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Abstract:Cherax quadricarinatus is an introduced species from Australia. Fast 

life cycle and high tolerance for the environment cause C. quadricarinatus to 

invade aquatic ecosystems. This study aimed to apply eDNA techniques 

quickly for the detection of C. quadricarinatus. DNA extraction were carried 

out using precipitation technique. Validation of the presence of C. 

quadricarinatus was carried out using PCR development methods and 

specific primary designs. The results showed that the presence of C. 

quadricarinatus was detected as much as 60% of all water bodies. 

Combination of eDNA detection protocol and PCR development method, as 

well as specific primers designed can be used to detect the presence of C. 

quadricarinatus. 

 

Keywords: Cherax quadricarinatus, Environmental DNA, detection, 
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Abstrak: Cherax quadricarinatus merupakan spesies introduksi yang berasal 

dari Australia. Siklus hidup yang cepat dan toleransi yang tinggi terhadap 

lingkungan mengakibatkan C. quadricarinatus mudah menginvasi ekosistem 

perairan. Penelitian ini bertujuan untuk mengaplikasikan teknik eDNA secara 

cepat untuk deteksi C.quadricarinatus. Teknik ekstraksi eDNA dilakukan dari 

sampel air dengan menggunakan teknik pengendapan. Validasi keberadaan 

C.quadricarinatus dilakukan dengan menggunakan metode pengembangan 

PCR dan desain primer spesifik. Hasil menunjukkan bahwa keberadaan 

C.quadricarinatus terdeteksi sebanyak 60% dari keseluruhan badan perairan. 

Kombinasi protokol deteksi eDNA dan metode pengembangan PCR, serta 

primer spesifik yang didesain dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan 

C. quadricarinatus.  

 

Kata kunci : Cherax quadricarinatus, Environmental DNA, deteksi, 

keberadaan, PCR 

 

Pendahuluan 

Introduksi spesies ke suatu ekosistem yang 

baru dapat mengganggu stabilitasnya, berkenaan 

dengan kompetisi antara spesies introduksi dengan 

spesies asli, penyakit yang dibawa oleh spesies 

introduksi, dan perubahan rantai makanan (Horwitz 

1990). Persebaran spesies introduksi umumnya 

berkaitan dengan kegiatan manusia. Ada dua 

peluang persebaran spesies introduksi, yaitu secara 

sengaja (intentionally introduction), contohnya 

perdagangan hewan hias (ornamental trade) (Belle 

et al.  2011) dan budidaya, dan ketidaksengajaan 

(accidentally introduction), contohnya Podarcis 

siculus yang terbawa dalam material bangunan dari 

Eropa menuju ke Amerika Utara (Burke' dan 

Deichsel 2008). Salah satu spesies introduksi yang 
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paling luas distribusinya adalah Cherax 

quadricarinatus (von Martens 1868). 

C.quadricarinatus merupakan lobster air tawar 

endemik dari Australia bagian Utara dan Papua 

Nugini (Ruscoe 2002). Menurut FAO Fisheries 

Statistics (2008), budidaya C.quadricarinatus 

terdapat pada negara tropis maupun subtropis, 

termasuk Indonesia (Edgerton dan Owens 2005). 

Sebagai hewan budidaya, spesies ini sangat adaptif 

pada kondisi perairan yang bervariasi (Karplus et 

al. 1998). Siklus hidup C. quadricarinatus sangat 

sederhana dari telur dan lepas ke air kemudian 

dengan temperatur 20-34°C tumbuh dengan cepat 

tanpa ada fase perkembangan larva (Jones 1995). 

Akibatnya, C. quadricarinatus tersebar sehingga 

mudah menginvasi ekosistem perairan (Patoka et 

al. 2016, 2018). 

Keberadaan spesies hewan di lingkungan 

dapat diketahui dengan pengamatan langsung 

(direct sign) dan pengamatan tak langsung (indirect 

sign) (Keeping dan Pelletier 2014). Pengamatan tak 

langsung (indirect sign) dapat diamati melalui jejak-

jejak yang ditinggalkan hewan tersebut, salah 

satunya material genetik (DNA) yang ditinggalkan, 

yang dikenal dengan Environmental DNA (eDNA). 

Deteksi eDNAadalah teknik   yang digunakan untuk 

memonitoring hewan di perairan (Ficetola et al. 

2008; Jerde et al.  2011). Teknik ini didasarkan pada 

fakta bahwa semua hewan yang hidup di air 

meninggalkan DNA melalui kotoran mereka, urine, 

dan keluapasan kulit (Herder et al. 2014). 

Penggunaan eDNA sudah diterapkan untuk 

mendeteksi keberadaan amfibi, reptil, ikan, 

krustasea, burung air, dan mamalia (Goldberg et al. 

2011; Jerde et al. 2011; Olson et al. 2012; Biggs et 

al. 2015, Minamoto et al. 2015; Wilcox et al. 2015). 

Takahara et al.  (2012) juga menggunakan deteksi 

eDNA juga dapat digunakan untuk menghitung 

biomassa dan kelimpahan ikan (Takahara et al.  

2012). Dibandingkan teknik sampling secara 

tradisional, teknik ini dinilai efektif dan efisien 

dilakukan. 

Artikel ini bertujuan untuk mengaplikasikan 

teknik eDNA secara cepat untuk deteksi 

C.quadricarinatus. Kami mendesain primer 

spesifik spesies untuk menvalidasi spesifisitas 

primer dengan menggunakan metode 

pengembangan PCR. 

 

Bahan dan Metode 

Preservasi sampel 

Sampel air diambil dari 35 badan perairan 

tawar di provinsi Jawa Barat (Tabel 1). Masing-

masing lokasi badan perairan dibagi menjadi tiga 

titik sampling, yaitu bagian inlet (daerah 

pemasukan air), bagian tengah (daerah anatara inlet 

dan outlet), dan bagian outlet (daerah keluarnya 

air). Dalam setiap bagian, air diambil beberapa titik 

menggunakan botol air kemasan yang dibuang 

isinya. Air dari beberapa botol kemudian disatukan 

dalam satu botol. Sampel air diawetkan dengan 

ditambahkan dengan sodium klorida 6M sebanyak 

1/10 bagian dan alkohol 96% sebanyak  1/3 bagian. 

Sampel air dibawa ke laboratorium dalam suhu 

ruang. Sesampai di lab, disimpan dalam freezer 

dengan suhu -20°C. Sebagai kontrol negatif 

digunakan air mineral kemasan. Sebagai kontrol 

positif digunakan jaringan otot pada periopod C. 

quadricarinatus.  

 

Ekstraksi DNA 

Sampel air disentrifus pada kecepatan 7000 rpm 

selama 10 menit. Endapan yang terbentuk 

selanjutnya dibilas dengan alkohol 70% kemudian 

diendapkan lagi. Sisa alkohol dalam endapan di 

uapkan menggunakan vacuum desiccator. Endapan 

yang diperoleh ditambahkan elution buffer (Thermo 

Fisher Scientific Inc, US)pada masing-masing 

sampel. Ekstraksi sampel berupa jaringan periopod 

C. quadricarinatus dilakukan dengan menggunakan 

Tissue/Blood DNA Mini Kit (Geneaid, Taiwan). 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Amplifikasi pertama menggunakan primer 

universal yang dibuat oleh Folmer et al. (1994), 

yaitu forward LCO1490 (5'-

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3')dan 

reverse HCO2198 (5'-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') 

dengan suhu annealing45оC. Amplikon kemudian 

dijadikan cetakan dalam amplifikasi kedua 

menggunakan primer spesifik CO1 

C.quadricarinatus, yaitu forward 

AF571(5'CAATCACAATTGGGGGTTTT-3') dan 

reverse AF570 (5'-

GCTAGAACGGGGAGGGATAA-3'). Primer 

spesifik ini didesain menggunakan piranti lunak 

Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/primer3/) berdasarkan sekuen utuh CO1 dari 

C.quadricarinatus  (Gambar 1). 

http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v18i2.878
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Gambar 1 Skema posisi penempelan amplifikasi pertama (Folmer et al. 1994) dan amplifikasi 

kedua (AF571 dan AF570) 

 

Visualisasi produk PCR 

Produk PCR dielektroforesis menggunakan 

agarose gel 1,2% dan divisualisasi dengan 

menggunakan UV transluminator (Sambrook et 

al.2001). Target panjang ukuran amplifikasi 

pertama adalah 710 pasang basa dan 

amplifikasi kedua adalah 394 pasang basa. 

 

 

Tabel 1 Daftar lokasi sampel air yang digunakan untuk mendeteksi C.quadricarinatus 

Badan Perairan Waktu Sampling Kabupaten/Kota Kode Sampel 

Situ Gede Bogor 15.07.2017 Bogor SG 

Situ Leutik 17.07.2017 Bogor LSI 

Situ Kemang 18.12.2017 Bogor SKA 

Situ Jampang 18.12.2017 Bogor SJM 

Situ Cicagu 18.12.2017 Bogor SCG 

Situ Borcess 18.12.2017 Bogor SBR 

Danau Dora 26.11.2017 Cibinong DD 

Situ Cikaret 26.11.2017 Cibinong SCK 

Situ Cibinong 13.01.2018 Cibinong SCI 

Situ Citayam 13.01.2018 Citayam SCT 

Situ Bentenan 13.01.2018 Cibinong SBT 

Situ Jatijajar 13.01.2018 Depok SJJ 

Situ Cilodong 13.01.2018 Depok SCL 

Situ Rawa Besar 13.01.2018 Depok SRB 

Situ Gede Bekasi 21.01.2018 Bekasi SGB 

Danau Cibeureum 21.01.2018 Bekasi DCB 

Danau Resinda  22.01.2018 Karawang DR 

Situ Kamojing 01.02.2018 Karawang SKJ 

Waduk Jatiluhur 06.12.2017 Purwakarta WJ 

Situ Cipanten 01.02.2018 Majalengka SCP 

Situ Cikuda 01.02.2018 Majalengka SCD 

Waduk Jatigede 01.02.2018 Sumedang WJG 

Waduk Dharma 17.08.2017 Kuningan WD 

Telaga Remis 01.02.2018 Kuningan TR 

Situ Gede Tasikmalaya 05.12.2017 Tasikmalaya SGT 

Situ Bojong 05.12.2017 Tasikmalaya SBO 

Situ Cibeureum 05.12.2017 Tasikmalaya SCM 

Situ Bagendit 17.08.2017 Garut SB 

Situ Lengkong  17.08.2017 Ciamis SP 

LCO1490 HCO1298 394 bp 

AF571 AF570 

http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v18i2.878
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Hasil dan Pembahasan 

 
Keberadaan C. quadricarinatus berhasil 

dideteksi sebanyak 60% dari keseluruhan badan 

perairan dengan menggunakan teknik eDNA (Tabel 

1). Ficetola et al. (2008) mengemukakan bahwa 

teknik ini adalah teknik yang menjanjikan dalam 

ekologi. Menurut Biggs et al.  (2014) tingkat 

akurasi deteksi spesies menggunakan teknologi 

eDNA untuk amfibi mencapai 99,3%. Akurasi 

deteksi ini jauh lebih besar disbanding metode 

perangkap (76%), survei langsung keberadaan 

individu (75%) ataupun survei telur (44%). 

Pemulihan DNA selular dan ekstraselular 

dalam air dapat dilakukan dengan teknik 

pengendapan alkohol maupun teknik filtrasi 

penyaringan (Deiner et al. 2015). Kedua teknik 

mempunyai kemampuan yang sama dalam 

mendeteksi ada tidaknya spesies. Teknik 

pengendapan menggunakan alkohol jauh lebih 

murah dibandingkan filtrasi. Kendala utamanya 

adalah pada transportasi sampel air dari situs 

sampling ke laboratorium. Sebaliknya, teknik 

filtrasi jauh lebih mahal tetapi mudah 

ditransportasikan. Kendala lain dari teknik 

pengendapan adalah jumlah DNA total yang 

dihasilkan lebih rendah dibandingkan metode 

filtrasi (Deiner et al. 2015). 

Ketika jumlah DNA total yang didapat rendah, 

maka perlu dilakukan peningkatan kepekaan 

dengan menambah sampel air yang diendapkan atau 

filtrasi, dan meningkatkan sampel DNA dalam 

terhadap uji PCR untuk mengetahui sensitivitas 

(Deiner et al. 2015). Pada penelitian ini, aplikasi 

PCR yang dikembangkan adalah primer universal 

menggunakan suhu annealingyang rendah (470C) 

yang kemudian amplikonnya dijadikan cetakan 

untuk diamplifikasi menggunakan primer spesifik 

spesies target.  

Berdasarkan Tabel 2, pada 1st PCR 

menggunaan primer universal (Folmeret al., 1994)  

menghasilkan pita amplikon yang tidak tunggal 

atau tidak spesifik hanya spesies target. Setelah 

amplikon 1st PCR tersebut dijadikan cetakan dalam 

2nd PCR menggunakan primer yang spesifik maka 

terjadi seleksi terhadap amplikon awal sehingga 

hanya spesies target saja yang berhasil 

diamplifikasi. PCR standar tidak cukup sensitif 

untuk mendeteksi target spesies dengan akurat dari 

sampel eDNA (Calsamiglia et. al 1999). Hal 

tersebut dikarenakan pada 1st PCR, membutuhkan 

suhu annealing (penempelan primer) yang lebih 

rendah, sehingga oligonukleotida kurang spesifik 

berikatan DNA cetakan (template) (Wu et al. 

1991). Pada 2nd PCR membutuhkan suhu annealing 

(penempelan primer) yang lebih tinggi, sehingga 

oligonukleotida lebih spesifik berikatan DNA 

cetakan (template) (Wu et al. 1991). 

Kombinasi protokol eDNA dan aplikasi PCR 

menggunakan primer DNA yang didesain secara 

spesifik mampu mendeteksi keberadaan spesies di 

suatu perairan jauh lebih baik dibanding metode 

deteksi keberadaan secara konvensional 

(bioasessment conventional) (Lim et al. 2016). 

 

Tabel 2 Deteksi C.quadricarinatus menggunakan PCR (1st PCR = amplifikasi pertama, dan 2nd PCR 

= amplifikasi kedua) 

Lokasi 

Inlet Tengah Outlet 
Sampel air yang 

terdeteksi 1st 

PCR 

2nd 

PCR 

1st 

PCR 

2nd 

PCR 

1st 

PCR 

2nd 

PCR 

Situ Gede Bogor + + + + - - ✓ 

Situ Leutik/LSI + + + - - - ✓ 

Situ Kemang + - - - + -  

Badan Perairan Waktu Sampling Kabupaten/Kota Kode Sampel 

Situ Cisanti 18.08.2017 Pengalengan SC 

Situ Ciburuy 05.12.2017 Padalarang SCB 

Situ Patenggang 06.12.2017 Bandung SPT 

Situ Cileunca 18.08.2017 Bandung SCC 

Waduk Cirata 06.12.2017 Cianjur WC 

Danau Lido 11.05.2017 Sukabumi LD 
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Lokasi 

Inlet Tengah Outlet 
Sampel air yang 

terdeteksi 1st 

PCR 

2nd 

PCR 

1st 

PCR 

2nd 

PCR 

1st 

PCR 

2nd 

PCR 

Situ Jampang + - - - + -  

Situ Cicagu - - + - + + ✓ 

Situ Borcess + - + - + -   

Danau Dora + - + + + - ✓ 

Situ Cikaret + + + + + - ✓ 

Situ Cibinong + + + - - - ✓ 

Situ Citayam + - + + + + ✓ 

Situ Bentenan + - - - - - 

 Situ Jatijajar + - - - + - 

Situ Cilodong + - - - + + 

Situ Rawa Besar + + + - - - ✓ 

Situ Gede Bekasi - - - - + - 
 

Danau Cibeureum - - - - - - 

Danau Resinda  + + + - + - ✓ 

Situ Kamojing - - - - + + ✓ 

Waduk Jatiluhur - - + - + + ✓ 

Situ Cipanten + + - - + + ✓ 

Situ Cikuda + - + + + + ✓ 

Waduk Jatigede - - - - + -   

Waduk Dharma + - + - + + ✓ 

Telaga Remis + + + + + - ✓ 

Situ Gede Tasikmalaya - - + - - -   

Situ Bojong + - - - + -   

Situ Cibeureum + - - - + -   

Situ Bagendit + + + - + + ✓ 

Situ Lengkong Panjalu + - + + - - ✓ 

Situ Cisanti - - - - + -   

Situ Ciburuy + - + + - - ✓ 

Situ Patenggang + + + - - - ✓ 

Situ Cileunca + + + + + - ✓ 

Waduk Cirata + - - - + -  

Danau Lido + + + + + + ✓ 

 

Kesimpulan 

 
Dari hasil dan pembahasan dapat disimpulkan 

bahwa keberadaan C.quadricarinatus terdeteksi 

sebanyak 60% dari keseluruhan badan perairan. 

Kombinasi protokol deteksi eDNA dan metode 

pengembangan PCR, serta primer spesifik yang 

didesain dapat digunakan untuk mendeteksi 

keberadaan C. quadricarinatus.  
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