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Abstract
Background: Environmental DNA (eDNA) metabarcoding is a new method for assessing biodiversity in
which samples are taken from the environment via water, sediment or air from which DNA is extracted, and
then amplified using common or universal primers in a polymerase chain reaction and sequenced using
next-generation DNA. sequencing to produce thousands to millions of sequences. From this data, the
presence of species can be determined, and overall biodiversity can be assessed..
Methods: The method used is a literature review using reputable national and international journals
Results: Based on the results of the literature review, the use of eDNA metabarcoding can be used to
analyze fish biodiversity. eDNA metabarcoding can be analyzed with primary data, databases, and
bioinformatic pipelines.
Conclusion: eDNA metabarcoding has been widely used to study fish communities in lakes and rivers, as
well as coastal fish communities. Despite its considerable ability to detect fish species in large aquatic
systems, many methods still need to be understood to improve the quality of primers, databases, and
pipelines for analyzing fish biodiversity..
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Abstrak
Latar Belakang: Metabarcoding DNA Lingkungan (eDNA) adalah metode baru untuk menilai
keanekaragaman hayati di mana sampel diambil dari lingkungan melalui air, sedimen atau udara tempat
DNA diekstraksi, dan kemudian diamplifikasi menggunakan primer umum atau universal dalam reaksi
berantai polimerase dan diurutkan menggunakan generasi berikutnya. pengurutan untuk menghasilkan
ribuan hingga jutaan sequens. Dari data ini, keberadaan spesies dapat ditentukan, dan keanekaragaman
hayati secara keseluruhan dapat dinilai.
Metode: Metode yang digunakan yaitu literatur review menggunakan jurnal nasional dan internasional
bereputasi.
Hasil: Berdasarkan hasil tinjauan literatur, pemanfaatan metabarcoding eDNA dapat digunakan untuk
menganalisis keanekaragaman hayati ikan. Metabarcoding eDNA dapat dianalisis dengan data primer,
database, dan pipeline bioinformatik
Kesimpulan: Metabarcoding eDNA telah banyak digunakan untuk mempelajari komunitas ikan di danau
dan sungai, serta komunitas ikan pesisir. Meskipun kemampuannya cukup besar untuk mendeteksi spesies
ikan di sistem perairan besar, masih banyak metode yang harus dipahami untuk meningkatkan kualitas
primer, database, dan pipeline untuk menganalisis keanekaragaman hayati ikan.

Kata Kunci: Analisis, Keanekaragaman Hayati lkan, Metabarcoding eDNA
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PENDAHULUAN

Luas daratan dan lautan di bumi ini
sekitar 510 juta kilometer persegi. Luas lautan
sekitar 361 juta kilometer persegi, mencakup
71% dari total luas dunia. lkan adalah
vertebrata tertua, dan menghuni hampir
semua lingkungan perairan di bumi, mulai dari
danau, sungai, laut, dan samudera. Hilangnya
keanekaragaman hayati ikan merupakan
salah satu permasalahan dalam perikanan.
Perubahan iklim, polusi, eutrofikasi,
penangkapan ikan berlebihan, hilangnya
habitat, dan spesies invasif dapat
memperparah penurunan keanekaragaman
hayati ikan dan menghambat atau mencegah
pemulihan. Pemantauan ikan termasuk dalam
penilaian status ekologi untuk European
Water Framework Directive (WFD).
Identifikasi  morfologi ikan  merupakan
prosedur yang memakan waktu dan mahal,
teknologi pemantauan yang akurat dan hemat
biaya diperlukan oleh WFD (2000/60/ECth) di
Uni Eropa (Pawlowski et al., 2020).

Baru-baru ini, penggunaan DNA
lingkungan (eDNA) yang ada di lingkungan
perairan atau darat telah diusulkan sebagai
alat yang Dberpotensi ampuh  untuk
pemantauan ikan non-invasif yang dilakukan
WFD (Hering et al., 2018). Penggunaan eDNA
pertama untuk mengidentifikasi keberadaan
katak Amerika (Rana catesbeiana) pada
tahun 2008 (Ficetola et al., 2008), dan pada
tahun 2012 analisis metabarcoding eDNA
pertama  digunakan untuk  mencatat
keanekaragaman hayati ikan laut (Thomsen et
al.,, 2012). Pendekatan metabarcoding eDNA
melibatkan amplifikasi PCR dari rangkaian
barcode pendek dari eDNA diikuti dengan
penggunaan teknologi  High-Throughput
Sequencing (HTS). Saat ini, teknologi ini telah
menjadi alat yang semakin populer untuk
memantau keanekaragaman hayati ikan
(Bylemans et al., 2018), dengan penelitian
yang diterbitkan yang berfokus pada
penerapan metode metabarcoding eDNA
untuk pemantauan komposisi komunitas ikan
di air tawar, laut (McElroy et al., 2020), dan
lingkungan laut dalam (McClenaghan et al.,
2020).

Dalam permasalahan terkait
berkurangnya keanekaragaman hayati ikan
serta adanya salah satu  manfaat
metabarcoding eDNA untuk memantau
keanekaragaman hayati ikan, maka
disusunlah tinjauan literatur ini  untuk
mengevaluasi penggunaan metabarcoding
eDNA ikan melalui analisis literatur; meninjau

gen penanda,
bioinformatika.

database, dan jalur

MATERI DAN METODE

Kajian secara sistematik studi lieratur
dilakukan pada bulan September sampai
dengan November 2023. Sumber pustaka
pada artikel ini diambil berdasarkan artikel
yang berhubungan dengan judul studi literatur
yang akan diulas. Sumber pustaka tersebut
berupa  artikel-artikel  hasil  penelitian
sebelumnya dari jurnal nasional dan
internasional. Sumber  pustaka tersebut
berupa artikel yang diambil dari jurnal nasional
dan internasional yang bereputasi. Pencarian
artikel ini menggunakan Google scholar,
ProQuest, dan Willey.

Pembuatan literature review ini diawali
dengan melihat trend penelitian berbasis
biologi molekuler pada bidang lingkungan, lalu
dilanjutkan dengan pembuatan resume dan
kerangka studi literatur secara umum yang
memuat latar belakang, metode, dan hal-hal
penting lain yang akan mendukung
terkumpulnya informasi secara komprehensif
untuk studi literatur ini. Tahap berikutnya
adalah mulai menyusun studi literatur sesuai
dengan kerangka yang telah disusun
berdasarkan informasi-informasi yang telah
diperoleh dari berbagai sumber pustaka yang
kemudian dianalisis secara deskriptif dan
dievaluasi serta  dilanjutkan dengan
pembuatan kesimpulan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metabarcoding DNA lingkungan
menggunakan  primer universal  untuk
memperkuat barcode genetik dari eDNA
dalam sampel lingkungan (misalnya air)
menggunakan Polymerase Chain Reaction
(PCR). Amplikon kemudian diurutkan
menggunakan pengurutan throughput tinggi
(misalnya platform Miseq dan Hiseq).
Komposisi spesies kemudian dapat
direkonstruksi menggunakan urutan DNA
yang diambil, yang biasanya dibandingkan
dengan database publik atau database
referensi dengan komunitas spesies yang

diharapkan, sehingga spesies dapat
diidentifikasi.
Pilihan primer khusus untuk

metabarcoding eDNA ikan.

Setelah dilepaskan ke lingkungan,
eDNA makro-organisme dapat bertahan di air
selama berhari-hari hingga satu bulan. Suhu
air, kondisi hidrologi, pH, radiasi UV, salinitas,
substrat, kekeruhan, dan kimia air semuanya
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dapat mempengaruhi persistensi eDNA di
lapangan. Dengan pemikiran ini, primer
khusus untuk pengkodean eDNA metabar
ikan harus terlebih dahulu memperkuat
fragmen DNA pendek untuk memaksimalkan
pemulihan DNA dari sampel lingkungan
(Deiner et al., 2017). Kedua, primer khusus
yang ideal harus memperkuat barcode
dengan perpustakaan referensi taksonomi
yang memadai (Collins et al., 2019).
Selanjutnya, primer khusus harus spesifik
untuk kelompok sasaran untuk menghindari
amplifikasi yang tidak spesifik. Selain itu,
primer khusus harus memperkuat DNA dari
semua spesies yang diteliti dengan efisiensi
yang sama untuk meminimalkan bias primer
(Bylemans et al., 2018).

Database

Database referensi yang dianotasi
secara taksonomi yang tidak lengkap dapat
menjadi kendala utama terkait dengan
metabarcoding eDNA ikan karena penentuan
taksonomi amplikon dibuat dengan
membandingkannya dengan database
referensi. Deteksi spesies yang menyeluruh
dan akurat memerlukan cakupan taksa yang
diketahui secara  komprehensif  dalam
database referensi (Andersen et al., 2019).
Amplikon dapat dibandingkan dengan
database referensi publik atau database lokal.
Database referensi publik termasuk GenBank
di Pusat Basis Data Informasi Bioteknologi
Nasional (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), database
Laboratorium Biologi Molekuler Eropa (EMBL)
(http://www.ebi.ac.uk/embl), database
Barcode Kehidupan (BOLD)
(http://v4.boldsystems.org), dan database
online Fish Barcode of Life Initiative (FISH-
BOL) (http://www.fishbol.org). Jika tidak,
urutan barcode juga dapat dipertahankan dari
mitogenom lengkap, yang telah berkontribusi
pada penambangan penanda eDNA yang
berguna seperti area “barcode DNA” COl,
12S, 16S, dan Cytb. Mitogenom ini juga
tersedia di database publik, misalnya, total
11,049 sekuens mtDNA lengkap dari 3531
spesies ikan dapat diambil dari database
nukleotida GenBank, dan sekuens mtDNA
lengkap dari 3,034 spesies tersedia di
MITOFISH basis data
(http://mitofish.aori.utokyo.ac.jp/).

Database lokal yang berisi barcode DNA
dari fauna ikan lokal juga dapat digunakan
untuk membantu identifikasi taksonomi yang
lebih akurat. Basis data lokal dapat diperoleh
melalui pengurutan sampel jaringan Sanger

atau dengan memperoleh pengurutan dari
database publik menggunakan daftar periksa
regional atau hasil awal dengan spesies
target. Telah terbukti bahwa database
referensi lokal berkualitas tinggi telah
meningkatkan penugasan taksonomi secara
signifikan.

Database publik dapat memberikan
cakupan taksonomi yang lebih tinggi tetapi
resolusi taksonomi yang lebih rendah untuk
kode batang eDNA pendek, sehingga
meningkatkan identifikasi spesies yang
ambigu atau positif palsu. Sebaliknya,
database lokal dapat meningkatkan efisiensi
identifikasi  spesies dan  memastikan
identifikasi spesies pada tingkat spesies,
meskipun database tersebut hanya mencakup
rangkaian genetik spesies lokal. Namun,
spesies invasif pada tahap awal invasi atau
spesies samar di suatu wilayah kemungkinan
besar tidak akan terdeteksi dalam database
lokal. Oleh karena itu, disarankan
penggunaan gabungan database lokal dan
publik untuk mengidentifikasi barcode eDNA.
Hal ini mencakup pemeriksaan daftar spesies
bersejarah dengan menggunakan database
lokal, kemudian menyaring rangkaian spesies
yang tidak teridentifikasi di database publik
untuk pemeriksaan lebih lanjut terhadap
spesies asing dan/atau spesies samar.
Pipeline Bioinformatika

Pemrosesan data sekuens bioinformatik
juga merupakan salah satu dari tiga aspek
penting metabarcoding eDNA, karena
ketatnya bioinformatik dapat mempengaruhi
perkiraan keanekaragaman hayati ikan
(Evans et al, 2017). Diketahui bahwa
standardisasi bioinformatika dalam “pipeline”
dapat menjamin kualitas dan reproduktifitas
temuan, namun beberapa tingkat
penyesuaian juga diperlukan di seluruh
penelitian. Untuk analisis metabarcoding
eDNA ikan, mengubah data mentah yang
dibaca menjadi daftar taksa melibatkan
beberapa langkah jaminan kualitas, beberapa
di antaranya diperlukan sementara yang lain
bersifat opsional (Deiner et al.,, 2017).
Biasanya, penyesuaian minimum untuk data
HTS harus mencakup penggabungan dan
pemangkasan urutan, pengaturan filter
kualitas setidaknya di atas 20 atau 30,
menghapus pembacaan singkat, menghapus
chimera dan singleton, dan kemudian
dereplikasi dan denoising urutan. Lebih
khusus lagi, pembacaan mentah yang
diperoleh dari pengurutan generasi berikutnya
harus diproses terlebih dahulu dan dianalisis
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menggunakan perangkat lunak seperti
USEARCH, OBITools, Barque, Anacapa, atau
QIIME 2. Pertama, pembacaan R1 dan R2
dirakit. Kedua, urutan primer dihilangkan dari
kedua tepi bacaan yang telah dirakit. Ketiga,
pembacaan berkualitas rendah dengan
tingkat kesalahan yang diharapkan sebesar >
1% dan pembacaan yang terlalu pendek akan
dihilangkan dengan pemfilteran kualitas.
Keempat, pembacaan yang telah diproses

sebelumnya dihilangkan replikasinya. Kelima,
pembacaan yang tidak direplikasi ditolak
untuk menghasilkan varian urutan amplikon
(ASV) yang menghapus semua urutan yang
diduga bersifat chimeric dan salah.
Pendekatannya berbeda ketika melakukan
penentuan molecular operational taxonomic
units (MOTU) dan penugasan taksonomi.

Tabel 1. Penelitian Penggunaan Metabarcoding pada Keanekaragaman Hayati lkan

Nama dan .
Judul Tahun Hasil
Environmental DNA Balasingham et  Deteksi spesies langka dan terancam punah atau invasif
detection of rare al., (2018) menggunakan aplikasi metabarcoding eDNA menggunakan
and invasive fish penanda COI untuk mendeteksi tiga spesies ikan yang
species in two Great terancam punah, satu spesies ikan invasif, dan 78 spesies
Lakes tributaries ikan asli dari dua anak sungai Great Lakes di AS
Environmental DNA Pont et al, Penggunaan eDNA untuk memberikan informasi informasi
reveals quantitative (2018) kualitatif dan kuantitatif yang akurat tentang komunitas ikan
patterns  of fish di danau-danau besar, melalui perbandingan dengan
biodiversity in large kumpulan data
rivers despite its
downstream
transportation
Detection of rare Keskin et al, Deteksi spesies langka dan terancam punah atau invasif
and invasive (2016) menggunakan aplikasi metabarcoding eDNA menggunakan
freshwater fish penanda Cytb untuk mendeteksi total dari 23 spesies ikan
species using eDNA dari 18 lokasi pengambilan sampel di danau Iznik, Turki,
pyrosequencing: termasuk delapan spesies ikan asli yang penting secara
Lake Iznik ekonomi, tiga spesies ikan invasif, dan lima spesies ikan
ichthyofauna yang sebelumnya tidak dilaporkan
revised
Blind assessment of Marques et Pengelompokan MOTU telah terbukti secara efektif
vertebrate al.,(2020) memperluas penggunaan metabarcoding eDNA dalam
taxonomic diversity ekologi komunitas dan biogeografi, namun hal ini tidak selalu
across spatial diperlukan. MOTU bergantung pada kumpulan target taksa,
scales by clustering kelengkapan database referensi, dan panjang amplikon
environmental DNA berurutan. Langkah ini sering dilakukan sebelum penugasan
metabarcoding taksonomi, dimana beberapa pembacaan dikelompokkan
sequences. berdasarkan kriteria yang mengidentifikasi kesamaan
berdasarkan inisial awal
The ecologist’s field Creer et al., Tingkat kriteria kesamaan bergantung pada tingkat
guide to sequence- (2016). keanekaragaman intraspesifik dari kelompok yang diteliti
based identification yang dapat diperkirakan dari database referensi yang ada,
of biodiversity namun rentang batas yang umum digunakan adalah dari
97% hingga 99%. Beberapa algoritma pengelompokan yang
umum digunakan termasuk USEARCH, RESEARCH,
Algoritma pengelompokan Bayesian (CROP), dan wawasan
kuantitatif tentang ekologi mikroba (QIIME).
MitoFish and mifish Sato et al., Pipeline MiFish di Server MitoFish adalah saluran yang
pipeline: A (2018) mudah digunakan untuk menganalisis data metabarcoding
mitochondrial mitogenomik ikan (yang mencakup data yang dihasilkan
genome database menggunakan primer MiFish) untuk memperkirakan

of fish with an
analysis pipeline for
environmental DNA
metabarcoding

komposisi spesies dan karakteristik ekologi lingkungan alami
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PEMA: A flexible Zafeiropoulos et
Pipeline for al., (2020)
Environmental DNA

Metabarcoding

Analysis of the

16S/18S ribosomal

RNA, ITS, and COI

marker genes

Pipeline for Environmental DNA Metabarcoding Analysis
(PEMA) berfokus pada 16S dan 18S rRNA, serta data gen
penanda ITS dan COI, dan merupakan kumpulan alat
analisis metabarcoding utama dalam container yang
memerlukan
menjalankan, dan menyesuaikannya dengan kebutuhan
peneliti. Hal ini dapat melakukan pra-pemrosesan baca,
pengelompokan MOTU, inferensi varian urutan amplikon,

sedikit usaha untuk  menyiapkan,

dan penetapan taksonomi dan memungkinkan pengguna
untuk mengeksplorasi algoritma alternatif untuk langkah-
langkah spesifik dari pipeline tanpa memerlukan eksekusi
ulang yang lengkap, sehingga menghasilkan kinerja yang
efisien waktu dan hasil yang akurat untuk analisis
metabarcoding eDNA PEMA

Benchmarking
bioinformatic tools (2021)
for fast and
accurate eDNA
metabarcoding

Mathon et al., Sebuah pipeline dikembangkan untuk menganalisis fragmen
12S yang diperkuat oleh pasangan teleo primer, yang dibuat
dari kotak peralatan yang ada (OBITools, Barque, dan QIIME
2) dan dapat memperoleh kinerja yang sebanding sebaik
Barque untuk semua indeks (termasuk sensitivitas, F-

species measure, root-mean-square error (RMSE) pada pembacaan

identification

kelimpahan

relatif, dan waktu eksekusi. Ini

direkomendasikan sebagai alternatif yang lebih baik
daripada pipeline yang sering digunakan (seperti pipeline
berbasis QIIME2 dan pipeline OBITools) untuk menganalisis
data metabarcoding eDNA ikan.

Penerapan metabarcoding eDNA
ikan dalam sistem perairan

Metabarcoding eDNA bersifat non-
invasif, hemat biaya, dan lebih sensitif
dibandingkan metode pemantauan
konvensional, metabarcoding eDNA telah
banyak digunakan dalam pengelolaan
perikanan dan pemantauan keanekaragaman
ikan di ekosistem air tawar dan laut (Collins et
al., 2021). Pemanfaatan ini mencakup
pemantauan komposisi spesies ikan, struktur
komunitas ikan, dan perubahan spasial dan
temporal komunitas ikan di berbagai
ekosistem perairan seperti kolam, sungai,
danau, sungai, muara, dan teluk (Pont et al.,
2018) menggunakan metabarcoding eDNA
untuk  berhasil menggambarkan  pola
kumpulan ikan memanjang di sungai besar
(Sungai Rhone).

Meskipun metabarcoding eDNA
memiliki keterbatasan tertentu dan tidak dapat
sepenuhnya menggantikan metode survei
ikan tradisional, metabarcoding ini dapat
digunakan sebagai alat pelengkap yang
penting untuk mengidentifikasi
keanekaragaman ikan dan distribusi spasial
ikan dengan cepat, mengurangi campur
tangan pemantauan tradisional terhadap
ekosistem perairan, memperpendek siklus
survei, meningkatkan efisiensi deteksi, dan
menyediakan data yang andal untuk respons
cepat terhadap konservasi ekologi perairan

SIMPULAN

Tinjauan ini  menunjukkan  bahwa
pendekatan metabarcoding eDNA telah
banyak digunakan untuk mempelajari
komunitas ikan di danau dan sungai, serta
komunitas ikan pesisir. Meskipun
kemampuannya cukup besar untuk
mendeteksi spesies ikan di sistem perairan
besar, masih banyak metode yang harus
dipahami untuk meningkatkan kualitas primer,
database, dan pipeline untuk menganalisis
keanekaragaman hayati ikan.
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