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ABSTRAK. Penelitian ini bertujuan untuk mengonfirmasi identitas spesies kepiting Charybdis
affinis dari perairan Tuban, Indonesia, menggunakan pendekatan morfologi dan molekuler.
Spesimen dianalisis berdasarkan karakter morfologi meliputi bentuk karapas, susunan gigi
anterolateral, duri pada cheliped, serta pola setasi dorsal. Analisis morfometrik menunjukkan
lebar karapas berkisar antara 4,09-4,40 cm dan panjang 2,68-2,99 cm. Identifikasi molekuler
dilakukan menggunakan gen mitokondria cytochrome c oxidase subunit | (COIl). Hasil amplifikasi
PCR menghasilkan fragmen DNA sepanjang 638 bp. Analisis BLAST menunjukkan tingkat
kesamaan sebesar 99,06% dengan Charybdis affinis pada database GenBank dengan query
coverage 100%, dan sekuens yang diperoleh telah didaftarkan pada GenBank dengan
Accession Number PV699569.1. Rekonstruksi filogenetik menggunakan metode Neighbor-
Joining menunjukkan bahwa sampel berkelompok dalam satu klade dengan C. affinis dan
terpisah dari spesies berkerabat dekat. Hasil penelitian ini mengonfirmasi keberadaan C. affinis
di perairan Indonesia secara molekuler untuk pertama kalinya serta menunjukkan kesesuaian
antara karakter morfologi dan genetik. Temuan ini memberikan informasi dasar penting bagi
kajian keanekaragaman hayati dan pengelolaan sumber daya kepiting portunid secara
berkelanjutan.

ABSTRACT. This study aims to confirm the species identity of Charybdis affinis from the coastal
waters of Tuban, Indonesia, using integrated morphological and molecular approaches.
Specimens were examined based on morphological characteristics including carapace shape,
anterolateral teeth arrangement, cheliped spination, and dorsal setation. Morphometric analysis
showed carapace width ranging from 4.09-4.40 cm and length from 2.68—-2.99 cm. Molecular
identification was conducted using the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene.
PCR amplification produced a 638 bp DNA fragment. BLAST analysis revealed 99.06%
sequence identity with Charybdis affinis in GenBank with 100% query coverage, and the
obtained sequence has been deposited in GenBank under accession number PV699569.1.
Phylogenetic reconstruction using the Neighbor-Joining method showed that the samples
clustered within the C. affinis clade and were clearly separated from closely related species.
These findings confirm the first molecular record of C. affinis in Indonesian waters and
demonstrate strong agreement between morphological and genetic characteristics. This study
provides essential baseline information for biodiversity assessment and sustainable
management of portunid crab resources.

1. Pendahuluan

Kepiting renang dari famili Portunidae

seringkali menjadi tantangan akibat tingginya
kemiripan morfologi antar spesies yang

merupakan komponen penting dalam ekosistem
laut tropis dan subtropis, baik secara ekologis
maupun ekonomis, karena berperan dalam
struktur jaring makanan dan mendukung
perikanan pesisir di wilayah Indo-Pasifik (Ng,
1998; Santhanam, 2018). Salah satu genus yang
memiliki keanekaragaman tinggi dalam famili ini
adalah Charybdis De Haan, 1833. Namun
demikian, identifikasi spesies dalam genus ini
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berkerabat dekat (Ng & Davie, 2007; Widyastuti,
2015). Di Indonesia, kajian terkait kepiting
portunid masih didominasi oleh spesies bernilai
ekonomis tinggi seperti Portunus pelagicus,
sementara spesies non-target seperti Charybdis
spp. masih relatif kurang terdokumentasi,
meskipun  keberadaannya semakin sering
ditemukan dalam hasil tangkapan (Hamid &
Wardiatno, 2018).
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Pendekatan identifikasi berbasis morfologi
memiliki keterbatasan, terutama karena adanya
variasi ontogenetik, dimorfisme seksual, serta
plastisitas fenotip yang dapat menyebabkan
kesalahan identifikasi (Poore, 2004; Poupin &
Juncker, 2010). Hal ini menjadi semakin
kompleks dalam genus Charybdis, di mana
perbedaan karakter diagnostik seperti bentuk
karapas, susunan gigi anterolateral, dan struktur
cheliped seringkali sangat halus. Oleh karena itu,
pendekatan molekuler berbasis DNA telah
banyak digunakan untuk melengkapi identifikasi
morfologi. Metode DNA barcoding menggunakan
gen mitokondria cytochrome c oxidase subunit |
(COl) terbukti efektif dalam membedakan spesies
yang memiliki kemiripan morfologi tinggi serta
dalam mengonfirmasi identitas taksonomi secara
akurat (Hebert et al., 2003; Casiraghi et al.,
2010).

Charybdis affinis (De Haan, 1850)
merupakan salah satu spesies kepiting renang
yang tersebar di wilayah Indo-Pasifik dan
umumnya ditemukan pada perairan dangkal
dengan substrat pasir atau lumpur (Ng, 1998;
Chung, 2002). Meskipun demikian, laporan
keberadaan spesies ini di Indonesia masih
sangat terbatas, terutama yang didukung oleh
data molekuler. Kurangnya konfirmasi berbasis
DNA berpotensi menyebabkan ketidakakuratan
dalam identifikasi spesies serta menghambat
upaya inventarisasi keanekaragaman hayati dan
pengelolaan sumber daya perikanan secara
berkelanjutan.

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi spesimen
kepiting yang dikoleksi dari perairan Tuban, Jawa
Timur, menggunakan pendekatan integratif yang
menggabungkan analisis morfologi, morfometrik,
dan DNA barcoding berbasis gen COI. Selain itu,
penelitian ini juga bertujuan untuk menganalisis
hubungan filogenetik spesimen tersebut dengan

spesies lain dalam famili Portunidae. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan
konfirmasi ilmiah pertama secara molekuler

terhadap keberadaan Charybdis affinis di
perairan Indonesia, yang diperkuat dengan data
sekuens yang telah terdaftar pada GenBank
(Accession Number: PV699569.1), serta menjadi
dasar bagi pengembangan penelitian lanjutan
terkait keanekaragaman hayati dan pengelolaan
sumber daya kepiting secara berkelanjutan.

2. Bahan dan Metode

2.1. Waktu, Tempat, dan Metode Penagmbilan
Data
Penelitian ini dilaksanakan di perairan

Tuban, Jawa Timur, Indonesia (111°30—-112°35'
BT dan 6°40'-7°18' LS), yang merupakan wilayah
pesisir dengan dominasi substrat pasir dan
lumpur. Pengambilan sampel dilakukan pada Juli
2024. Sampel kepiting dikoleksi secara langsung
dari perairan pesisir menggunakan metode
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penangkapan aktif yang menargetkan individu
yang bergerak di dasar perairan. Metode ini
mengacu pada pendekatan yang telah digunakan
pada penelitian sebelumnya (Salvanes et al.,
2018; Rustikasari et al., 2021). Sebanyak satu
individu kepiting betina (kode sampel: K8)
digunakan untuk analisis morfologi dan molekuler.
Sampel yang diperoleh kemudian dibersihkan
dan disimpan dalam kondisi dingin sebelum
dilakukan analisis lebih lanjut di laboratorium.
2.2. Identifikasi dan  Analisis
Morfometrik

Identifikasi morfologi dilakukan berdasarkan
karakter eksternal yang meliputi bentuk karapas,
struktur gigi anterolateral, margin anterior dan
posterior, struktur cheliped, pereiopod, serta
morfologi abdomen. Proses identifikasi mengacu
pada kunci determinasi kepiting portunid yang
telah diakui secara luas (Ng, 1998; Poore, 2004;
Ng & Davie, 2007; Widyastuti, 2015). Analisis
morfometrik dilakukan terhadap parameter
utama, yaitu panjang karapas (carapace length),
lebar karapas (carapace width), lebar margin
posterior, panjang dan lebar dactylus, lebar
merus, panjang propodus—dactylus, serta berat
tubuh. Pengukuran dilakukan menggunakan
digital caliper dengan ketelitan 0,01 cm,
sedangkan berat tubuh diukur menggunakan
timbangan analitik dengan ketelitian 0,01 g.

Morfologi

2.3. Analisis Molekuler

Sex determination was based on abdominal
morphology, where females possess a broad and
rounded abdomen, whereas males exhibit a
narrower and elongated abdomen. The sex ratio
was calculated as the proportion of males to
females for each sampling month and for the
entire study period. Deviations from an expected
1:1 sex ratio were tested using the Chi-square
test at a 5% significance level.
Ekstraksi DNA
DNA genomik diekstraksi dari jaringan otot
cheliped menggunakan Genomic DNA Mini Kit
sesuai dengan protokol pabrikan dengan
modifikasi minor. Tahapan ekstraksi meliputi lisis
sel menggunakan buffer lisis, pemisahan DNA
melalui kolom sentrifugasi, pencucian untuk
menghilangkan kontaminan, dan elusi DNA
menggunakan  buffer elusi yang telah
dipanaskan pada suhu 60°C. DNA hasil ekstraksi
disimpan pada suhu -20°C hingga digunakan
dalam proses amplifikasi.
Amplifikasi DNA (PCR)
Amplifikasi DNA  dilakukan  dengan
menargetkan gen mitokondria cytochrome c
oxidase subunit | (COI) menggunakan primer
universal LCO1490 dan HCO2198 (Folmer et al.,
1994). Reaksi PCR dilakukan dalam volume total
40 ul yang terdiri atas 20 pl master mix PCR, 15
gl air bebas nuklease, 1,5 pl masing-masing
primer forward dan reverse, serta 2 pl DNA
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template.Kondisi amplifikasi meliputi denaturasi
awal pada 95°C selama 3 menit, diikuti oleh 35
siklus yang terdiri dari denaturasi pada 95°C
selama 20 detik, annealing pada 47°C selama 30
detik, dan ekstensi pada 72°C selama 10 detik,
serta diakhiri dengan ekstensi akhir pada 72°C
selama 5 menit.

Elektroforesis Gel

Produk PCR divisualisasikan menggunakan
elektroforesis gel agarosa 1% dalam buffer TBE.
Elektroforesis dilakukan pada tegangan 100 V
selama +30 menit. Gel kemudian diwarnai
menggunakan etidium bromida dan diamati di
bawah UV transilluminator untuk mengonfirmasi
keberhasilan amplifikasi berdasarkan ukuran pita
DNA yang dihasilkan.

Sekuensing dan Analisis Data Molekuler
Produk PCR yang berhasil diamplifikasi
dikirim ke PT. Genetika Science, Jakarta untuk
proses sekuensing. Data sekuens dalam
format .ab1 diedit dan disejajarkan (alignment)
menggunakan  metode  ClustalW  dalam
perangkat lunak MEGA Xl. Validasi kualitas
sekuens dilakukan secara manual untuk
memastikan tidak adanya kesalahan pembacaan
basa.

Weak spines

There are orange spots
on the chelipeds

The dorsal s!

T
of the carapace
is rough (covered with fine hairs)

urface

The frontal teeth
and orbital lobes
are rounded

Identifikasi  spesies
membandingkan sekuens DNA terhadap
database GenBank (NCBI) menggunakan
metode Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Parameter yang diamati meliputi query
coverage dan persentase kemiripan (identity).

Analisis filogenetik dilakukan menggunakan
metode Neighbor-Joining (NJ) dengan 1000
bootstrap replicates untuk menguji tingkat
kepercayaan percabangan pohon. Sekuens
DNA yang diperoleh dalam penelitian ini telah
didaftarkan pada GenBank dengan Accession
Number PV699569.1.

dilakukan dengan

3.
3.1.

Hasil dan Pembahasan
Analisis Morfologi

Hasil identifikasi morfologi menunjukkan
bahwa spesimen dari perairan Tuban memiliki
karakteristik yang sesuai dengan genus
Charybdis. Karapas berbentuk heksagonal
dengan margin posterior membulat, serta gigi
anterolateral terakhir berukuran lebih besar

dibandingkan gigi lainnya. Permukaan dorsal
karapas tampak kasar dan ditutupi setae halus,
serta terdapat bercak oranye pada cheliped
(Gambar 1).

6 teeth on each antero-
lateral margin
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Gambar 1. Morfologi sampel kepiting yang ditemukan di Perairan Tuban

Struktur frontal menunjukkan gigi median
yang lebih tinggi dibandingkan gigi submedian
yang dipisahkan oleh celah berbentuk V.
Cheliped memiliki tiga duri pada merus, empat
duri pada karpus, dan lima duri pada manus.
Kaki jalan relatif panjang dan ramping. Hasil
pengukuran morfometrik disajikan pada Tabel 1.
Nilai lebar karapas (4,09 cm) dan panjang
karapas (2,68 cm) menunjukkan bahwa
spesimen termasuk dalam kategori individu
dewasa.
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Tabel 1. Pengukuran morfometrik kepiting
yang dikumpulkan dari Tuban, Indonesia

Parameter Measurement
Carapace length (cm) 2.68
Carapace width (cm) 4.09
Posterior margin (cm) 1.25
Dactylus length (cm) 1.15
Dactylus width (cm) 0.85
Merus width (cm) 1.50
Propodus—dactylus length
(cm) 5.0
Body Weight (g) 9.2
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3.2. Analisi Molekuler Komposisi nukleotida disajikan pada Tabel
Hasil amplifikasi gen COl menunjukkan pita 2 dan menunjukkan distribusi basa yang relatif
DNA vyang jelas dengan ukuran 638 bp seimbang, mengindikasikan kualitas sekuens
(Gambar 2), yang sesuai dengan target gen COI yang baik.
pada krustasea.
Tabel 2. Komposisi nukleotida sekuens COI

T T(V) A G Total
1kb Sample name (%) C (%) (%) (%) (bp)

K8 HCO2198 31.5 19.3 29.020.2 638

Hasil BLAST terhadap database
GenBank menunjukkan bahwa sampel memiliki
query coverage 100% dan tingkat kemiripan
99,06% dengan Charybdis affinis (Accession
Number: PV699569.1) (Tabel 3).

Analisis filogenetik menggunakan metode
Neighbor-Joining menunjukkan bahwa sampel
berkelompok dalam satu klade dengan C. affinis

Gambar 2. Hasil visualisasi amplifikasi gen
COIl menggunakan elektroforesis gel

agarosa. dengan nilai bootstrap tinggi (97-99%) (Gambar
3)
Tabel 3. Hasil BLAST sekuens COI kepiting
FieldID Lab ID Species  bp  Gene ﬁﬁﬁ;::on 8:33 :ﬁ}oe)"t'ty
Crab K8 Charybdis g3 coxI PV699569.1  100% 99,06%

HC02198 affinis

57 — PV603761.1 Charybdis affinis voucher XM2024110 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

2| L MZ393897.1 Charybdis affinis isolate CBD15 cytochrome c oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

-

97 PV699569.1 Charybdis affinis voucher K8 HCO2198 cytochrome c oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

0L876973.1 Charybdis japonica voucher NSMK-MS-0024816 cytochrome c¢ oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial

-

98 '— EU284142.1 Charybdis variegata voucher LRC04 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

MN184688.1 Charybdis anisodon isolate Biosec891 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial

-

9% LC836383.1 Charybdis anisodon AMB mitochondrial COI gene for cytochrome oxidase subunit 1 partial cds

!_‘__I

99 — LC836384.1 Charybdis anisodon AMJ mitochondrial COI gene for cytochrome oxidase subunit 1 partial cds

KP976186.1 Charybdis feriata voucher ihb201308479 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

KX060219.1 Charybdis truncata isolate XDNA - 512 356 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

MG356482.1 Portunus pelagicus clone GUMS-COI-Pp-1 cytochrome oxidase subunit | (COl) gene partial cds mitochondrial

57 L[ MZ393923.1 Thalamita admete isolate THA8 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene partial cds mitochondrial
64

AY351872.1 Charyhdis helleri isolate CheS2 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial gene for mitochondrial product

Gambar 3. Pohon filogenetik metode Neighbor-Joining yang menunjukkan hubungan
kekerabatan Charybdis affinis dengan spesies terkait.

3.3. Pembahasan sama (Gambar 3) menunjukkan bahwa

Kesesuaian antara hasil identifikasi spesimen memiliki kedekatan genetik yang tinggi
morfologi dan molekuler menunjukkan bahwa dengan C. affinis. Hal ini mengindikasikan bahwa
spesimen yang dianalisis merupakan Charybdis populasi di perairan Tuban merupakan bagian
affinis. Karakter morfologi utama (Gambar 1; dari distribusi spesies tersebut di wilayah Indo-
Tabel 1) konsisten dengan hasil DNA barcoding Pasifik. Penggunaan pendekatan integratif
(Tabel 3), yang memperkuat validitas identifikasi terbukti sangat penting dalam menghindari
spesies. Nilai kemiripan sekuens sebesar kesalahan identifikasi akibat kemiripan morfologi
99,06% serta pengelompokan dalam klade yang antar spesies dalam genus Charybdis. Selain itu,
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keberadaan data sekuens yang telah terdaftar di
GenBank (Accession Number: PV699569.1)
memberikan validasi tambahan terhadap hasil
penelitian ini. Temuan ini juga menunjukkan
bahwa C. affinis kemungkinan memiliki distribusi
yang lebih luas di perairan Indonesia
dibandingkan yang telah dilaporkan sebelumnya.
Oleh karena itu, penelitian lanjutan sangat
diperlukan untuk mengevaluasi distribusi,
struktur populasi, serta potensi pemanfaatannya

dalam konteks pengelolaan sumber daya
perikanan.
4. Kesimpulan

Penelitan ini  mengonfirmasi bahwa

spesimen kepiting yang ditemukan di perairan
Tuban, Jawa Timur, merupakan Charybdis affinis
berdasarkan  kesesuaian antara karakter
morfologi dan hasil analisis molekuler
menggunakan gen COIl. Identifikasi morfologi
yang ditunjukkan oleh bentuk karapas, susunan
gigi anterolateral, dan struktur cheliped konsisten
dengan deskripsi spesies, serta diperkuat oleh
hasil DNA barcoding dengan tingkat kemiripan
sebesar 99,06% dan pengelompokan filogenetik
yang kuat dalam klade C. affinis. Sekuens DNA
yang dihasilkan telah terdaftar pada GenBank
dengan Accession Number PV699569.1,
sehingga memberikan validasi tambahan
terhadap identifikasi spesies. Temuan ini
merupakan laporan pertama yang
mengonfirmasi keberadaan Charybdis affinis di
perairan Indonesia secara molekuler dan
memberikan kontribusi penting sebagai data
dasar dalam kajian keanekaragaman hayati
serta pengelolaan sumber daya kepiting portunid
secara berkelanjutan.
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