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Abstract  

Research on the diversity of fish species in the upstream of Opak River was previously carried out in 

2010 and 2013 using conventional methods. However, it has some limitations. Monitoring using 

eDNA metabarcoding is needed to obtain more detailed and accurate data. In this study, 250 bp 16S 

Vertebrate primer was used. This research aims to determine the diversity of fish species in the 

upstream of Opak River in 2022 using an eDNA metabarcoding; determine the differences in 

diversity of fish species in 2010, 2013, and 2022; and testing the effectiveness of monitoring using 

eDNA metabarcoding in rivers in the Special Region of Yogyakarta. The methods are water 

sampling, DNA filtration and preservation, DNA extraction, PCR and electrophoresis, sequencing, 

and bioinformatic analysis. The results showed that 11 fish species were identified with a minimum 

percentage of identical matches of 97%. There are more fish species identified in 2022 than in 2010 

and 2013. The effectiveness of identifying the diversity of fish species in rivers using eDNA 

metabarcoding can be done quickly but is less accurate. It is caused by eDNA contamination, lack of 

target sequence and primer specificity for fish monitoring, and incomplete reference databases for 

freshwater fish in Indonesia. 

Keywords: environmental DNA, upstream of Opak River, fish, diversity, metabarcoding 

Abstrak  

Penelitian mengenai keanekaragaman jenis ikan di Hulu Sungai Opak DIY sebelumnya telah 

dilakukan pada tahun 2010 dan 2013 dengan metode konvensional. Akan tetapi, metode tersebut 

memiliki beberapa keterbatasan. Monitoring menggunakan eDNA metabarcoding diperlukan untuk 

memperoleh data yang lebih detail dan akurat. Pada penelitian ini, digunakan primer 250 bp 16S 

Vertebrate. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keanekaragaman jenis ikan di hulu Sungai 

Opak pada tahun 2022 dengan pendekatan eDNA metabarcoding; mengetahui perbedaan 

keanekaragaman jenis ikan di hulu Sungai Opak pada tahun 2010, 2013, dan 2022; dan menguji 

efektivitas identifikasi keanekaragaman jenis ikan menggunakan eDNA metabarcoding di sungai-

sungai di Daerah Istimewa Yogyakarta. Metode yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 

sampling air, filtrasi dan preservasi DNA, ekstraksi DNA, PCR dan elektroforesis, sequencing, dan 

analisis bioinformatik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa teridentifikasi 11 spesies ikan dengan 

nilai minimum percentage of identical matches sebesar 97%. Jenis ikan yang teridentifikasi pada 

tahun 2022 lebih banyak dibandingkan pada tahun 2010 dan 2013. Efektivitas penggunaan eDNA 

metabarcoding dalam identifikasi keanekaragaman jenis ikan di sungai dapat dilakukan secara cepat 

namun kurang akurat. Ketidakakuratan tersebut disebabkan oleh kontaminasi eDNA, kurangnya 

spesifitas target sekuens dan primer untuk monitoring ikan, serta database referensi yang belum 

lengkap untuk ikan air tawar di Indonesia.  

Kata kunci: environmental DNA, hulu Sungai Opak, ikan, keanekaragaman, metabarcoding 
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Pendahuluan 

Monitoring keberadaan spesies ikan 

dapat dilakukan dengan pengamatan langsung 

dan pengamatan tak langsung. Metode 

monitoring ikan dengan pengamatan langsung 

seringkali mengalami hambatan karena masih 

bergantung pada pengambilan sampel biota 

dengan alat perangkap, jaring, atau 

electrofishing. Selain itu, masalah yang 

dihadapi dengan teknik ini adalah efisiensi 

waktu, tenaga, hewan yang sukar ditangkap, 

serta kerusakan lingkungan akibat teknik 

sampling secara konvensional. Hal ini juga 

dapat membatasi keakuratan dalam monitoring 

kekayaan spesies di perairan. Saat ini metode 

monitoring keanekaragaman hayati semakin 

berkembang dengan pengamatan tak langsung 

menggunakan environmental DNA (eDNA) 

(Andriyono, et al, 2021; Yudha, et al., 2021; 

Rishan et al., 2023). 

Penelitian mengenai monitoring 

keanekaragaman ikan di Hulu Sungai Opak 

DIY sebelumnya telah dilakukan oleh Yudha et 

al. (2020). Hasil yang diperoleh dalam 

penelitian tersebut menunjukkan bahwa pada 

tahun 2013 dijumpai 5 jenis ikan di Hulu Sungai 

Opak yang belum pernah dijumpai pada 

penelitian terdahulu yang dilakukan oleh 

Djumanto dan Probosunu (2011) di bagian hulu 

Sungai Opak. Berdasarkan penelitian yang 

dilakukan oleh Djumanto dan Probosunu 

(2011) didapatkan 10 jenis ikan di bagian hulu 

Sungai Opak. Meskipun demikian, penelitian 

mengenai monitoring keanekaragaman ikan di 

hulu Sungai Opak menggunakan eDNA belum 

pernah dilakukan. Menurut Zhang et al. (2018) 

dibandingkan dengan taksonomi berbasis 

morfologi tradisional, eDNA metabarcoding 

dapat mengidentifikasi lebih banyak spesies 

dan memberikan informasi tambahan untuk 

memahami keanekaragaman hayati di perairan. 

Penelitian mengenai keanekaragaman 

ikan menggunakan eDNA pernah dilakukan di 

Sungai Code pada tahun 2021 (Yudha, et al., 

2021). Penelitian menggunakan eDNA pada 

tahun 2021 tersebut menggunakan primer yang 

menargetkan 313 bp COI metazoan. Hasil 

penelitian ini menunjukkan bahwa identifikasi 

menggunakan eDNA dengan primer tersebut 

pada hewan kelompok ikan cukup baik, 

teridentifikasi beberapa spesies ikan yang 

memiliki persebaran alami di wilayah 

Yogyakarta, walaupun didapatkan beberapa 

jenis ikan laut dan jenis ikan air tawar yang 

persebaran alaminya tidak di wilayah 

Yogyakarta bahkan tidak di Indonesia. Akan 

tetapi, hasil penelitian tersebut menunjukkan 

hasil yang kurang baik dalam determinasi 

hewan kelompok amfibi dan reptil. Pada 

penelitian kali ini, digunakan primer yang lebih 

spesifik yaitu 250 bp 16S Vertebrate. Oleh 

karena itu, diharapkan melalui penelitian ini 

diperoleh data keanekaragaman ikan yang lebih 

detail dan akurat. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui keanekaragaman jenis ikan di hulu 

Sungai Opak pada tahun 2022 dengan 

pendekatan eDNA metabarcoding; mengetahui 

perbedaan keanekaragaman jenis ikan di hulu 

Sungai Opak pada tahun 2010, 2013, dan 2022; 

dan menguji efektivitas identifikasi 

keanekaragaman jenis ikan air tawar 

menggunakan eDNA di sungai-sungai di 

Daerah Istimewa Yogyakarta. 

Metode Penelitian 

Waktu Penelitian 

Penelitian telah dilakukan selama 4 bulan 

pada bulan September hingga Desember 2022 

di hulu Sungai Opak dan Laboratorium 

Sistematika Hewan Fakultas Biologi UGM.  

Alat dan Bahan  

Bahan-bahan yang digunakan pada 

penelitian ini yaitu 2 liter sampel air dari hulu 

Sungai Opak, Zymobiomics DNA shield 150 

µL, Qiagen DNEASY Blood and Tissue Kit, 

pall membrane 0,45 µm, bleach 10%, alcohol 

96%, fluorosafe, 0.6 μl dari 10 μM pada setiap 

forward dan reverse primer, 0.2 μl Biolase taq 

polymerase (Bioline) 5 U.μl-1, 0.8 μl of 50 mM 

Mg2+, 1 μl dari 10 μM dNTP dan 1 μl genomic 

DNA. Alat-alat yang digunakan pada penelitian 

ini yaitu pompa vakum, nalgene rapid flow, 

gloves, gunting, tweezer, silicone tubing, 

bunsen, coolbox, 2 mL cycrotube, botol sampel, 

pipet tip, micropipet, thermo cycler, 

electrophoresis set, dan UV transilluminator. 

Cara Kerja  

Observasi dilakukan di hulu Sungai Opak 

untuk penentuan lokasi pengambilan sampel 

air. Lokasi pengambilan sampel yang dipilih 

yaitu berarus dan tidak terlalu dangkal. Daerah 

yang berarus dipilih karena transport DNA dari 

tempat asal hewan mengeluarkan DNA dapat 
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lebih optimal sehingga diperoleh jangkauan 

deteksi spesies yang lebih luas dari satu titik 

pengambilan sampel. Adapun daerah yang tidak 

terlalu dangkal dipilih untuk menghindari 

kemungkinan rusaknya DNA akibat paparan 

sinar UV. 

Alat dan bahan yang dipersiapkan untuk 

pengambilan sampel telah disterilisasi dengan 

alkohol terlebih dahulu. Sebelum dilakukan 

pengambilan sampel, botol sampel dibilas 

menggunakan air sungai untuk menghindari 

kontaminasi. Pengambilan sampel dilakukan 

dengan menggunakan sarung tangan bersih. 

DNA dikoleksi langsung dari kolom air di 

sungai. Sampel air diambil menggunakan botol 

sampel sebanyak 2 Liter pada kedalaman 0,2 – 

0,3 m. Dikarenakan sensitivitas sampel eDNA, 

botol sampel disimpan dalam ice box untuk 

dibawa ke laboratorium (Priyono et al. 2022). 

Sampel air difiltrasi dengan filter pall 

membrane dengan pori berukuran 0,45 µm 

menggunakan vacuum pump untuk memperoleh 

materi genetik. Filter membran yang berisi 

materi genetik dari sampel air dipotong menjadi 

dua bagian dan dilipat dengan pinset yang telah 

disterilisasi. Filter yang telah terlipat 

ditempatkan ke dalam 2 mL cyrotube yang 

berisi Zymobiomics DNA shield 150 µL untuk 

dilakukan penyimpanan (Yudha et al. 2021). 

Ekstraksi DNA dan Analisis Data 

Ekstraksi DNA merupakan prosedur 

umum dalam memisahkan dan mengumpulkan 

DNA untuk analisis molekuler. Ekstraksi DNA 

bertujuan untuk menghancurkan dinding sel 

sampel jaringan, melepaskan DNA, 

menghasilkan ekstrak murni, dan melindungi 

DNA dari degradasi. DNA pada kertas saring 

diekstraksi dengan menggunakan Qiagen 

DNEASY Blood and Tissue Kit sesuai protokol 

pabrik (Leray et al., 2013). 

Proses Polymerase Chain Reaction 

(PCR) dilakukan menggunakan gen 

mitokondria 16S rRNA dan mengapit wilayah 

loop hipervariabel dari gen 16s rRNA dengan 

ukuran 250 bp. Sekuens diamplifikasi dari dua 

arah memakai sepasang primer (pared-end). 

Primer yang digunakan adalah Vert-16S-eDNA 

F1       

(AGACGAGAAGACCCYdTGGAGCTT),       

Vert-16S       eDNA-R1 

(GATCCAACATCGAGGTCGTAA) (Vences 

et al., 2016).  

Amplifikasi PCR dilakukan dalam 

volume total 20 μl dengan 0,6 μl dari 10 μM dari 

setiap primer universal forward dan reverse, 0,2 

μl Biolase taq polimerase (Bioline) 5 U.μl-1, 0,8 

μl dari 50 mM Mg2+, 1 μl dari 10 μM dNTP dan 

1 μl DNA genomik. PCR dilakukan dengan 16 

siklus awal, yang terdiri dari denaturasi selama 

10 detik pada 95°C, anil selama 30 detik pada 

60°C (−1°C per siklus) dan ekstensi selama 60 

detik pada 72°C, diikuti dengan 25 siklus pada 

suhu anil 46°C. Keberhasilan amplifikasi PCR 

diperiksa pada gel agarosa 1,5% dan dengan 

pewarnaan fluoresafe (Leray et al., 2013). 

Sekuensing dilakukan dengan Next-Generation 

Sequencing (NGS) dengan Illumina platform. 

Data dianalisis dengan pendekatan 

bioinformatika menggunakan QIIME2 

(Quantitative Insights Into Microbial Ecology 

version 2) pipeline. Database mitokondria ikan 

dipreparasi dari website mitofish.aori.u-

tokyo.ac.jp. Data reads NGS diimport dan 

sekuens non-biologis, seperti sekuens primer 

dibuang sebelum langkah QC dan denoising. 

QC dan denoising dilakukan untuk memfilter 

bacaan dengan menghapus sekuens kualitas 

rendah (Estaki et al., 2020). Klasifikasi 

taksonomi dilakukan dengan BLAST untuk 

membandingkan data sekuen yang dimiliki 

dengan database sekuen yang tersedia untuk 

mendapatkan taxonomy yang mendekati. 

Keanekaragaman ikan dianalisis dan 

divisualisasikan ke dalam tabel (Cahyani & 

Anggoro, 2020). 

Hasil dan Pembahasan 

Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan, monitoring menggunakan eDNA 

metabarcoding berhasil mendeteksi spesies 

ikan dari sampel air di hulu Sungai Opak pada 

tahun 2022. Keanekaragaman ikan yang 

terdeteksi ialah sebagai berikut  :
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Tabel 1. Keanekaragaman ikan yang terdeteksi di hulu Sungai Opak tahun 2022 dengan pendekatan eDNA 

metabarcoding 

No Spesies Genus Famili Ordo 

percentage 

of identical 

matches 

(Pident) 

1 Anabas testudineus Anabas Anabantidae Anabantiformes 100% 

2 Puntigrus partipentazona Puntigrus Cyprinidae Cypriniformes 100% 

3 Oreochromis sp. KM-2006 

Oreochromis Cichlidae Cichiliformes 

98% 

4 Oreochromis niloticus x 

Oreochromis aureus 
98% 

5 Trichopodus microlepis Trichopodus Osphronemidae Anabantiformes 98% 

6 Rasbora trifasciata Rasbora 

Danionidae Cypriniformes 

98% 

7 Pectenocypris balaena Pectenocypris 98% 

8 Poecilia reticulata 
Poecilia Poeciliidae 

Cyprinodontiform

es 
98% 

9 Cobitis hankugensis 

Cobitis 
Cobitidae 

 
Cypriniformes 

97% 

10 Cobitis matsubarai 
97% 

11 Mystacoleucus marginatus 
Mystacoleucus Cyprinidae Cypriniformes 97% 
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Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

teridentifikasi 11 spesies yang terdiri dari 9 

genus, 7 famili, dan 4 ordo dengan nilai 

minimum percentage of identical matches 

sebesar 97%. Threshold sebesar 97% digunakan 

karena rata-rata minimum dissimilarity antara 

spesies berdasarkan marker yang umum dipakai 

pada primer metabarcoding (misal: COI, 16S) 

adalah sekitar 3% (Hebert et al., 2003). 

Ikan anggota famili Cichlidae, 

Danionidae, Cobitidae, dan Cyprinidae masing-

masing terdeteksi 2 spesies diantara ke-11 

spesies yang teridentifikasi. Sedangkan ikan 

anggota famili Anabantidae, Osphronemidae, 

dan Poeciliidae yang terdeteksi hanya diwakili 

oleh satu spesies saja. Anabas testudineus 

merupakan salah satu spesies ikan air tawar 

yang teridentifikasi di hulu Sungai Opak 

dengan percent identity sebesar 100%. 

Keberadaan Anabas testudineus di hulu Sungai 

Opak mungkin terjadi karena ikan ini 

merupakan jenis ikan air tawar asli Indonesia. 

Ikan betok terdistribusi luas di Jawa, Bali dan 

Kepulauan Sumbawa, Sumatra, Kalimantan, 

dan Sulawesi hingga Papua. Selain itu, ikan ini 

umumnya juga hidup di sungai, sawah, parit, 

atau kolam dengan air yang terhubung saluran 

air terbuka (Akbar, 2017; Julaeha et al., 2020; 

Wibowo et al., 2022). 
Oreochromis niloticus merupakan 

spesies asli Afrika yang terdeteksi 

keberadaannya di hulu Sungai Opak. Hal ini 

dikarenakan ikan ini telah diintroduksi di 

banyak negara, termasuk Indonesia. Namun, 

peningkatan pesat populasi Oreochromis 

niloticus menjadikannya spesies invasif 

(Roesma et al., 2021). Penelitian monitoring 

keanekaragaman ikan secara konvensional yang 

dilakukan oleh Yudha et al., (2020) dan 

Djumanto & Probosunu (2011) membuktikan 

bahwa spesies ikan introduksi tersebut telah 

tersebar luas di Sungai Opak dari hulu hingga 

bagian tengah. Masuknya spesies Oreochromis 

niloticus ke hulu Sungai Opak kemungkinan 

besar karena dilepas secara sengaja, baik karena 

bosan, atau untuk kegiatan memancing dan 

dikonsumsi.  

Ikan Rasbora merupakan salah satu 

genus ikan air tawar dengan spesies terbanyak 

dari famili Cyprinidae. Ikan tersebut 

terdistribusi luas di daerah Semenanjung 

Malaysia, Borneo, dan Sumatera. Penelitian 

yang dilakukan oleh Prakoso (2014) 

menunjukkan bahwa Rasbora trifasciata  

merupakan salah satu spesies yang banyak 

ditemukan di beberapa titik di DAS bagian 

tenggara Pulau Kalimantan. Penelitian serupa 

yang dilakukan Rais et al., (2018) juga 

menunjukkan bahwa Rasbora trifasciata 

ditemukan di DAS Barito. Terdeteksinya ikan 

Rasbora trifasciata di hulu Sungai Opak juga 

dapat disebabkan karena introduksi. Ikan ini 

umumnya juga dipelihara sebagai ikan hias 

(Yeliana, 2017).  

Pectenocypris balaena ialah salah satu 

spesies dari genus Pectenocypris yang endemik 

Indonesia. Pectenocypris balaena berasal dari 

Borneo bagian barat (Provinsi Kalimantan 

Barat) (Anhelt et al., 2020; Dalu & Wasserman, 

2022). Penelitian yang dilakukan Inocencia et 

al., (2023) membuktikan bahwa Pectenocypris 

balaena merupakan salah satu jenis ikan air 

tawar yang ditemukan di kawasan perairan rawa 

gambut Universitas Palangka Raya, Kalimantan 

Tengah. Terdeteksinya ikan ini di hulu Sungai 

Opak juga dapat disebabkan karena false 

positive atau deteksi palsu dimana DNA yang 

ditemukan bukan target atau tidak hadir dalam 

sistem. Hal ini dapat disebabkan oleh deteksi 

yang kurang tepat pada eDNA non-target, 

kontaminasi DNA, dan aktivitas transpor eDNA 

dari lokasi yang jauh (Yudha et al., 2023). 

Selain itu, dalam penelitian ini digunakan 

sekuens dengan ukuran pasangan basa yang 

cukup pendek yaitu 250 bp. Fragmen pendek 

16S masih dapat berguna untuk identifikasi 

spesies dengan cepat, namun fragmen panjang 

16s memiliki kinerja yang lebih baik untuk 

identifikasi (Chan et al., 2022). 

Poecilia reticulata atau yang biasa 

dikenal ikan guppy merupakan salah satu jenis 

ikan hias air tawar yang banyak digemari karena 

mudah dipelihara dan memiliki variasi warna 

yang indah (Saputra et al., 2018). Ikan guppy 

adalah salah satu ikan air tawar yang berasal 

dari bagian timur laut Amerika Selatan dan 

terdistribusi ke banyak negara di setiap benua 

termasuk Asia. Keberadaan ikan guppy di hulu 

Sungai Opak juga dapat disebabkan karena ikan 

ini populer dipelihara oleh masyarakat sebagai 

ikan hias akuarium maupun digunakan untuk 

mengendalikan beberapa jenis nyamuk 

penyebab penyakit (Singh et al., 2010; Saleeza 

et al., 2014).  

Ikan spesies Mystacoleucus marginatus 

teridentifikasi oleh eDNA di hulu Sungai Opak 

pada penelitian ini. Keberadaan ikan ini di hulu 

Sungai Opak adalah tepat, karena persebaran 
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alami ikan ini berada di wilayah Propinsi DIY. 

Hal tersebut sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Julaeha (2020) bahwa spesies 

tersebut memiliki persebaran yang luas di Pulau 

Jawa. Penelitian serupa yang dilakukan oleh 

Masykuri (2015), membuktikan bahwa 

Mystacoleucus marginatus merupakan salah 

satu jenis ikan air tawar yang ditemukan di 

Sungai Progo, Yogyakarta. Selain itu, 

Mystacoleucus marginatus atau umumnya 

disebut wader eco, merupakan sumber protein 

dan bernilai komersial yang relatif tinggi bagi 

banyak masyarakat di Indonesia (Kaban & 

Wibowo, 2018).  
Ikan spesies Punctigrus partipentazona, 

Trichopodus microlepis, Cobitis hankugensis, 

dan Cobitis matsubarai tidak memiliki 

persebaran di Indonesia. Punctigrus 

partipentazona dan Trichopodus microlepis 

merupakan spesies ikan yang tersebar luas di 

Asia, khususnya di sungai Mekong dan Chao 

Phraya. Punctigrus partipentazona dikenal luas 

masyarakat sebagai ikan yang dipelihara di 

akuarium (FishBase; Kottelat, 2001). Genus 

Trichopodus tersebar di sebagian besar Asia 

Tenggara, dari Cina selatan, melalui Indochina 

dan Myanmar, menyusuri Semenanjung 

Melayu hingga Kalimantan, Sumatera dan 

Jawa, dan pulau-pulau yang berdekatan (Low et 

al., 2012). Cobitis hankugensis ialah spesies 

ikan endemik di semenanjung Korea, terutama 

mendiami Sungai Nakdong dan Sungai 

Hyongsan serta anak-anak sungainya (Lee et 

al., 2022). Terdeteksinya spesies-spesies 

dengan persebaran di luar negeri dapat 

disebabkan oleh keterbatasan database yang 

lengkap untuk identifikasi spesies ikan air tawar 

lokal dengan persebaran di Indonesia. Pada 

penelitian ini, amplikon dibandingkan dengan 

database publik MitoFish (mitofish.aori.u-

tokyo.ac.jp). Berdasarkan penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Xiong et al 

(2022), basis data publik dapat memberikan 

cakupan taksonomi yang lebih tinggi, tetapi 

resolusi taksonomi yang lebih rendah untuk 

barcode eDNA pendek, meningkatkan 

identifikasi spesies yang tidak jelas atau positif 

palsu. Sementara itu, basis data lokal dapat 

meningkatkan efisiensi identifikasi spesies dan 

memastikan identifikasi spesies pada tingkat 

spesies, meskipun hanya mencakup urutan 

genetik spesies lokal. 

Monitoring keanekaragaman ikan yang 

dilakukan di Hulu Sungai Opak telah dilakukan 

pada tahun 2010, 2012, dan 2022. Penelitian 

monitoring keanekaragaman ikan pada tahun 

2010 dan 2012 dilakukan secara konvensional. 

Sedangkan penelitian monitoring 

keanekaragaman ikan pada tahun 2022 

dilakukan dengan pendekatan eDNA 

metabarcoding. Berdasarkan monitoring yang 

dilakukan di Hulu Sungai Opak pada tahun 

2010, 2012, dan 2022 diperoleh hasil 

keanekaragaman ikan sebagai berikut. 

Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa 

hanya spesies Oreochromis niloticus dan 

Poecilia reticulata yang terdeteksi pada 

monitoring keanekaragaman ikan di tahun 

2010, 2013, dan 2022. Penelitian ini mendeteksi 

beberapa spesies ikan yang belum pernah 

dilaporkan dalam pemantauan sebelumnya 

dengan cara konvensional. 
Metode eDNA merupakan alat yang 

paling efisien untuk monitoring spesies yang 

ada di ekosistem perairan, termasuk ikan (Xion 

et al., 2022). Penelitian ini berhasil mendeteksi 

11 spesies ikan air tawar di Hulu Sungai Opak. 

Adapun pada penelitian yang dilakukan di 

tahun 2010 ditemukan 10 spesies ikan dan di 

tahun 2013 didapatkan 9 spesies ikan. Namun, 

dalam penelitian ini digunakan primer 16s 

vertebrate yang mengamplifikasi sekuens gen 

16s berbagai taksa dari kelompok vertebrata. 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 

primer yang menargetkan fragmen gen 12s 

mitokondria telah terbukti mendeteksi 

keragaman ikan yang lebih besar dibandingkan 

primer yang menargetkan penanda 16s atau 

COI. Penggunaan primer yang tidak spesifik 

juga dapat menghasilkan identifikasi ikan 

dengan persentase kecocokan yang rendah 

dengan database referensi (Xiong et al., 2022). 

Penelitian ini mengkonfirmasi 

kemampuan metode eDNA dengan teknik NGS 

sebagai alat pemantauan keanekaragaman 

hayati secara cepat. Studi metabarcoding 

eDNA dalam sistem perairan sebelumnya telah 

menunjukkan bahwa keefektifannya ditandai 

dengan tidak adanya positif palsu dan negatif 

palsu. False-positive adalah deteksi palsu 

dimana DNA yang ditemukan bukan 

target/tidak hadir dalam sistem. Sebaliknya, 

negatif palsu adalah kondisi di mana terdapat 

DNA target di dalam sistem, tetapi tidak 

terdeteksi selama pemantauan.
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Tabel 2. Perbandingan keanekaragaman ikan di hulu Sungai Opak tahun 2022, 2013, dan 2010 

 

No. 

 

Spesies 

Tahun Penelitian 

Penelitian tahun 

2010 oleh Djumanto 

& Probosunu (2011) 

Penelitian tahun 

2013 oleh Yudha et 

al., (2020) 

Penelitian 

tahun 

2022 

1 Anabas testudineus - - ✓ 

2 Puntigrus partipentazona - - ✓ 

3 Oreochromis niloticus ✓ ✓ ✓ 

4 Trichopodus microlepis - - ✓ 

5 Rasbora trifasciata - - ✓ 

6 Pectenocypris balaena - - ✓ 

7 Poecilia reticulata ✓ ✓ ✓ 

8 Cobitis hankugensis - - ✓ 

9 Cobitis matsubarai - - ✓ 

10 Mystacoleucus marginatus - - ✓ 

11 Barbodes binotatus ✓ ✓ - 

12 Barbonymus gonionotus ✓ - - 

13 Rasbora argyrotaenia - ✓ - 

14 Nemacheilus fasciatus ✓ ✓ - 

15 Lepidocephalichthys hasseltii - ✓ - 

16 Poecilia latipinna ✓ - - 

17 Xiphophorus hellerii ✓ - - 

18 Dermogenys pusilla - ✓ - 

19 Channa gachua - ✓ - 

20 Channa striata ✓ - - 

21 Trichopodus trichopterus - ✓ - 

22 Clarias batrachus ✓ - - 

23 Monopterus albus ✓ - - 
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Dalam penelitian ini, false-positive dapat 

terjadi karena beberapa hal, diantaranya adalah 

kontaminasi eDNA pada sampel air dan 

spesifitas primer yang rendah (Roesma et al., 

2021). Adanya negatif palsu dalam penelitian 

ini dapat dikarenakan kemungkinan DNA dari 

spesies ikan di hulu Sungai Opak belum 

terdaftar dalam database referensi sehingga 

hasil identifikasi menunjukkan spesies ikan 

yang berkerabat dekat dan sekuens DNA-nya 

tersedia dalam database (Yudha et al., 2023).  

Simpulan dan Saran 

Monitoring keanekaragaman jenis ikan 

di hulu Sungai Opak dengan eDNA 

metabarcoding pada tahun 2022 berhasil 

mengidentifikasi 11 spesies yang terdiri dari 9 

genus, 7 famili, dan 4 ordo dengan nilai 

minimum percentage of identical matches 

sebesar 97%. Monitoring keanekaragaman jenis 

ikan di hulu Sungai Opak dengan eDNA pada 

tahun 2022 mengidentifikasi lebih banyak 

spesies ikan dibandingkan pada tahun 2010 dan 

2013. Efektivitas penggunaan eDNA 

metabarcoding dalam identifikasi 

keanekaragaman jenis ikan air tawar di sungai-

sungai di Daerah Istimewa Yogyakarta dapat 

dilakukan secara cepat namun kurang akurat. 

Ketidakakuratan tersebut disebabkan oleh 

kontaminasi eDNA, kurangnya spesifitas target 

sekuens dan primer untuk monitoring ikan, 

serta database referensi yang belum lengkap 

untuk ikan air tawar di Indonesia.  

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

yang mengkaji pemanfaatan metode eDNA 

metabarcoding untuk monitoring 

keanekaragaman jenis ikan di sungai-sungai di 

Daerah Istimewa Yogyakarta dengan 

menambahkan pengulangan sampel untuk 

meningkatkan efektivitas penangkapan DNA 

dan kemungkinan deteksi eDNA yang 

diinginkan. Selain itu, perlu digunakan primer 

dengan target yang spesifik untuk spesies-

spesies ikan. 
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