan dkk., 2010).  

Beberapa gabungan gen mitokondria lainnya ternyata mampu 

mengidentifikasikan spesies burung bahkan sampai ke tingkatan subspesies 

(Herbert dkk., 2004). Penggunaan gen 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA dalam 

meresolusikan pohon filogenetik pernah dilakukan sebelumnya, namun dilakukan 

secara independen dan belum menghasilkan pohon yang komprehensif. (Arifin 

dkk., 2018; Cai dkk., 2007; Stuart, 2008; Matsui dkk., 2010). Pemodelan 

concatenated alignment dengan gen 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA, juga 

pernah dilakukan oleh Fahmi & Kurniawan (2015), Emerson dkk., (2000) pada 

penelitian katak bertaring Famili Ranidae dan mampu meresolusikan pohon yang 

menyerupai species tree dan dapat digunakan sebagai primary barcoding gene 

(Kres dkk., 2014). 

2.3.3 Software Analisis Filogenetika Molekuler 

Beberapa software yang digunakan dalam analisis filogenetika molekuler 

diantaranya adalah sebagai berikut :  

a. MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), merupakan software 

analisis berisikan banyak fitur dan metode dalam analisis phylogenomic, 
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phylomedicine, sejarah evolusi, pohon filogenetik, multiple sequence alignment 

(MSA) dan masih banyak fitur yang lain. Software ini telah beberapa kali 

mengalami update dengan tampilan GUI (graphical user interface) yang mudah 

dioperasikan (Kumar dkk., 2018). 

b. gBlock merupakan software yang dapat mengeliminasi situs alignment yang 

buruk karena adanya missing gap, ambiguous site, maupun missing data secara 

otomatis setelah dilakukan proses alignment,  sehingga dapat menghasilkan hasil 

yang lebih akurat. Software ini menyediakan layanan analisis secara online 

server maupun portable offline dengan memasukkan file berformat .fasta 

maupun .nbrf/pir (Castresana., 2000). 

c. Jmodeltest, merupakan software tools yang berfungsi untuk mengevaluasi model 

evolusi dari sekuens nukleotida. Software ini merupakan pengembangan dari 

model sebelumnya yaitu ModelTest (Darriba, 2012). 

d. PAUP* (Phylogenetics Analysis Using Parsimony *and other methods), 

merupakan software filogenetik komputasional yang mampu menyimpulkan 

pohon filogenetik dan evolusinya. Software ini  mendukung analisis distance 

matrix, likelihood methods, dan parsimony. Program ini menggunakan data 

dengan format .nexus dalam analisisnya (Swofford, 2002). 

e. Kakusan 4 merupakan software untuk menyeleksi model subtitusi nukleotida 

dan konfigurasinya secara otomatis pada setiap gen untuk setiap model yang 

digunakan (mixed model). Keleluasannya menjadi kelebihan daripada software 

yang lain (Tanabe, 2007) 
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f. MrBayes merupakan software untuk melakukan analisis Bayesian Inference 

dengan pilihan model yang bervariasi dalam menentukan pohon filogenetik dan 

model evolusinya. Program ini menggunakan metode algoritma numerical 

Markov Chain Monte Carlo (MCMC) untuk mengestimasi distribusi posterior 

dari parameter modelnya (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). 

g. FigTree merupakan software yang didesain untuk menvisualisasikan pohon 

filogenetik dan kronogram yang siap untuk dipublikasikan. Program ini didesain 

khusus untuk menampilkan summarized dan annotated trees yang diproduksi 

oleh software analisis BEAST. (Drummond & Rambaut, 2007). 

2.4 Estimasi Waktu Divergensi Genetik 

2.4.1 Konsep Molecular Clock 

Perubahan genetik mengarah pada proses evolusi yang terjadi ketika 

terdapat suatu populasi yang terisolir karena barrier geografis maupun isolasi 

reproduktif. Batasan tersebut mengubah aliran gen (gene flow) dan menyebabkan 

peristiwa hanyutan genetik (genetic drift). Seiring berjalannya waktu dan proses 

yang sangat lama, terjadi mutasi alami dari sebuah populasi menjadi subpopulasi 

yang baru akibat dari aliran gen (gene flow) yang berbeda (Ho, 2008). Proses 

tersebut dapat dikalkulasi dan diestimasi menggunakan sebuah hipotesis yaitu 

molecular clocks, sebuah teknik yang menggunakan laju mutasi untuk menentukan 

waktu divergensi saat dua organsime saling berpisah/ berdivergensi, menggunakan 

data sekuen DNA, asam amino, fossil maupun data arkeologi lainnya (Kumar, 

2005).  
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Hipotesis molecular clocks pertama kali diperkenalkan oleh Zuckerkandl 

dan Pauling (Fahmi & Kurniawan, 2015) melalui observasi empiris dari jumlah 

asam amino dari hemoglobin antar garis keturunan berbeda yang berubah linear 

dengan waktu sesuai estimasi dari data fossil. Hipotesis ini kemudian diperkuat lagi 

oleh Kimura (1968), tentang laju evolusi di tingkat molekuler. Penggunaan 

molecular clocks dapat menghasilkan gambaran rekonstruksi dari sejarah evolusi 

yang lebih jelas berdasarkan organisme yang berdivergensi sesuai dengan waktu 

seperti halnya evolusi manusia, sejarah migrasinya (Ke dkk.,2001), terjadinya 

proses spesiasi pada zaman tertentu (Klicka dan Zin, 1997), serta terjadinya radiasi 

pada kelompok organisme besar seperti hewan dan tumbuhan (Wang dkk., 1999). 

Implementasi molecular clocks dikalibrasikan dengan kejadian 

independent. Kejadian independent merupakan jangka estimasi dari penelitian 

sebelumnya, fossil, maupun data geologi lainnya (Hills dkk., 1996). Kalibrasi ini 

dikonversikan kedalam beberapa bentuk distribusi diantaranyat: uniform 

distribution, gamma distribution, exponential distribution, lognormal distribution, 

dan normal distribution. 

Uniform distribution digunakan ketika data kalibrasi memiliki batas 

maksimum yang didapatkan melalui sumber eksternal (bracketting) dan batas 

minimum yang didapatkan dari data fossil (Gambar 2.8). Sedangkan normal 

distribution tidak cocok digunakan untuk data yang bersumber dari data fosil, 

namun berfungsi optimal ketika digunakan oleh data yang bersumber dari kalibrasi 

utama waktu biogeografi dan kalibrasi sekunder. Gamma distribution merupakan 

distribusi yang digunakan sebagai prior dalam menskalasi penyimpulan metode 
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Bayesian (Bayesian Inference) yang didasarkan pada dua parameter yaitu parameter 

skalar (α) dan parameter rata- rata (λ) (Gambar 2.8). Exponential distribution 

merupakan distribusi yang mirip dengan gamma distribution, dengan distribusi 

yang lebih dispesifikasikan oleh parameter rata-rata (λ) (Gambar 2.8). Distribusi ini 

fungsional untuk data kalibrasi fosil yang dekat dengan titik ancestral. Sedangkan 

Log-normal distribution merupakan distribusi yang digunakan untuk data kalibrasi 

yang lebih tua jika dibandingkan dengan fosil, dengan probabilitas non-zero - ∞ 

(Ho, 2007). 

 

Gambar 2.8. Parameter distribusi yang digunakan sebagai priors ketika 

melakukan kalibrasi (Ho dan Phillips, 2009). 

Molecular clocks memiliki parameter tree prior dalam perhitungan statistik 

dan penentuan pohonnya. Tree prior adalah komponen dalam analisis Bayesian 

untuk penentuan waktu divergensi. Dalam hal ini, estimasi waktu divergensi yang 

digunakan untuk membandingkan sekuen adalah the Birth-Death model dan yule 

model. Tree prior yang didasarkan pada proses Birth-Death mengasumsikan bahwa 

descendant yang teradiasi/ terspesiasi maupun punah sangat bergantung pada 

parameter rata-rata tunggal untuk spesiasi (birth = λ), dan rata-rata tunggal untuk 
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punah (death = µ). Sedangakan yule model mengasumsikan bentuk prior khusus 

terspesifikasi pada proses spesiasi (Birth) dengan proses kepunahan tidak 

dipertimbangkan (µ=0) (Stadler, 2010). 

Parameter lain dalam molecular clocks yang digunakan yaitu model clocks, 

yaitu model yang menspesifikasikan garis keturunan berdasarkan laju subtitusi 

(lineage-specific rate variation).  Model yang paling sederhana adalah global 

molecular clocks yang menggunakan parameter tunggal untuk menskalasi waktu 

evolusi yang bekerja dengan mengestimasi subtitusi genetik tiap situs DNA per 

tahun maupun persatu juta tahun dengan laju subtitusi yang konstan pada waktu. 

Model ini hanya digunakan untuk menganalisis data sampel khusus pada sekuen 

intraspesifik (Brown & Yang, 2011). Model lain yang bisa digunakan yaitu 

Autocorrelated rates, dimana laju subtitusi meningkat bertahap pada pohon yang 

diestimasi (Thorne dan Kishino, 2002).  

2.4.2 Software Estimasi Waktu Divergensi 

Beberapa software yang digunakan untuk mengestimasi waktu divergensi 

genetik terangkum dalam sebuah paket software yaitu BEAST v2.4.1 package 

(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2007) 

yang berisikan software antara lain :  

1. BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees)  

BEAST merupakan software open source dalam analisis model Bayesian 

Inference berdasarkan data sekuen menggunakan penghitungan algoritma 

numerical MCMC (Monte Carlo Marcov Chain). Software ini digunakan untuk 

merekonstruksi pohon filogenetik dengan model variasi subtitusi tertentu, estimasi 
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waktu divergensi dan kalibrasi fosil, serta partisi model untuk data yang heterogen. 

Beberapa clock model yang dapat dijalankan dalam BEAST antara lain: global 

molecular clocks, local molecular clocks, compound poisson process, 

autocorrelated rates substitution rates evolve gradually over the tree dan 

uncorrelated rate (Drummond & Rambaut, 2007). Penentuan kalibrasi merupakan 

faktor penting mengingat data indpenden merupakan satu-satunya informasi 

absolut yang digunakan untuk mendukung data, serta menjadi referensi waktu 

penentuan data molekuler. Kalibrasi yang digunakan dalam clock model adalah 

informasi data fosil atau kejadian biogeografi (Woods, 2012). 

2. BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) 

BEAUti merupakan software utility dalam menghasilkan *BEAST input 

files yang biasanya dibuat dalam bahasa pemograman berformat .xml (Extensible 

Markup Language) (Drummond & Rambaut, 2007). Aplikasi ini mempermudah 

setting parameter semisal specify priors, partition data, calibrate internal nodes, 

dan parameter lainnya secara otomatis dengan GUI yang mudah, dibandingkan 

dengan meng-coding secara manual dalam bahasa pemograman .XML (Extensible 

Markup Language) (Woods, 2012). 

3. LogCombiner 

LogCombiner merupakan software yang dapat mengkombinasikan output file 

berupa log files atau tree files dari data hasil analisis (output) ganda yang diperoleh 

dari BEAST (Drummond & Rambaut, 2007). Hasil dari kombinasi tersebut 

kemudian dapat diolah dalam software Tracer (log files) dan software 

TreeAnnotator (tree files) (Woods, 2012). 
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4.  TreeAnnotator 

TreeAnnotator yaitu software yang digunakan untuk meringkas (summary) 

posterior sample dari tree files (Drummond & Rambaut, 2007). Software ini 

mampu merekonstruksi pohon  dengan maximum clade credibility yang dapat 

dipercaya, dengan men-discard beberapa pohon yang dihasilkan sehingga dapat 

menvisualisasikan satu true tree (pohon sebenarnya) (Woods, 2012). 

5. Tracer 

Tracer digunakan untuk menaksir, menginspeksi dan melihat konvergensi 

serta kestasioneran dari estimasi probabilitas posterior dan estimasi prior dari 

beberapa parameter yang dihasilkan setelah proses MCMC (Monte Carlo Markov 

Chain) (Drummond & Rambaut, 2007). Software ini juga digunakan untuk 

mengkalkulasi interval densitas posterior tertinggi (High Probability Density) 95% 

dan nilai efektifitas ukuran sampel (Effective Sampling Size) dari beberapa 

parameter (Woods, 2012). 

2.5 Hubungan antara Biogeografi dan Kekerabatan 

Biogeografi merupakan ilmu yang menggabungkan antara Biologi dan 

Geografi. Ilmu ini membahas khusus tentang proses persebaran flora maupun fauna 

yang berhubungan dengan faktor-faktor lingkungan dan geologi (Inger & Voris, 

2001; Cox & Moore, 2010). Secara spesifik, bidang biogeografi dibagi kedalam dua 

cabang yaitu fitogeografi yang khusus membahas tentang flora, dan zoogeografi 

yang khusus membahas tentang fauna. Zoogeografi merupakan disiplin ilmu 

biogeografi yang khusus mempelajari penyebaran spesies hewan di permukaan 

bumi sejak masa lalu sampai zaman sekarang. Banyak bukti diketahui bahwasanya 
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jenis binatang spesifik dapat berdistribusi ke penjuru bumi, sedangkan hewan yang 

lain hanya hidup pada kondisi dan karakteristik khusus (Darlington, 1957). 

Biogeografi berguna dalam memahami pola, proses, dan faktor yang 

mempengaruhi distribusi flora maupun fauna yang tentunya akan berkorelasi 

dengan hubungan kekerabatan serta sejarah evolusi dari organisme tertentu 

(Rotramel, 1973). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. 

An-Nuur ayat 45 yang berbunyi : 

شِي عَلَىَٰ  ن يَمأ هُم مَّ نِهِۦ وَمِنأ شِي عَلىََٰ بَطأ ن يَمأ هُم مَّ اءٖٓۖ فمَِنأ ن مَّ ُ خَلَقَ كُلَّ دَابَّٓةٖ م ِ وَٱللََّّ

ءٖ  َ عَلىََٰ كُل ِ شَيأ ٓ إِنَّ ٱللََّّ شِي عَلىََٰ ن يَمأ هُم مَّ نِ وَمِنأ ليَأ شِي عَلىََٰ رِجأ ن يَمأ هُم مَّ نِهِۦ وَمِنأ بَطأ

 قَدِيرٞ  

Artinya : “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian 

dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan 

dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat 

kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah 

Maha Kuasa atas segala sesuatu”. 

Potongan ayat tersebut menjelaskan Allah SWT dalam melakukan proses 

penciptaan semua makhluk hidup yang berasal dari air (Abdullah, 2004).. Allah 

SWT menghidupkan berbagai organisme di bumi dengan berbagai pola pergerakan, 

penampakan, golongan dan genetik (DNA) yang berbeda. Seperti adanya hewan 

yang mampu berjalan di atas  perutnya yang bisa dicontohkan dari golongan ular 

(Ophidia), dan hewan yang berjalan menggunakan kedua kakinya seperti manusia, 

dan hewan yang berjalan menggunakan keempat kakinya seperti kambing dan sapi. 

Ayat ini mengisyaratkan adanya pengklasifikasian dari kelompok dan golongan 

hewan tertentu yang telah diciptakan oleh Allah SWT karena memiliki kemiripan 

satu sama lain pada setiap golongan, salah satu contohnya dari caranya bergerak. 
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Proses terjadinya kemiripan atau kekerabatan ini terjadi melalui proses yang sangat 

lama, dan karena-Nya Allah berkuasa atas segala sesuatu yang diciptakan-Nya. 

2.6 Sistematika Amolops Cope, 1865 Sensu lato 

2.6.1 Sensu lato dan Sensu stricto 

Sensu merupakan bahasa latin yang berarti “sesuai dengan” dan sering kali 

digunakan pada bidang biologi khususnya taksonomi dan sistematika. Penggunaan 

terminologi ini didasarkan pada kebutuhannya dalam mengartikan sebuah konsep. 

Dalam taksonomi, dikenal sensu stricto; sensu strictiore; sensu stricissimo atau 

dalam arti yang lebih sempit “in the strict sense”. Sedangkan terminologi lainnya, 

dikenal istilah Sensu lato; sensu latiore; sensu latissimo atau yang berarti dalam 

arti luas “in the broader meaning”. Penggunaan terminologi ini didasarkan pada 

kebutuhan dalam memisahkan dan mengkategorikan sebuah taksa (Fishbase, 2017). 

2.6.2 Amfibi & Sejarah Taksonomi, Klasifikasi, Morfologi dari Amolops Cope, 

1865 Sensu lato 

Sistemaika dari Kelas Amphibia kedalam tiga Ordo yang tersebar di seluruh 

dunia. Kelas Amphibia dibagi menjadi Ordo Caudata (Salamander), Ordo Anura 

(Katak dan kodok), dan Ordo Gymnophiona (Caecillia) (Zug & Caldwell, 2001). 

Anura merupakan satu dari tiga Ordo yang memiliki jumlah taksa terbesar dan 

beragam (6.582 spesies katak dan kodok), dan akan terus bertambah melihat 

daerah-daerah terisolir yang masih belum diteliti saat ini (Nishikawa dkk., 2012).  

Sejumlah 436 spesies berasal dari Indonesia telah mewakili 15% spesies di 

dunia. Beberapa Famili Katak yang terdapat di Indonesia diantaranya : 

Bombinatoridae, Bufonidae, Dicroglossidae, Microhylidae, Rhacoporidae, 

Megophrydae, & golongan katak yang berdiversifikasi tinggi yaitu Famili Ranidae 
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(Iskandar, 1998). Ranidae merupakan golongan Katak Sejati yang berdistribusi luas 

di seluruh wilayah Indonesia, dan memiliki sejarah tata nama yang kompleks. 

Beberapa genus yang termasuk ke dalam Famili Ranidae diantaranya yaitu: 

Hyalarana, Chalcorana, Odorrana, Staurois, Sumatrana, Lithobates, Papurana, 

Pulchrana, dan Meristogenys & Huia yang dulu pernah menjadi satu genera 

kompleks dalam sekelompok taksa Amolops (Frost dkk., 2006). 

 Amolops Cope, 1865 (Cascade Frog) merupakan katak dari Famili Ranidae 

yang berdistribusi di Asia Tenggara. Katak ini memiliki kemampuan bertahan 

hidup di daerah sungai yang beraliran deras (torrent) karena adanya bentukan 

abdominal sucker pada fase berudu (gastromyzophorous tadpole type) (Gambar 

2.9) sehingga mampu menempel pada bebatuan di sungai (Inger, 1966). Yang 

(1991) membagi genus ini menjadi tiga kelompok genus dalam Amolops sensu 

Inger (1966) berdasarkan analisis filogenetik dan karakter morfologi, yaitu genera 

Amolops sensu stricto, dan genera baru yaitu Meristogenys dan Huia.  

 

Gambar 2.9. Larvae dengan tipe berudu gastromyzophorous, dengan karakter 

morfologi khusus berupa abdominal sucker, dimiliki oleh seluruh katak dari 

Amolops Cope, 1865 Sensu lato; kiri: jantan, kanan: betina, skala: 1 mm (Arifin 

dkk., 2018) 

Adapun klasifikasi dari Amolops Cope, 1865 Sensu lato yaitu (Shimada 

dkk., 2015): 

Kerajaan: Animalia 
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Filum: Chordata 

Kelas: Amphibia 

Ordo: Anura 

Famili: Ranidae 

Genus : Amolops Cope, 1865 

Huia Yang, 1991 

Meristogenys Yang, 1991 

Pengelompokkan Amolops didasarkan pada beberapa kesamaan 

karakteristik (synapomorphy) dengan adanya ábdominal sucker dan kelenjar racun 

pada sisi dorsal dan ventral. Penamaan genera Meristogenys didasarkan pada satu 

kesamaan karakter (synapomorphy) dengan larvae memiliki bentukkan paruh atas 

yang terbagi dan berusuk di permukaan luarnya. Sedangkan genera Huia didasarkan 

pada satu karakter synapomoprhy dengan larvae yang memiliki “kelenjar yang acak 

pada punggung” (Yang, 1991). Namun karakter pada Huia yang dievaluasi oleh 

Yang (1991), tidak ditemukan pada Huia cavitympanum (Inger, 1985). Penelitian 

selanjutnya menyebutkan bahwa ternyata karakter synapomorphy dari genus 

Amolops juga ditemukan pada genera yang lain. Kemudian Yang (1991) 

menyatukan kembali ketiga genera ini dalam sebuah subfamili Amolopinae pada 

Famili Ranidae. Namun Dubois (1992) tidak setuju dengan revisi taksonomi ini, 

dan menempatkan tiga genus yang dimaksudkan Yang (1991) ke dalam subgenera 

dari Amolops. Dalam hal ini, Yang (1991) gagal dalam mengidentifikasi kesamaan 

karakter morfologi ketika mendeksripsikan Huia, sehingga menimbulkan 

kerancuan/ kebingungan, dan dapat diperkirakan bahwa Huia tidak 
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merepresentasikan kelompok yang alami (natural group). Doria dkk. (1999) juga 

merekomendasikan tingkatan taksa dari Huia sebagai subgenus dari Amolops Cope, 

1865, namun sebagian besar peneliti sekarang mengkategorikan Huia pada 

tingkatan taksa Genus (Inger dkk., 1966). 

Analisis filogenetik telah dilakukan oleh beberapa peneliti untuk 

membuktikan kejelasan sistematika dari Amolops Cope, 1865 Sensu lato. Amolops 

tormotus China terbukti paraphyly dan bahkan bersarang (nested) pada kelompok 

dari klad Odorrana berdasarkan analisis mtDNA (Cai dkk., 2007). Masalah 

filogenetik juga ditemukan pada Huia dan ditemukan bahwa type species dari 

Genus Huia ditemukan di empat lineages berbeda berdasarkan analisis DNA inti 

dari gen RAG-1 dan gen tyrosinase (Stuart, 2007). Penelitian terbaru menyatakan 

bahwa katak ini tergolong tidak stabil secara taksonomi, dan diperlukan 

pengamatan morfologi dan anatomi secara mendetail untuk menemukan kesamaan 

karakter synapomoprhy, serta dataset sekuen DNA yang lebih banyak dan kuat 

untuk dikomparasikan (Arifin dkk., 2018). 

Amolops sensu Inger, 1966 mengategorikan beberapa spesies yang saat ini 

telah teridentifikasi. Amolops Sensu stricto Yang, 1991 memiliki total 55 taksa, 

dengan Huia sensu Frost, 2006 memiliki 5 taksa, dan Meristogenys sensu Yang, 

1991 memilki 13 taksa yang tersebar di Asia. Paparan Sunda sendiri memiliki 

beberapa spesies yang masuk ke dalam Amolops Sensu lato khususnya di Indonesia, 

diantaranya dari genera Huia dan Meristogenys (Frost dkk., 2006). 

Spesies dari Genus Huia yang diakui saat ini memiliki 4 taksa yaitu Huia 

cavitympanum (Boulenger, 1893) dari Borneo, Huia masonii (Boulenger, 1884) 
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endemik Jawa, Huia modiglianii (Doria, Salvidio, dan Tavano, 1999) endemik 

danau Toba, dan Huia sumatrana Yang, 1991 yang berasal dari Sumatra (Frost 

dkk., 2006) (Gambar 2.10). Validitas dari H. modiglianii masih diragukan oleh 

beberapa peneliti (Stuart, 2007; Yang, 1991) karena kurangnya data dan deskripsi 

yang lengkap. Salah satu type species dari Huia yang bisa dijadikan anggota 

tambahan (putative member) karena kemiripan karakternya hidup di sungai dengan 

aliran deras yaitu Odorrana hossii (Boulenger, 1891). 

   

Gambar 2.10. Dokumentasi Katak dari dari Genus Huia: (a) Huia masonii, (b) 

Huia sumatrana, (c) Huia cavitympanum (IUCN, 2018) 

Genus Meristogenys terdiri dari 13 taksa yang seluruhnya berdistribusi di 

Borneo diantaranya adalah Meristogenys amoropalamus (Matsui, 1986), 

Meristogenys dyscritus (Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011), 

Meristogenys kinabaluensis (Inger, 1966), Meristogenys macrophthalmus Yang, 

1991, Meristogenys maryatiae (Matsui, Shimada, & Sudin, 2010), Meristogenys 

orphnocnemis (Matsui, 1986), Meristogenys penrissenensis (Shimada, Matsui, 

Nishikawa, & Eto, 2015) Meristogenys phaeomerus (Inger dan Gritis, 1983), 

Meristogenys poecilus (Inger dan Gritis, 1983), Meristogenys stenocephalus 

(Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011), Meristogenys stigmachilus 

(Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011), dan Meristogenys 

whiteheadi (Boulenger, 1887) (Gambar 2.11).  

a b c 
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Gambar 2.11. Dokumentasi Katak dari Genus Meristogenys: (a) M. 

amoropalamus, (b) M. dyscritus, (c) M. jerboa, (d) M. kinabaluensis, (e) M. 

macrophthalmus, (f) M. maryatiae, (g) M. orphnocnemis, (h) M. penrissenensis, 

(i) M. phaeomerus, (j) M. poecilus, (k) M. stenocephalus, (l) M. stigmachilus, (m) 

M. whiteheadi (IUCN, 2018) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif statistik. Objek 

penelitiannya yaitu dataset sekuen Ingroup dari beberapa gen dari genom 

mitokondria (mtDNA) yaitu 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA dari Amolops 

Cope, 1865 Sensu lato yang terdiri dari Genus Huia, Meristogenys  dan anggota 

putatif lainnya yaitu Odorrana beserta outgroup-nya (Tabel 3.1). Sekuen dari 

spesies M. macropthalmus, M. penrissenensis, M. phaemorus, dan H. modiglianii 

tidak digunakan dalam analisis karena kurangnya data sekuen dari database. Hasil 

analisis filogenetik yang didapatkan, dibandingkan dengan literatur dan penelitian 

sebelumnya. Validitas dibuktikan dengan topologi dan nilai kredibilitas yang 

mendukung sehingga analisis estimasi waktu divergensi dapat dilakukan. 

3.2 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2019 – Maret 2019, 

bertempat di Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam 

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.3 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan adalah Laptop ASUS X550DP AMD  A10-5750M 

APU ~2.5 GHz dengan Memory 8192MB RAM. Sedangkan aplikasi yang 

digunakan diantaranya: MEGA X (Molecular Evolutionary Genetic Analyses), 

gblock v0.91b, Jmodeltest v2.1.10, PAUP* v4.0b1, Kakusan4 v4.0.2010.09.28, 

MrBayes v3.0b4, FigTree v1.4.3, dan BEAST v2.4.1 (Bayesian Evolutionary 
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Analysis Sampling Tree) package berisikan BEAST, BEAUti, LogCombiner, 

TreeAnnotator, dan Tracer. Bahan yang digunakan untuk analisis adalah data 

sekuen Ingroup dan Outgroup (Tabel 3.1 dan Gambar 3.1).  

Tabel 3.1. Data sekuen mtDNA (12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA dari Amolops 

Cope, 1865. 

Spesies Sumber 
Nomor Aksesi GenBank 

Lokalitas 
12S rRNA tRNAval 16S rRNA 

Huia masonii 
Brown dkk., 

(2015) 
KP298037.1 KP298037.1 KP298037.1 

West Java Province Java 

Huia 

cavitympanum 
Arifin dkk., 

(2018) 
MG909681.1 MG909602.1 MG909602.1 

Sabah, Borneo 

Huia sumatrana 
Arifin dkk., 

(2018) 
MG909677.1 MG909600.1 MG909600.1 

Langkat, North Sumatera 

Meristogenys 

amoropalamus 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526619.1 AB526619.1 AB526619.1 

Mahua Waterfall, Sabah, 

Borneo 

Meristogenys 

dyscritus 
Shimada 

dkk., (2011)  
AB526616.1 AB526616.1 AB526616.1 

Crocker Range National 

Park, Kimanus Sabah 

Borneo 

Meristogenys 

jerboa 
Matsui dkk., 

(2010) 
LC055963.1 LC055963.1 LC055963.1 

Sarawak, Serian, Ranchan: 

Malaysia 

Meristogenys 

kinabaluensis 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526618.1 AB526618.1 AB526618.1 

Mahua Waterfall, Sabah 

Borneo 

Meristogenys 

maryatiae 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526611.1 AB526611.1 AB526611.1 

Crocker Range National 

Park, Kimanus Sabah 

Borneo 

Meristogenys 

orphnocnemis 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526613.1 AB526613.1 AB526613.1 

Mahua Waterfall, Sabah 

Borneo 

Meristogenys 

poecilus 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526610.1 AB526610.1 AB526610.1 

Lanjak Entimau, Sarawak 

Meristogenys 

stenocephalus 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526612.1 AB526612.1 AB526612.1 

Crocker Range National 

Park, Kimanus, Sabah 

Borneo 

Meristogenys 

stigmachillus 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526614.1 AB526614.1 AB526614.1 

Crocker Range National 

Park, Mahua, Sabah Borneo 

Meristogenys 

whiteheadi 
Shimada 

dkk., (2011) 
AB526617.1 AB526617.1 AB526617.1 

Wario Kinabalu Park, Sabah 

Borneo 

Odorrana hosii 
Arifin dkk., 

(2018) 
MG909647.1 MG909605.1 MG909605.1 

Palungan Gunung Marad, 

Sarawak Borneo 

Limnonectes 

sisikdagu 
McLeod dkk., 

(2011) 
JF836880.1 JF836880.1 JF836880.1 

Sumatra Barat, Indonesia 
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Gambar 3.1. Peta distribusi dan spesimen yang diteliti, (peta diproyeksikan 

menggunakan QGIS 2.18 berdasarkan data lokalitas sebenarnya) 

3.4 Langkah Kerja 

3.4.1 Seleksi Data Sekuen 

Seleksi sekuen DNA mitokondria 12S rRNA, tRNAval, dan 16S rRNA dari 

Amolops Cope, 1865 Sensu lato yang terdiri dari Genus Huia, Meristogenys, dan 

Odorrana (Frost dkk., 2006) dilakukan untuk menseleksi sekuen dataset spesifik. 

Sekuen diambil dari database GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology 

Information). Pengambilan sekuen didasarkan pada data asal geografi dan 

persebaran yang jelas, dengan panjang sekuen setiap sampel ~1900 bp, yang 

disimpan dalam format FASTA, kemudian dilakukan pensejajaran (Aligning) 

(Gambar 3.2, Lampiran 1). 
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Gambar 3.2. Flow Chart  seleksi data sekuen 

3.4.2 Aligning Data Sekuen  

Sekuen yang telah disimpan ke dalam format FASTA dianalisis 

menggunakan software MEGA X (Kumar dkk., 2018). Setelah file tersebut di-

input-kan, dilakukan proses Alignment (penyejajaran). Proses penyejajaran 

dilakukan menggunakan menu Clustal W. Setelah semua sekuens disejajarkan dan 

ekuivalen, dilakukan pengecekan adanya data yang ganjil dan proses pemotongan 

(Trimming), gap dihapus menggunakan Gblocks 0.91b (Castresana, 2000) 

berdasarkan pensejajaran sekuens dari Outgroup taksa dan parameter default dari 

program (Lampiran 6). Selanjutnya hasil dari Alignment di-export lalu dikonversi 

dalam format .nexus dan .fasta, untuk analisis lebih lanjut (Gambar 3.3, Lampiran 

2). 
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Gambar 3.3. Flow Chart dari Aligning Data Sekuen 

3.4.3. Penentuan Model Evolusi untuk Analisis Filogenetik dan Estimasi 

Waktu Divergensi 

Modeltest atau tes model adalah analisis dalam mengevaluasi model evolusi 

sekuen nukleotida (subtitution model) yang optimum dan sesuai dengan data 

alignment query yang ada untuk digunakan dalam analisis filogenetik maupun 

estimasi waktu divergensi (Tanabe, 2007). Analisis model evolusi untuk analisis 

Maximum likelihood dilakukan melalui software jModeltest (Darriba, 2012) 

berdasarkan AIC (Akaike Information Criterion) (Tanabe, 2007) (Gambar 3.4), 

sedangkan analisis model evolusi untuk analisis Bayesian Inference dilakukan 

melalui software Kakusan 4 (Tanabe, 2007) (Gambar 3.4). Hasil dari estimasi 

diaplikasikan dalam analisis filogenetik Maximum Likelihood dan Bayesian 

Inference (Lampiran 3). 
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Gambar 3.4. Flow Chart penentuan model evolusi untuk analisis Maximum 

likelihood dan Bayesian Inference 

3.4.4. Analisis Filogenetik Maximum Likelihood, Maximum Parsimony dan 

Bayesian Inference  

Maximum parsimony dan Maximum likelihood dianalisis menggunakan 

software PAUP* (Swofford, 2002). Heuristic search option dari analisis 

Maximum Parsimony menggunakan TBR (tree bisection recognition) branch 

swapping, dengan replikasi pencarian 10 kali, dan replikasi bootstrap 1000 kali. 

Berdasarkan data evaluasi model subtitusi menggunakan jModeltest (Darriba, 

2012) didapatkan model subtitusi GTR (General Time Reversible), parameter G 

(Gamma), I (Invariant Sites) dari commandline PAUP* Block yang dikalkulasi 

sebelumnya (Lampiran 7). Heuristic search option dari analisis Maximum 

likelihood dianalisis dengan TBR (Tree Bisection Recognition) branch swapping, 
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dengan replikasi pencarian 10 kali, dan replikasi bootstrap 500 kali. Setiap output 

file yang dihasilkan divisualisasikan melalui FigTree v1.4.3 (Drummond & 

Rambaut, 2007) dan dibandingkan dengan analisis dan literatur pendukung 

(Gambar 3.5, Lampiran 4). 

 

Gambar 3.5. Flow Chart analisis filogenetik Maximum likelihood, Maximum 

Parsimony & Bayesian Inference 

Analisis BI (Bayesian Inference) dilakukan menggunakan software MrBayes 

3.0b4 (Huelsenbeck dan Ronquist, 2001). Berdasarkan data evaluasi model 

subtitusi dari software Kakusan 4 (Tanabe, 2007), yaitu dengan model subtitusi 

GTR (General Time Reversible) dan parameter G (Gamma), yang teridentifikasi 

sebagai model terbaik (Lampiran 8). Perhitungan MCMC (Monte Carlo Markov 

Chain) berjumlah 1000.000 generasi, perhitungan frekuensi sampel tiap 1000 

generasi, pohon dibentuk melalui konsensus topologi 50% (burnin=500) (Gambar 

3.7). Output file divisualisasikan menggunakan FigTree v1.4.3 (Drummond & 

Rambaut, 2007) dan dibandingkan dengan analisis dan literatur pendukung 
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(Gambar 3.5, Lampiran 4). Sebuah pohon filogeni memiliki nodus yang 

mendukung jika memiliki nilai bootstrap ≥70 untuk MLBP dan MPBP, serta ≥95 

untuk nilai BPP (Huelsenback & Hilis, 1993). 

3.4.3 Analisis Estimasi Waktu Divergensi Genetik  

Analisis estimasi waktu divergensi genetik dilakukan apabila topologi pohon 

dianggap kredibel dalam menjelaskan pemisahan antar taksa. Analisis dilakukan 

menggunakan software BEAST v2.4.1 package (Bayesian Evolutionary Analysis 

Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2007) dengan software BEAUti v2.4.1 

untuk mengkonstruksi execute file, berupa bahasa pemrograman berformat .xml. 

Analisis dilakukan menggunakan model subtitusi berdasarkan analisis dari software 

Kakusan 4 (Tanabe, 2007) (Lampiran 8), serta menggunakan clock model 

uncorrelated log-normal ‘‘relaxed” clock (Drummond dkk., 2006). Perhitungan 

MCMC (Monte Carlo Markov Chain) dilakukan setiap 1000 generasi dengan total 

10 juta generasi. Kalibrasi eksternal diperoleh dari Roelants dkk. (2007) yaitu 

waktu divergensi genetik antara Genus Limnonectes sisikdagu dengan Genus 

Meristogenys dan Genus Rana pada 70.3 Ma (CI 59.7-81.3), dan waktu divergensi 

genetik antara Genus Meristogenys dengan Genus Rana pada 32.6 Ma (CI 28.6-

40.5). Konvergensi distribusi yang stasioner dari prior dan posterior diamati melalui 

the likelihood and parameter sample plots dalam software Tracer ver1.4 

(Drummond & Rambaut, 2007). Hasil output berupa log dan tree file 

dikombinasikan dalam software Logcombiner v2.4.1 (Drummond & Rambaut, 

2007). Hasil pohon berjumlah 100001 diabaikan sampai hanya terdapat satu pohon 

(burnin = 1000000) melalui software TreeAnnotator v2.4.1 (Drummond & 
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Rambaut, 2007). Hasil rekonstruksi kronogram divisualisasikan dalam software 

Figtree v.1.4.3 (Drummond & Rambaut, 2007) (Gambar 3.6, Lampiran 5) dan 

dibandingkan dengan literatur pendukung. 

 

Gambar 3.6. Flow Chart estimasi waktu divergensi genetik
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Filogenetik antar taksa dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato di 

Paparan Sunda 

Hasil concatenated alignment dari 13 sekuen Ingroup 12S rRNA, tRNAVal, 

dan 16S rRNA dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda, dan 

2 taksa Outgroup yang telah diseleksi, menghasilkan sekuen dengan panjang 1668 

bp yang dapat dianalisis. Sekuen blok ini memiliki character state meliputi: 1041 

constant character, 235 variable character yang parsimony-informative, dan 

parsimony-informative characters berjumlah 392 (Lampiran 9). Spesifikasi 

karakter tersebut akan mempengaruhi hasil analisis filogenetik Maximum 

Likelihood, Maximum Parsimony, maupun Bayesian Inference karena algoritma 

dan penggunaan karakter yang berbeda di setiap analisisnya. 

Hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony 

(MP), dan Bayesian Inference (BI) dapat ditinjau pada sebuah filogram yang telah 

diringkas menjadi satu (Gambar 4.1). Nilai di setiap branch point/ nodus 

merupakan hasil dari nilai dukungan bootstrap dalam mendukung kredibilitas 

topologi. Nilai dukungan bootstrap dari analisis filogenetik Maximum Likelihood 

dinotasikan dengan MLBP (Maximum Likelihood Bootsrap Point), Maximum 

Parsimony dinotasikan dengan MPBP (Maximum Parsimony Boostrap Point), dan 

Bayesian Inference dinotasikan dengan BPP (Bayesian Posterior Probability). 

Hasil rekonstruksi filogram (Gambar 4.1) menunjukkan hasil filogram dari analisis 

filogenetik ML (Lampiran 10), MP (Lampiran 11), dan BI (Lampiran 12), 

menghasilkan topologi yang sama. Beberapa hasil dukungan bootstrap pada bebe-  
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Gambar 4.1. Filogram hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, dan Bayesian Inference Genus Amolops 

Sensu lato dari 12S rRNA, tRNAVal, dan 16S rRNA 



56 

 
 

rapa nodus/ branch point memiliki nilai yang tidak didukung dengan cabang yang 

tidak bisa dibedakan (polytomy) sehingga posisi external nodes atau taksa mungkin 

saja keliru. 

Hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood (ML) (Lampiran 10) 

menunjukkan bahwa sekelompok taksa dari Famili Ranidae merupakan kelompok 

monofiletik, dibuktikan dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MLBP: 100), 

memisahkan seluruh kelompok taksa dari Famili Ranidae (Genus Odorrana, Huia 

& Meristogenys) dengan Famili Dicroglossidae (L. sisikdagu). Hasil filogram dari 

analisis filogenetik ML menghasilkan 4 percabangan polytomy yaitu lineaeges H. 

sumatrana, O. hossi, klad Huia group (H. masonii & H. cavitympanum), dan klad 

Meristogenys group. Kegagalan proses bifurkasi dari dataset sekuen yang dianalisis 

bisa diakibatkan karena kurangnya variasi genetik atau character state (Lampiran 

13) yang mampu merepresentasikan divergensi taksa pada Genus Amolops Sensu 

lato yang diteliti. 

Genus Huia merupakan kelompok parafiletik, dimana tidak keseluruhan 

spesies dari Genus Huia tergolong ke dalam satu klad yang alami (natural group). 

Taksa H. masonii merupakan sister species dari H. cavitympanum dengan nilai 

dukungan bootstrap yang valid (MLBP: 100). Genus Meristogenys juga tergolong 

kelompok monofiletik, dimana sekelompok taksa ini memiliki common ancestor 

dan lineages yang sama. Walaupun tergolong dalam keturunan yang sama, 

pengelompokkan M. amoropalamus, M. dyscritus, M. jerboa, M. maryatiae, M. 

orphnocnemis, M. stenocephalus, M. stigmachilus menunjukkan percabangan yang 

polytomy. Adanya polytomy akibat ketidakmampuan dalam membedakan 
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kelompok yang alami (natural group) bisa dikarenakan oleh kurangnya character 

state pada alignment (Hidayat & Pancoro, 2008), sehingga diperlukan referensi 

dataset sekuen DNA yang lebih komprehensif lagi untuk dianalisis. 

Hasil analisis filogenetik Maximum Parsimony (MP) (Lampiran 11) 

menunjukkan bahwa sekelompok taksa dari Famili Ranidae merupakan kelompok 

monofiletik, dibuktikan dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MPBP: 100), 

memisahkan seluruh kelompok taksa dari Famili Ranidae (Genus Odorrana, Huia 

& Meristogenys) dengan Famili Dicroglossidae (L. sisikdagu). Hasil filogram dari 

analisis filogenetik MP mampu menghasilkan percabangan yang memisahkan taksa 

O. hosii dengan sekelompok taksa dari Amolops Sensu lato (Genus Huia & 

Meristogenys). Hal ini membuktikan dataset sekuen yang digunakan tergolong 

mampu menggambarkan divergensi taksa dalam hal pemisahan pada tingkatan 

Genus (O. Hossi dan kelompok Amolops Sensu lato).  

Genus Huia menunjukkan kelompok parafiletik seperti halnya pada hasil 

filogram ML. Taksa H. sumatrana merupakan sister lineages dari klad Huia group 

dan klad Meristogenys group. Taksa H. masonii merupakan sister species dari H. 

cavitympanum dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MPBP: 100). Sister 

species (kekerabatan yang dekat) pada klad Huia group kemungkinan karena 

identiknya situs yang homolog pada concatenated alignment, dengan 

ditemukannya perbedaan susunan basa nukleotida pada situs-situs tertentu  

(Lampiran 13). Klad Huia group (H. masonii & H. cavitympanum) merupakan 

sister lineages dari klad Meristogenys group dengan nilai dukungan bootstrap yang 

tidak begitu valid (MPBP: 60). Sedangkan Genus Meristogenys tergolong 
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kelompok yang monofiletik dengan common ancestor dan lineages yang sama, 

walaupun masih terdapat polytomy pada percabangan M. amoropalamus, M. 

dyscritus, M. jerboa, M. maryatiae, M. orphnocnemis, M. stenocephalus, M. 

stigmachilus, dan M. whiteheadi. Hal ini bisa diakibatkan karena tidak adanya 

model subtitusi yang digunakan pada analisis MP, atau character state yang kurang, 

sehingga belum merepresentasikan filogram MP yang baik (Yang & Rannala, 

2012). 

Hasil analisis filogenetik Bayesian Inference (BI) (Lampiran 12) 

menghasilkan filogram yang tidak jauh berbeda dalam hal divergensi taksa pada 

Famili Ranidae. Taksa O. hosii berpisah dengan Amolops Sensu lato dengan nilai 

dukungan bootstrap yang valid (BPP: 100). Genus Huia masih merepresentasikan 

kelompok parafiletik, dan Genus Meristogenys merepresentasikan kelompok 

monofiletik, sama dengan filogram dua analisis sebelumnya. Taksa H. sumatrana 

merupakan sister lineages dari seluruh taksa dari Huia group dan Meristogenys 

group dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (BPP: 95). Percabangan atau 

divergensi setiap taksa dari Meristogenys group nampaknya menunjukkan resolusi 

dan gambaran topologi yang lebih baik dari analisis sebelumnya, walaupun masih 

belum didukung nilai bootstrap yang begitu valid pada beberapa nodus. Topologi 

yang teresolusi lebih baik walaupun masih belum menghasilkan nilai dukungan 

bootsrap yang valid pada analisis BI, bisa dikarenakan oleh effective population 

size yang dianalisis secara heuristic sehingga meminimalisir adanya polytomy 

bahkan bifurkasi yang gagal. Kelebihan analisis BI dalam meresolusikan filogram 

yang lebih baik, bisa dikarenakan parameter yang lebih kompleks, penggunaan 
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algortima numerical Monte Carlo Markov Chain, dan distribusi prior dan posterior 

yang tidak terdapat pada dua analisis sebelumnya. Hasil rekonstruksi filogram dari 

semua hasil analisis filogenetik Maximum likelihood (ML) (Lampiran 5), Maximum 

Parsimony (MP) (Lampiran 6), dan Bayesian Inference (Lampiran 7) dengan nilai 

dukungan bootstrap dan topologi pohon dapat ditinjau pada Gambar 4.1.  

Gabungan dari 3 filogram menunjukkan pemisahan Famili Dicroglossidae 

dengan Famili Ranidae dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 1, 

MLBP: 100, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1). Famili Dicroglossidae 

merupakan subfamili (Dicroglossinae) dari Famili Ranidae (Frost dkk., 2006). 

Namun penelitian lebih lanjut menjelaskan Dicroglossinae naik satu tingkatan taksa 

membentuk Famili baru. Hal ini didukung dengan adanya karakter morfologis 

berupa keberadaan taring pada maksilar dan mandibular, dan dimorfisme jantan dan 

betina dengan ukuran SVL (Snout Vent Length) jantan yang lebih besar dari betina 

(Iskandar, 1998).  

Taksa O. hossi ditemukan berpisah dengan sekelompok taksa Ingroup yaitu 

Amolops Sensu lato (Genus Huia & Meristogenys) dengan nilai dukungan 

bootstrap didukung oleh analisis filogenetik BI (Nodus 2; MLBP: -, MPBP: -, BPP: 

100) (Gambar 4.1). Penentuan karakter synapomorphy atau derived characters 

(karakter yang diwariskan) dalam mengelompokkan Genus Odorrana dari Famili 

Ranidae lainnya, secara morfologi maupun anatomi masih belum terpecahkan 

(Frost dkk., 2006). Namun secara genetik, pengelompokkan Genus Odorrana 

terdapat pada letak translokasi DNA (Kurabayashi dkk., 2010). 
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Hubungan kekerabatan Amolops Sensu lato ditunjukkan dengan divergensi 

lebih awal taksa H. sumatrana dengan klad Huia group dan klad Meristogenys 

group yang didukung dengan nilai bootstrap yang valid (Nodus 3; MLBP:-, MPBP: 

100, BPP: 95) (Gambar 4.1). Hasil analisis filogenetik ini menunjukkan gambaran 

topologi yang berbeda dalam hal pengelompokkan Katak Arus Deras, Amolops 

Sensu lato. Riwayat taksonomi awalnya menyatukan Amolops Sensu lato menjadi 

satu genera berdasarkan karakter morfologi berupa jumlah gigi keratodon yang 

tinggi pada fase larvae (Inger, 1966). Selanjutnya Yang (1991) membagi Amolops 

Sensu lato menjadi 3 genera yaitu Amolops Sensu stricto (berdasarkan metacarpal 

pertama yang pendek, lalu ditemukan juga pada Genus Huia) dan 3 karakter pada 

berudu (lateral glands di fase larvae, gigi keratodon yang berjajar tidak terputus 

pada fase larvae, hind limbs yang lebih panjang) yang memisahkan Amolops Sensu 

stricto dengan Genus Huia & Meristogenys (Frost dkk., 2006). Namun, penentuan 

karakter synapomorphy dari ketiga genus tersebut masih dipertahankan menjadi 

Genus Huia & Meristogenys dan belum mengalami revisi taksonomi sehingga perlu 

dilakukan penelitian lebih lanjut.  

Hasil filogram menunjukkan bahwa taksa H. sumatrana merupakan sister 

lineages dari klad Huia group dan klad Meristogenys group. Taksa H. masonii 

merupakan sister species dari taksa H. cavitympanum dengan nilai dukungan 

bootstrap yang valid (Nodus 5, MLBP: 100, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1). 

Hal ini menunjukkan bahwa Genus Huia merepresentasikan kelompok parafiletik 

dan tidak membentuk natural group. Sesuai dengan penelitian Stuart (2008), genus 

ini merupakan kelompok taksa yang tidak stabil secara taksonomi, dengan 
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ditemukannya taksa H. cavitympanum bersarang (nested) pada lineages dari Genus 

Odorrana (mengindikasikan kekerabatan yang jauh dengan Genus Huia karena 

lineages yang berbeda, bersifat parafiletik) dan taksa H. sumatrana yang berkerabat 

lebih dekat dengan H. masonii berdasarkan analisis dari beberapa gen DNA inti 

(nuDNA).  

Sekelompok taksa dari Meristogenys group merepresentasikan kelompok 

monofiletik dengan common ancestor dan lineages yang sama dan membentuk 

natural group, dengan M. kinabaluensis sebagai sister lineages dari seluruh taksa 

dari Meristogenys group dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 6, 

MLBP: 97, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1). Hal ini didukung dengan bukti 

morfologis bahwa M. kinabaluensis dapat dibedakan dengan Meristogenys spp. 

lainnya berdasarkan  pola warna hijau terang dengan noktah hitam pada bagian 

punggung dan lateral yang tidak terdapat pada spesies Meristogenys lainnya. 

Perbedaan mendasar antar spesies dari Meristogenys spp., terdapat pada pola geligi 

larvae yang hanya bisa diamati menggunakan mikroskop (Inger,  1966).  

Taksa M. whiteheadi merupakan sister lineages dari sekelompok taksa dari 

Meristogenys group yang tersisa (M. poecillus, M. maryatiae, M. stigmachillus, M. 

amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis) 

dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 7, MLBP: 97, MPBP: -, BPP: 

100). Taksa M. poecillus menjadi sister lineages sekelompok taksa dari 

Meristogenys group yang tersisa (M. maryatiae, M. stigmachillus, M. 

amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis) 

dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 8, MLBP: 79, MPBP: -, BPP: 
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99). Taksa yang tersisa selanjutnya, tidak memiliki nilai dukungan bootstrap yang 

valid, kecuali kekerabatan yang dekat (sister species) antara taksa M. dyscritus dan 

M. orphnocnemis (Nodus 12, MLBP: -, MPBP: -, BPP: 86), dan taksa M. 

stenocephalus dengan M. amoropalamus (Nodus 11, MLBP: -, MPBP: -, BPP: 66).  

Hasil filogram dalam setiap analisis sesuai dengan penelitian Shimada dkk. 

(2015) dalam hal pemisahan klad Huia group dan klad Meristogenys group, namun 

berbeda pada letak bersarangnya (nested) taksa M. whiteheadi pada lineages dari 

sekelompok taksa M. stigmachilus dan M. whiteheadi. Filogram menunjukkan 

bahwasanya M. poecillus memiliki kekerabatan yang lebih dekat dengan seluruh 

taksa dari Meristogenys group yang tersisa (M. maryatiae, M. stigmachillus, M. 

amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis) 

dibandingkan taksa M. whiteheadi. Padahal, kedua spesies tersebut (M. poecilus & 

M. whiteheadi) memiliki kemiripan morfologis dalam ukuran tubuh yang relatif 

besar (SVL ≥ 41 mm pada Jantan, ≥ 66 mm pada betina) dibandingkan dengan M. 

maryatiae yang lebih kecil (SVL ≤ 38 mm pada Jantan dan ≤ 66 mm pada Betina). 

Selanjutnya, keseluruhan perbedaan dari Meristogenys spp. hanya dibedakan dari 

fase larvae dan sulit dibedakan pada fase dewasa karena kemiripannya yang sangat 

tinggi (Shimada dkk., 2015). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman 

Allah SWT QS. Fatir ayat 28 yang berbunyi: 
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ؤُا َۗ وَمِنَ ٱلنَّاسِ وَ  ٓ علُمَََٰ َ مِنأ عِبَادِهِ ٱلأ شَى ٱللََّّ لِكََۗ إنَِّمَا يَخأ نهُۥُ كَذََٰ وََٰ تلَِفٌ ألَأ مِ مُخأ عََٰ نَأ ِ وَٱلۡأ ٱلدَّوَابٓ 

َ عَزِيزٌ غَفوُرٌ   إِنَّ   ٱللََّّ

Artinya : “Dan demikian (pula) di antara manusia, binatang-binatang melata dan 

binatang-binatang ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan 

jenisnya). Sesungguhnya yang takut kepada Allah di antara hamba-

hamba-Nya, hanyalah ulama. Sesungguhnya Allah Maha Perkasa lagi 

Maha Pengampun”.  

Ayat ini memiliki makna  bahwa Allah telah menciptakan berbagai macam 

wujud makhluk hidup beraneka ragam bentuk dan coraknya. Bahkan Allah SWT 

juga menciptakan hewan yang memiliki warna kulit dan ukuran yang beraneka 

ragam walaupun berasal dari satu jenis. Penggalan kalimat mukhtalifun dipahami 

ulama sebagai bukti bahwa keragaman terdapat pada seluruh makhluk hidup 

(Shihab, 2002). Begitu juga yang terjadi pada jenis-jenis hewan katak dan kodok 

(hewan-hewan melata), yang memiliki keragaman mulai dari tingkatan genetik, 

sampai diekspresikan dalam bentuk fenetik berupa warna, jenis & ukuran.  

Ayat ini sekaligus menegaskan bahwa keragaman berasal dari satu sumber 

materi (Shihab, 2002), yang diibaratkan pada perbedaan karakter morfologi dan 

genetik pada setiap organismenya. Karakter-karakter tersebut muncul akibat faktor 

genetik yang bervariasi sehingga dapat dikelompokkan berdasarkan kesamaan ciri 

serta hubungan kekerabatan dari setiap individu yang bisa dirunut asal-usulnya. 

Sebagaimana juga yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS Al Anbiya 

ayat 30 yang berbunyi: 

 



64 

 
 

مَ  نَا مِنَ ٱلأ هُمَاۖ وَجَعَلأ نََٰ قٗا فَفتَقَأ ضَ كَانَتاَ رَتأ رَأ تِ وَٱلۡأ وََٰ اءِٓ أوََ لَمأ يَرَ ٱلَّذِينَ كَفرَُوٓا  أنََّ ٱلسَّمََٰ

مِنوُنَ  ٍٍّۚ أفََلََ يؤُأ ءٍ حَي   كُلَّ شَيأ

Artinya :“Dan apakah orang-orang yang kafir tidak mengetahui bahwasanya 

langit dan bumi itu keduanya dahulu adalah suatu yang padu, kemudian 

Kami pisahkan antara keduanya. Dan dari air Kami jadikan segala 

sesuatu yang hidup. Maka mengapakah mereka tiada juga beriman”. 

Ayat ini menegaskan tentang konsep penciptaan alam semesta yang 

merupakan satu kesatuan yang terpisahkan, lalu yang dengan kekuasaan Allah 

masing-masing dipisahkan dan dari-Nya lah kemudian muncul kehidupan pertama 

kali dari zat berupa air, dan telah dibuktikan oleh perkembangan ilmu pengetahuan 

saat ini (Shihab, 2002). Asal-usul keberagaman organisme di bumi saat ini dapat 

dirunut asal-usulnya, dimana tidak hanya katak dan kodok melainkan keseluruhan 

organisme yang ada memiliki keterkaitan satu sama lain, kemudian berpisah 

(berdivergensi) menjadi organisme dalam bentuk yang berbeda dan memiliki unsur 

terpenting berupa air pada komposisi tubuhnya. 

4.2 Estimasi Waktu Divergensi Genetik Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato 

di Paparan Sunda 

Hasil rekonstruksi kronogram menunjukkan waktu divergensi antara Famili 

Ranidae dan Famili Dicroglossidae pada ~61.89 (CI 48.58 – 75.11) Mya (Nodus 1, 

Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada early Paleocene epoch. Hasil estimasi ini sesuai 

dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa Famili Ranidae dan Famili 

Dicroglossidae terbentuk pada periode Paleogene, lebih tepatnya antara periode 

late Cretaceous sampai Paleocene epoch (Roelant dkk., 2007; Lohman dkk., 2011). 
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Gambar 4.2. Kronogram dari Amolops Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda berdasarkan gen 12S rRNA, tRNAVal, dan 16S rRNA 
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Tabel 4.1. Estimasi waktu divergensi genetik Amolops Cope, 1865 Sensu lato di 

Paparan Sunda berdasarkan gen 12S rRNA, tRNAVal, dan 16S rRNA. 

Nodus 

Waktu divergensi 

(Mya = Millian Years Ago; 

CI: Credible Interval) 

Keterangan 

(// = lineages yang berdivergensi; 

+ = lineages yang sama) 

1 61.89 

(CI 48.58 – 75.11) 

L. sisikdagu // Famili Ranidae 

2 34.8 

(CI 28.92 - 41.19) 

O. hossi // Amolops Sensu lato 

3 27.37 

(CI 20.62 - 34.53) 

H. sumatrana // Huia group + 

Meristogenys group 

4 24.93 

(CI 18.21 - 32.87) 

Huia Group // Meristogenys group 

5 4.81 

(CI 2.27 - 8.48) 

H. masonii // H. cavitympanum 

6 14.35 

(CI 9.31 - 20.72) 

M. kinabaluensis // M whiteheadi, M. 

poecillus, M. maryatiae, dan lainnya 

7 8.32 

(CI  5.49 - 12.44) 

M whiteheadi // M. poecillus, M. 

maryatiae, M. stigmachilus, dan 

lainnya 

8 7.3 

(4.75 - 10.58) 

M. poecillus // M. maryatiae, M. 

stigmachilus, M. stenocephalus, dan 

lainnya 

9 6.68 

(CI 4.39 - 9.63) 

M. maryatiae + M. stigmachillus // M. 

stenocephalus, amoropalamus, dan 

lainnya 

10 5.99 

(CI 3.71 - 8.87) 

M. maryatiae // M. stigmachilus 

11 6.08 

(CI 3.97 - 8.71) 

M. stenocephalus + M. amoropalamus 

// M. jerboa, M. orphnocnemis, dan 

lainnya 

12 5.12 

(CI 2.98 - 8.58) 

M. stenocephalus // M. amoropalamus 

13 5.51 

(CI 3.52 - 8.01) 

M. jerboa // M. orphnocnemis + M. 

dyscritus 

14 4.58 

(CI 2.58 - 6.59) 

M. orphnocnemis // M. dyscritus 

 

Pada periode tersebut, terjadi diversifikasi berupa adaptive radiation dari serangga, 

mamalia dan vertebrata setelah terjadinya mass extinction event akibat presipitasi 

asteroid yang memusnahkan dinosaurus dan banyak organisme laut (Starr dkk., 

2015). Ilustrasi  kronologis pemisahan Famili Ranidae dan Dicroglossidae dapat  
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dilihat pada Gambar 4.3. 

 

Gambar 4.3. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Famili Ranidae dan 

Dicroglossidae (L. sisikdagu) berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda 

(Peta berdasarkan Lohman dkk., 2011) 

Estimasi waktu yang didapatkan, mendukung teori terjadinya diversifikasi 

episodik dari kelompok Ordo Anura yang telah sampai pada tahapan ke-3 (Bossuyt 

& Roelants, 2009). Pada periode late Cretaceous sampai periode early Paleogene 

(~70-50 Mya), muncul golongan hewan dari kelompok katak modern 

(Neobatrachia) mencakup Famili Ranidae dan Famili Dicroglossidae (Bossuyt & 

Roelants, 2009). Diversifikasi ini diduga terjadi karena hasil fragmentasi/ pecahan 

dari kontinen Gondwana, terbentuknya hutan stepa dan padang rumput yang luas, 

serta iklim yang mendukung daerah tropis dan subtropis, sampai terbentuk Paparan 

Sunda yang luas (Lohman dkk., 2011).  
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Hasil estimasi waktu divergensi memisahkan Genus Odorrana dengan 

Genus Amolops Sensu lato yang terjadi pada ~34.8 (CI 48.58 – 75.11) Mya (Nodus 

2, Tabel 4.1, Gambar 4.2). pada late Eocene epoch. Estimasi waktu divergensi 

selaras dengan penelitian Roelants dkk. (2007) yang menyatakan bahwa pemisahan 

Genus Rana, Meristogenys, & Huia terjadi pada late Eocene epoch sampai early 

Oligocene epoch (~28-40 Mya). Pada masa ini, masih terbentuk Semenanjung 

Malaya, Indochina, namun belum terbentuk mikrokontinen dari Paparan Sunda 

(Lohman dkk., 2011). Ilustrasi kronologis pemisahan genus dari Famili Ranidae 

dapat dilihat pada Gambar 4.4. 

 

Gambar 4.4. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Famili Ranidae, Genus Rana dan 

Amolops Sensu lato berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta 

berdasarkan Lohman dkk., 2011) 

Estimasi divergensi genetik taksa H. sumatrana dengan klad Huia group 

dan Meristogenys group terjadi pada ~27.37 (CI 20.62 – 34.53) Mya (Nodus 3, 



69 

 
 

Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada late Eocene epoch sampai early Miocene epoch. 

Estimasi waktu divergensi dari Huia group dan Meristogenys group terjadi pada 

~24.93 (CI 18.21 – 32.87) Mya (Nodus 4, Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada early 

Oligocene epoch early Miocene epoch, dimana waktu pemisahan antara H. 

sumatrana dengan Huia group dan Meristogenys group terjadi pada waktu hampir 

bersamaan. Hasil estimasi waktu pemisahan sesuai dengan teori rekonstruksi 

Paparan Sunda akibat tumbukan lempeng Eurasia dan lempeng Australia yang 

terjadi pada Eocene epoch sampai Oligocene epoch (~30-40 Mya) (Lohman dkk., 

2011). Ketika early Miocene epoch (~20 Mya) telah terbentuk bakal pulau dari 

wilayah Sumatra yang akan memisah dari Semenanjung Malaya dan Pulau Jawa 

yang sudah terpisah dengan Sumatra pada ~15 Mya (Hall, 1966). Hal ini 

memungkinkan terjadinya pemisahan lebih awal taksa H. sumatra dari klad Huia 

group dan Meristogenys group, diakibatkan pemisahan awal mikrokontinen 

Sumatra dari Paparan Sunda. Ilustrasi kronologis pemisahan Amolops Sensu lato 

dapat dilihat pada Gambar 4.5. 
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Gambar 4.5. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Amolops Sensu lato berdasarkan 

waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta berdasarkan Lohman dkk., 2011) 

Pemisahan tersebut tidak berlangsung lama, karena terjadi penggabungan 

kembali seluruh kontinen Paparan Sunda pada last glacial maximum/ Pleistocene 

epoch (~250.000 ya), terjadi penurunan permukaan air laut (glasiasi) yang sangat 

tinggi (Clark dkk., 2009), membentuk dataran rawa dan savana yang sangat luas. 

Adanya paparan ini membentuk sistem sungai purba (Paleo-river)/ sistem sungai 

Molengraaf yang memiliki dua aliran utama yaitu sungai Sunda Timur yang 

bermuara di sebelah timur Pulau Madura, dan sungai Sunda Utara yang bermuara 

di sebelah barat laut Pulau Kalimantan (Whitten, 1996; Tjia, 1980). Aliran ini 

diduga menjadi jalur distribusi fauna di Paparan Sunda, sehingga terdapat 

kemiripan dan keterkaitan satu sama lain disetiap kontinennya. Setelah itu, terjadi 

peningkatan permukaan air laut (deglasiasi) kembalo dalam waktu yang singkat, 
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menenggelamkan sistem sungai yang ada serta mengakhiri masa last glacial 

maximum/ Pleistocene epoch (~10000 - 17000 ya) (Whitten, 1996; Tjia, 1980). 

Proses berpisah, menyatu, dan berpisahnya kembali kontinen di Paparan Sunda 

diduga menimbulkan kompleksitas pola distribusi dan divergensi organisme di 

dalamnya. 

Estimasi waktu divergensi dari divergensi taksa H. masonii dan taksa H. 

cavitympanum terjadi pada ~4.81 (CI 2.27-8.48) Mya (Nodus 5, Tabel 4.1, Gambar 

4.2) pada late Miocene epoch hingga Pliocene epoch. Pola distribusi vicariance 

(tidak berpindah/ pasif) sesuai dibanding pola distribusi dispersal (berpindah aktif) 

dalam menggambarkan biogeografi dari Genus Huia. Sifat katak yang salt-

intolerant membatasi katak dan kodok untuk bermigrasi sehingga tidak mampu 

berpindah secara aktif (kemungkinan kecil karena material drifting) melintasi laut 

untuk sampai ke wilayah lainnya. Dengan batasan tersebut, common ancestor dari 

suatu spesies yang sekarang ada (extant taxa) telah menempati wilayah yang 

dulunya menjadi satu lalu terpisah oleh barrier geografis sehingga proses spesiasi 

terjadi (van Boxclaer dkk., 2006).  Namun, divergensi dari Genus Huia yang 

berkorelasi pada proses terpisahnya kepulauan di Paparan Sunda tidak dapat 

dipastikan dengan waktu yang presisi karena kejadiannya yang berlangsung hampir 

bersamaan, mengingat masih terhubungnya setiap wilayah oleh koridor yang 

sempit (Lohman dkk., 2011). Ilustrasi kronologis pemisahan Huia group dapat 

dilihat pada Gambar 4.6. 
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Gambar 4.6. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Huia group & Meristogenys 

group berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta berdasarkan Lohman 

dkk., 2011) 

Hasil kronogram menunjukkan bahwa dari kelompok Meristogenys group, 

terjadi pemisahan M. kinabaluensis dengan seluruh taksa dari Meristogenys group 

yang tersisa pada ~14.35 (CI 9.31 – 20.72) Mya (Nodus 6, Tabel 4.1, Gambar 4.2) 

pada early Miocene epoch sampai late Miocene epoch. Sedangkan estimasi waktu 

divergensi taksa dari Meristogenys group lainnya diperkirakan terjadi pada waktu 

yang hampir bersamaan pada (~12.44 - 2.58 Mya) (Nodus 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 

14; Tabel 4.1; Gambar 4.2) pada late Miocene epoch sampai last glacial maximum/ 

pleistocene epoch dimana daratan mulai terpisah oleh naiknya permukaan laut yang 

berlangsung singkat, membanjiri sistem Sungai Sunda Utara dan Sungai Sunda 

Timur (Whitten, 1996; Tjia, 1980). Ilustrasi kronologis pemisahan Meristogenys 

group dapat dilihat pada Gambar 4.6.  
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Persebaran Amolops Sensu lato diperkirakan terjadi pada Oligocene sampai 

Miocene epoch ketika wilayah Indochina, Semenanjung Malaya, dan Borneo masih 

menjadi satu daratan luas dengan iklim musiman, berbeda dibandingkan musim 

yang ada sekarang ini.  Padang rumput yang lembap terbentuk sehingga 

memudahkan migrasi hewan-hewan yang ada di wilayah Asia Tenggara (Emerson 

dkk., 2000; Fahmi & Kurniawan., 2015). Terjadinya migrasi hewan-hewan di Asia 

Tenggara, Borneo, Sumatra dan kepulauan sekitarnya kemungkinan terjadi pada 

late Oligocene epoch (Heaney, 1986). Berdasarkan hal tersebut, Emerson dkk. 

(2000) mengusulkan bahwa persebaran spesies berasal dari Indochina, 

Semenanjung Malaya, dan berakhir pada wilayah Sumatra, Jawa dan Borneo. 

Kronogram menunjukkan bahwasanya Amolops Sensu lato terbagi menjadi 

2 lineages berbeda yaitu lineages H. sumatrana dengan lineages Huia dan 

Meristogenys group dengan estimasi waktu divergensi terjadi pada masa Oligocene 

epoch (~34.9 Mya) (Roelants dkk., 2006). Berdasarkan penjabaran biogeografi 

yang dikorelasikan dengan estimasi waktu divergensinya, terdapat dua teori yang 

mampu menjelaskan proses spesiasi fauna di Paparan Sunda yaitu spesiasi 

simpatrik (berdasarkan batasan reproduktif) dan spesiasi alopatrik (berdasarkan 

batasan fisik) (Coyne 1992).  

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda akibat adanya batasan fisik (spesiasi 

alopatrik), terjadi sejak zaman Eocene sampai Pleistocene epoch. Batasan fisik 

meliputi topografi perairan, lautan dan daratan menyebabkan terjadinya genetic 

drifting, mengurangi variasi genetik yang ada pada suatu subpopulasi (Coyne, 

1992). Penyimpangan genetik yang tidak dapat dihindari pada suatu wilayah yang 
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telah berpisah dalam rentang waktu yang lama (secara geografi), menimbulkan 

proses spesiasi (Coyne, 1992). Hal ini terlihat pada waktu pemisahan dan 

biogeografi dari H. sumatrana (Sumatra) dengan H. cavitympanum (Borneo) dan 

H. masonii (Jawa) (Gambar 4.1).  

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda juga bisa dijelaskan oleh adanya 

batasan reproduktif (spesiasi simpatrik) berupa seleksi seksual (Coyne, 1992). 

Salah satu contoh dari seleksi seksual yaitu pemilihan jantan oleh betina yang 

didasarkan pada mating call yang turut berperan pada spesiasi (Turelli dkk., 2001; 

Porniankowski & Iwasa, 1998; Lande, 1981). Hal ini dibuktikan dengan adanya 

isolasi reproduktif dari Genus Meristogenys yang hanya terdistribusi di wilayah 

yang sama (Borneo), namun memiliki diversifikasi yang tinggi dengan 13 jumlah 

spesies yang terdata saat ini, kebanyakan pada lokasi yang sama (tidak adanya 

batasan geografi spesifik) (Frost dkk., 2006).  

Diversifikasi dari Amolops Sensu lato bisa dipengaruhi oleh letak, dan 

wilayah distribusi. Populasi Genus Meristogenys yang terdistribusi di lajur 

Kalimantan Tengah, tidak terancam oleh adanya letusan vulkanik ataupun 

pergerakan lempeng tektonik (van Bemmelen, 1949). Kondisi tersebut tidak 

mengahambat proses spesiasi karena minimnya gangguan maupun ancaman berupa 

genetic loss (Coyne, 1992). Berbeda dengan Genus Huia yang memiliki 

kecenderungan terdistribusi di tepian lempeng Paparan Sunda pada jalur 

antiklinorium pulau Jawa dan Sumatra (kecuali H. cavitympanum yang hanya 

ditemukan di Borneo) (van Bemellen, 1949; IUCN, 2018). Wilayah ini merupakan 

lempeng tektonik aktif yang termasuk pada “Ring of Fire” yang meliputi cekungan 
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Samudra Pasifik (Blair, 2012). Daerah ini sering mengalami gempa dan letusan 

gunung berapi yang secara tidak langsung dapat mengakibatkan genetic loss dan 

menjadi salah satu faktor dari diversifikasi yang rendah (Coyne, 1992). Bukti 

tersebut ditemukkan pada spesies H. sumatrana yang berdistribusi terbatas di 

wilayah Sumatra dan H. masonii yang berdistribusi terbatas di wilayah Jawa. 

Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. An-Nur ayat 45 

yang berbunyi : 

ٰۖ فمَِنْهُمْٰ مَنْٰ يَمْشِي عَلىَٰ  بَطْنِهِٰ وَمِنْهُمْٰ مَنْٰ يمَْشِي عَلَىٰ  ُٰ خَلَقَٰ كُلَّٰ دَابَّةٰ  مِنْٰ مَاءٰ   وَاللَّّ

َٰ عَلىَٰ  كُل ِٰ ُٰ مَا يَشَاءُٰٰۚ إِنَّٰ اللَّّ  رِجْليَْنِٰ وَمِنْهُمْٰ مَنْٰ يَمْشِي عَلىَٰ  أرَْبَع ٰٰۚ يَخْلقُُٰ اللَّّ

 ٤٥شَيْءٰ  قَدِيرٰ 

Artinya : “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian 

dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan 

dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat 

kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah 

Maha Kuasa atas segala sesuatu”. 

Ayat tersebut menegaskan tentang proses penciptaan makhluk hidup dan 

kelompok-kelompoknya, dimana keseluruhan hewan berasal dari zat berupa air. 

Sebagian  hewan itu ada yang mampu berjalan di atas  perutnya, semisal dari 

golongan ular (Ophidia), dan sebagian hewan ada yang berjalan menggunakan 

kedua kakinya seperti manusia, dan sebagian hewan ada yang berjalan 

menggunakan keempat kakinya seperti kambing dan sapi (Abdullah, 2004).   

Ayat ini mengisyaratkan adanya proses pengklasifikasian dari kelompok 

dan golongan hewan tertentu yang diciptakan oleh Allah SWT, karena 

kemiripannya satu sama lain. Proses terbentuknya variasi ini terjadi melalui proses 

yang sangat lama, dan Allah berkuasa atas segala sesuatu yang diciptakan-Nya 
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(Abdullah, 2003). Sesuai dengan teori kemunculan organisme bumi, bahwa proses 

adanya amfibi yang bermacam-macam jenisnya selaras terhadap skala waktu 

geologi yang bisa dibagi dalam 3 babakan besar (Bossuyt & Roelants, 2009). 

Zaman Archaean (~2500 Mya) yaitu awal munculnya organisme prokariota, zaman 

Proterozoic (~2500-544 Mya) yaitu terjadinya akumulasi oksigen di atmosfer bumi 

sehingga memunculkan sel eukariotik saat bumi masih berbentuk bola es, lalu Eon 

Phanerozoic dimana bumi menghangat sehingga glacier mencair. Pada periode 

tersebut, terjadi ledakan diversitas hewan dengan dominasi kelompok hewan yang 

muncul pertama kali saat itu dari wilayah lautan. Seiring berjalannya babakan, era, 

periode, dan epoch tersebut, terjadi proses pembentukan geologi yang dinamis yang 

membentuk pola distribusi yang khas di setiap kontinennya. Pola itu dapat 

dibuktikan melalui variasi genetik maupun fenetiknya (Starr dkk., 2010). 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini yaitu: 

1. Genus Amolops Sensu lato tergolong grup monofiletik, Genus Huia tergolong 

grup parafiletik, dan Genus Meristogenys tergolong grup monofiletik.   

2. Estimasi waktu divergensi terbentuknya Amolops Sensu lato terjadi pada zaman 

Oligocene sampai Miocene epoch (~34.8 Mya), H. sumatrana dengan Huia 

group dan Meristogenys group terjadi pada zaman Oligocene epoch (~27.37 

Mya), dan Huia group dan Meristogenys group terjadi pada waktu yang hampir 

bersamaan yaitu pada zaman early Miocene epoch sampai Pliocene epoch 

(~14.35 - 4.58 Mya). 

5.2 Saran 

Beberapa saran untuk penelitian selanjutnya yaitu: 

1. Analisis filogenetik Genus Huia berdasarkan gen penanda lainnya untuk 

mengetahui variasi pengelompokkan taksa yang lain.  

2. Analisis estimasi waktu divergensi Amolops Sensu lato berdasarkan gen dan 

metode lainnya untuk mengetahui waktu divergensi yang lebih spesifik.
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Lampiran 1. Proses Seleksi Data Sekuen. 

A. Seleksi Data Sekuen DNA mitokondria 12S rRNA, tRNAVal, 16S rRNA 

 

B. Seleksi dan verifikasi sekuen dari salah satu gen DNA Mitokondria 

 

C. Dataset dipindah dan disimpan dalam format .fasta sesuai gen 
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Lampiran 2. Proses Aligning Data Sekuen. 

a. Input Data Sekuen setiap Gen, dan klik Align file 

 

b. Klik Opsi Align by CLustal W 

 
c.  Aligning dengan Opsi Default 
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d. Proses Trimming berdasarkan adanya gap/missing data di termina (situs 

yang di blok) 

 
e. Disimpan keseluruhan dataset file yang berhasil di Trimming. 

 
f. Digabungkan (concatenated) seluruh alignment dataset, menghasilkan 

~1900 bp, setelah proses Trimming 
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g. Diseleksi dataset menggunakan gblock, klik open file, dengan block 

parameter default, dan pilih get block 

 
h. Didapatkan 3 file output berupa sekuen blok, dan informasi parameter yang 

digunakan 
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Lampiran 3. Proses Penentuan Model Evolusi. 

1. Model Evolusi untuk Analisis ML (Jmodeltest) 

a. Dibuka software Jmodeltest, Klik File, Pilih Load DNA Alignment, dipilih 

File berformat .nexus 

 
b. Pilih Analysis, Kemudian Estimate Likelihood Score 
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c. Di setting default kemudian klik Compute 

 
d. Proses estimasi sedang berlangsung 

 
e. Didapatkan estimasi, analisis selanjutnya, diestimasi berdasarkan AIC 

Calculation 
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f. Diklik Enable PAUP Block, sebagai informasi model penentuan evolusi, 

Klik Do AIC calculations 

 

g. Didapatkan PAUP Block text, disimpan untuk analisis ML 

 

2. Model Evolusi untuk Analisis BI (Kakusan 4) 

a. Dibuka software Kakusan4, Drag file berformatm .nexus 
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b. Disetting berdasarkan format default, keperluan untuk aplikasi MrBayes, 

didapatkan output folder dari analisis evolusi. 

 
c. Didapatkan hasil model evolusi terbaik untuk analisis BI 
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Lampiran 4. Proses Analisis Filogenetik ML, MP, BI. 

 

1. Analisis ML (PAUP) 

a. Dibuka software PAUP, input alignment berformat .nexus 

 
b. Disetting berdasarkan model evolusi (PAUP Block), dalam sebuah 

commandline, diatur parameter yang telah ditetapkan 
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c. Proses estimasi dan rekonstruksi berlangsung 

 
d. Didapatkan file output rekonstruksi pohon filogenetik berformat .nex 

 

 

2. Analisis MP (PAUP) 

a. Dibuka software PAUP, input alignment berformat .nexus 
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b. Disetting berdasarkan model evolusi, dalam sebuah commandline, 

diatur parameter yang telah ditetapkan 

 
c. Proses estimasi dan rekonstruksi berlangsung 

 
d. Didapatkan file output rekonstruksi pohon filogenetik berformat .nexus 
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3. Analisis BI (MrBayes) 

a. Dibuka software MrBayes, input output file berdasarkan penentuan 

model evolusi Kakusan berformat .nexus 

 
b. Disetting berdasarkan model evolusi, dalam sebuah commandline, 

diatur parameter yang telah ditetapkan 
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c. Proses estimasi dan rekonstruksi sedang berlangsung 

 
d. Didapatkan file output rekonstruksi pohon filogenetik berformat .tre 
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Lampiran 5. Proses Estimasi Waktu Divergensi. 

a. Dibuka aplikasi BEAUti, Klik File dan Import alignment berformat .nexus 

 
b. Diatur pemisahan taksa pada tab Taxa, untuk kemudian diatur waktu 

pemisahan. 
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c. Diatur model evolusi pada tab Sites, dipilih model evolusi yang telah 

diestimasi sebelumnya 

 
d. Diatur model clocking pada tab Clock, dipilih sesuai model yang 

ditetapkan 
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e. Diatur kalibrasi waktu pemisahan sesuai taksa yang telah ditentukan pada 

tab Prior, pilih Log Normal 

 

f. Diatur kalibrasi waktu taksa yang berdivergensi, dengan mengatur 

parameter Mean dan Stdev membentuk distribusi yang sesuai dengan 

intervalnya. 
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g. Diatur parameter analisis lainnya pada tab MCMC berdasarkan parameter 

yang telah ditentukan, Klik Generate BEAST File,  

 
h. Didapatkan file berformat .xml, output file di running menggunakan 

BEAST, Choose output file, kemudian Run 
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i. Dilakukan running pada setiap output file yang dihasilkan 

 
j. Didapatkan 3 output file, berformat .log (statistical information), .trees 

(raw trees), dan .ops (running information). 
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k. Dibuka software Tracer, diinspeksi konvergenitas, ESS, dan distribusi 

dengan klik ikon + 

 

l. Dikombinasikan output file menggunakan Logcombiner, untuk distribusi 

Posterior, dan diatur nama untuk output file, Klik Run. 
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m. Didapatkan estimasi dan rekonstruksi pohon yang dikombinasikan dalam 

format .trees. Kemudian diringkas (discarding=burnin) melalui aplikasi 

TreeAnnotator, diatur input, output file, dan jumlah discarding trees. Klik 

Run 

 
n. Didapatkan Kronogram Estimasi Waktu Divergensi berformat .trees 
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Lampiran 6. Hasil parameter gBlock yang diterapkan. 
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Lampiran 7. Hasil penentuan model evolusi Jmodeltest untuk analisis Maximum 

Likelihood. 
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Lampiran 8. Hasil Penentuan Model evolusi Kakusan 4 untuk analisis filogenetik 

Bayesian Inference 
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Lampiran 9. Character state dari sekuen yang didapatkan dari software PAUP 
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Lampiran 10. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis ML 
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Lampiran 11. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis MP 
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Lampiran 12. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis BI 
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Lampiran 13. Keseluruhan Sekuen yang digunakan dalam analisis 
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