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IDENTIFIKASI MOLEKULAR ISOLAT KAPANG PENGHASIL PIGLUCAN
BERDASARKAN DAERAH INTERNAL TRANSCRIBED SPACER (ITS)*
[Molecular Identification of Fungal Isolate Produces B[Glucan
Based on Internal Transcribed Spacer (ITS)]

Yoice Srikandace™", I nes | rene Caterina A2 dan Wibowo M angunwar doyo?®
*Pusat Penelitian BioteknologiIPI
Jalan Raya Bogor Km 46 Cibinong, Bogor 16911
'Program Pascasarjana Biologi Gedung E Lt 2 [EMIPA Ul, Depok
" e[mail: yo79srievfran@yahoo.com

ABSTRACT

Research was conducted to identify the fungal isolate G.23 which produces blglucan from the Biopharmacy Laboratorium's
collection. Indonesian Institute of Sciences (LIP1) based on the sequence of the Internal Transcribed Spacer (ITS) regions. DNA
was isolated from mycelia and the ITS region was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) with ITS1 and ITS4 primers.
The PCR product was purified using the QlAquick PCR Purification kit (Qiagen). BigDye terminator cycle sequencing Ready
Reaction Kit (Perkin Elmer Applied Biosystem) was used and the product was purified with the AutoSEQ GIGD Kit (Qiagen). The
sequence obtained analysed using Basic Local Alignment Search Tool nucleotide (BLAST)n homology search. The BLASTnN result
showed that the fungal isolate G.23 belongs to the genus Aspergillus. Taxa closely related to this isolate were Aspergillus elegans,
A. ochraceus and A. sclerotiorum with 96% sequence homology. ClustalX was used for sequencelalignment. Phylogenetic analysis
was constructed using the Neighbour Joining (NJ) method with Kimura two parameters. The phylogenetic tree obtained showed
that fungal isolate G.23 separated from A. elegans, A. ochraceus and A. sclerotiorum which indicated that fungal G.23 belonged to
a different spesies. Morphological observation on culture and microscopic appearance of the fungal isolate G.23 supported that this
isolate differs from A. elegans, A. ochraceus and A. sclerotiorum.

Kata kunci: Aspergillus, Internal Transcribed Spacer, pohon filogenetik.

PENDAHULUAN

DNA merupakan molekul primer panjang berupa
asam nukleat dan polisakarida yang mengandung
informasi biologi penting. Rangkaian DNA yang
digunakan untuk identifikasi kelompok eukaryotik
(kapang) antara lain terletak pada daerah Internal
Transcribed Spacer (ITS). Daerah tersebut memiliki
variasi lebih tinggi dibandingkan 18S, 5.8S dan 28S
(Kumeda dan Asao, 2001), namun terkonservasi
sehingga memungkinkan untuk membuat basis data
sekuen biologi yang dapat digunakan untuk identifikasi
suatu spesies (Kumar dan Shukla, 2004).

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, isolat
kapang G.23 ternyata mampu menghasilkan b [glukan.
Profil p[glukan tersebut telah diketahui dengan analisis
spektrofotometer inframerah Fourier Transform,
kromatografi lapis tipis, kromatografi kolom,
kromatografi cair kinerja tinggi dan resonansi magnet
inti. Isolat kapang G.23 telah dikarakterisasi secara
konvensional dengan pengamatan makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan makroskopis dan

'‘Diterima:6 Februari 2009 Disetujui: 16 Mei 2009

mikroskopis isolat kapang G.23 berdasarkan buku
identifikasi "Introduction to fungi" dan "Introduction
to foodlbbrne fungi" (Webster, 1978; Samson et al.,
1981). Karakterisasi morfologi isolat kapang G.23 (Foto
1) menunjukkan bahwa isolat tersebut merupakan
kapang dari genus Aspergillus.

Karakterisasi morfologi isolat kapang G.23 tidak
dapat mengidentifikasi sampai tingkat spesies. Oleh
karena itu, dalam studi ini identifikasi isolat kapang
G.23 juga dilakukan secara molekular berdasarkan
daerah ITS menggunakan primer ITS (ITS 1dan ITS4)
yang dapat digunakan untuk identifikasi kapang sampai
pada tingkat spesies. Sekuen[sgékuen daerah 18S, ITS,
5.8S dan 28S vyang dianalisis dengan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) dapat memberikan
informasi jenis spesies atau genus suatu
mikroorganisme (Henry et al., 2000; Hinrikson et al.,
2005). Program ClustalX versi 1.83 dapat membentuk
alignment dan Phylogenetic Tree [Neighbour Joining
Tree dengan metode Kimura dua parameter (Kumeda
dan Asao, 2001).
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Indo
Bio Pertiwi, Pusat Penelitian Bioteknologi-LIPI,
Cibinong.
Isolas DNA dari misdium

Miselium yang telah diliofilisas dimasukkan ke
dalam tabung rnikrosentrifus berukuran 15 ml ditambah
dengan 15 mIN”~cair, 500mllisisbufer(100mM tris-
HC1,20 mM EDTA, 2% CTAB, 14M NaCl, dan 0,2 %
b-merkaptoetanol dan sebelum digunakan dipanaskan
terlebih dahulu pada suhu 65°C), divortex dengan
interval waktu 20 menit, dan diinkubasi selama 2 jam
pada suhu 65°C. Miselium didinginkan pada suhu
ruang, ditambah dengan 500 ml kloroform pa, divortex
dan disentrifuse dengan kecepatan 13.400 rpm selama
10 menit pada suhu ruang. Supernatan diambil,
ditambah dengan 0,1 Volume sampel CTAB 10 %,
divortex dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 65°C.
Supernatan ditambah dengan 500 ml kloroform pa,
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 4°C, dan
disentrifus dengan kecepatan 13.400 rpm sdlama 10
menit. Supernatan ditambah dengan 0,5 Volume sampel
amonium asetat 5M, divortex dan diinkubasi selama 1
jam pada suhu -20°C, dan disentrifus dengan kecepatan
13.400 rpm selama 10 menit. DNA dipresipitasi dengan
isopropanol selama 60 menit, disentrifugasi dengan
kecepatan 13.400 rpm selama 10 menit. DNA ditambah
dengan etanol 70%, dikeringanginkan, ditambah
dengan 501TE bufer IX, sdlanjutnya diinkubasi dalam
penangas air yang bersuhu 65°C selama 1 jam untuk
melarutkan DNA, dan dissmpan di dalam freezer (Hsu
etal, 2003). '
Analisis kualitas, identifikasi dan amplifikas DNA

DNA yang telah diperoleh dianalisis dengan
agarose 1% dan kemurnian sertakonsentrasi DNA diuji
dengan spektrofotometer pada 1260 nm dan 1 280 nm.
dNTP (konsentrasi 200 mM dalam 10 mM Tris-HCl), 50
mM KC1, Taq polymerase 2.5 U, bufer reaksi, dan 1,5
ul MgCly, 1 (il primer ITSL (10 pmol) dan 1 pl primer
ITS (10 pmol) dan 2 pl template DNA serta 14,75 pl
dH,0 steril dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifus
deﬁgan total volume 25 (il. Tabung-tabung
mikrosentrifus berisi kontrol positif (DNA Penicilium
sp), kontrol negatif (tanpatemplate DNA) dan template
DNA isolat kapang G.23 dimasukkan ke dalam mesin
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PCR (Perkin pelmer 9600) dengan siklus amplifikas 40
siklus dengan kondisi setigp siklus adalah denaturesi
awal suhu 95°C selama 5 menit, denaturasi berikutnya
95°C selama 2 menit, suhu penempelan (annealing)
suhu 64"C selama 45 detik, elongas pada suhu 72°C
selama 10 detik, dan final extention pada suhu 72°C.
Setelah DNA diamplifikasi, maka DNA disimpan di
dalam refrigerator yang bersuhu -20"C dan diandlisis
ukuran produk PCR vyang diperoleh dengan
elektroforesis (Amersham, 2006).

Foto 1. Penampakan makroskopis isolat kapang G.23 pada
medium PDA berumur 7 hari.

Purifikas produk PCR

Produk PCR ditambah dengan 500 pl PB bufer
yang telah mengandung etanol 96 % di dalam tabung
mikrosentrifus. Kolom spin diletakkan di dalam tabung
koleksi yang berukuran 2 ml. Produk PCR dipindahkan
ke dalam kolom spin dan disentrifus dengan kecepatan
13.000 rpm sddlama 1 menit. Pelarut dibuang dari tabung
2ul. Kolom spin diletakkan ke dalam tabung sentrifus
berukuran 15 pl. Kemudian. 500ul bufer EB dituang di
atas membran QIAquick dan kolom disentrifus dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit, sehingga
diperoleh produk PCR yang murni (Qiagen protocoal).

Cycle-sequencing

Sebanyak 2 ul produk PCR yang telah
dipurifikasi ditambahkan dengan 4 (il big dye, 0,5 pl
primer, 35 pl ddH,O dengan total volume 10 pl
dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifus. Reaksi
produk PCR disentrifus dengan kecepatan 13.000rpm
selama 1 menit, ldu dimasukkan ke dalam mesin PCR
untuk cycle sekuen. Kondisi PCR addah denaturasi
suhu 98°C sdlama 2 menit, penempelan (annealing)
suhu 55°C selama 5 detik. elongasi pada suhu 60°C



selama 4 menit, sehingga diperoleh product cycle
sequencing (ABI Prism 3130 protocal).

Purifikas produk Cycle Sequencing dan sekuensing

Scbanyak 100 pul EDTA 10 mM (pH 8.0)
diresuspens dengan resin di ddam kolom dandivortex.
Kolom dipindahkan ke dalam tabung mikrosentrifus
berukuran 15 ml, disentrifus dengan kecepatan 4.600
rpm sedlama 1 menit. Kolom dipindahkan ke dalam
tabung berukuran 15 ml, produk PCR dituang ke ddam
tabung tersebut, dan disentrifus dengan kecepatan
4.600 rpm selama 1 menit. Kemudian produk PCR
diinkubas selama 2 menit pada suhu 96°C, produk PCR
diinkubasi di es sdlama 2 menit, dan dimasukkan ke
dalam mesin DNA sequenser. Komputer diaktifkan
untuk menjalankan program Run Data Collection dan
Protocol Manager. Sekuen yang diperoleh dianalisis
dengan BLAST (ABI Prism 3130 protocol).

Analisis sekuen dengan Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST).

Urutan basa nukleotida DNA sebagai hasil
sefcuensing secara manual dicetak uiang ke program
BLASTnN pada situs www.nchi.nim.nih.gov . Urutan
basa nukleotida diformat ID sehingga diperoleh hasil
BLAST. Hasl BLAST berupa informasi similarity
sekuen sample (isolat kapang) dengan sekuen
mikroorganisme yang ada di data BLAST.

Analisis Filogeni isolate kapang G.23

Data sekuen daerah ITS isolat kapang G.23 dan
sekuen spesies yang diperoleh dari BLASTn diandlisis
dengan ClustalX versi 1.83. Alignment dan
Phylogenetic Tree-metode NJ dengan Kimura dengan
dua parameter dihasilkan dengan program ClustalX
(Brookman et al, 2000).

HASIL

DNA diisolasi dari 0,1 gmiseliumisolat kapang
G.23 telah yang terliofilisas dengan metode Hsu et al.
(2003). Buffer lisis yang mampu memecahkan dinding
o isolat kapang G.23 adalah 100 mM TrisHCI pH 8,20
mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% sarcosyl, 0.1% NaSOs,
3%SDS,2%PPV.

Foto 2 menunjukkan bahwa hasil analisis 8 (1L
DNA dianalisis pada gel agarose 1 % dengan
elektroforesis, menggunakan DNA ladder 1 kb dan
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10kb >10 kb

Foto 2. Analisis genom DNA isolat kapang G.23 pada
gel agarose 1 %. Baris1: DNA ladder 1 kb, Baris
2: genom DNA kapang G.23.

divisudisasikan dengan sinar UV. Berat molekul DNA
genom isolat kapang G.23 berkisar di atas 10 kb.
Selanjutnya, kemurnian DNA berkisar 1,8115. Hagll ini
menunjukkan DNA yang diisolasi cukup murni tanpa
adanya degradasi DNA dan konsentrasi DNA adalah
41,575 mg/ml. Amplifikass DNA menggunakan PCR
beads (Amersham), primer ITS1 dan ITS4, template
DNA serta ddH,O, kontrol positif berupa DNA
Penicillium sp koleksi Laboratorium Biofarmaka dan
negatif kontrol berupa ddH,O.

Foto 3 menunjukkan produk PCR yang berupa
fragmen ITS berdasarkan hasil analisis dengan
elektroforesis pada gd agarose 1% berkisar 600 bp dan
tidak tampak adanya non-specific priming yang
ditunjukkan dengan hanya terdapat 1 pita DNA.
Magnani (2005) danAccenci etal., (1999)menyatakan
bahwa fragmen ITS untuk kapang berkisar 565-613 bp.

1234

il
Ii: |

600 bp

500 bp

Foto 3. Produk PCR DNA isolat kapang G.23.
Baris 1: DNA ladder 100bp, Baris 2: kontrol negatif,
Baris 3: kontrol positif, Baris 4: DNA isolat G.23
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Sekuen fragmen ITS
Hasil sekuensing isolat kapang G.23 dengan
sekuen primer 1TS1 berupa elekroferogram untuk
identifikasi spesies mikroorganisme dilanjutkan dengan
analisis BLASTn. Hasil BLASTn menunjukkan bahwa
sekuen isolat kapang G.23 termasuk genus Aspergillus.
Nilai bootstrap isolat kapang G.23 tertinggi 96%
(Gambar 1) terhadap Aspergillus elegans dan A.
sclerotiorum, dan A. ochraceus. Nila bootstrap
kapang G.23 sekitar 96% (Gambar 1) dan terdapat 9
perbedaan nukleotida.
Analisisfilogeni isolat kapang G23
Phylogenetic Tree-Neighbour Joining (NJ)
kapang G.23 dibentuk dengan program ClustalX
menggunakan metode Kimura dengan dua parameter.

>qb[ AF459736. | | AF459736

Aspergillus elegans NRRL 4850 18S ri bosonal

Sikandace - ldentifikasi Molekular Isolat Kapang Penghasil (3-Glucan Berdasarkan Daerah ITS

Skemafilogeni (Gambar'2) dengan bootstrap sebanyak.
1000 kali sampling menunjukkan similarity Aspergillus
spp. dan Penicilium chrysogenum UWFP 772 sebagai
outgroup. ldentifikasi molekuler mendukung data
karakterisas isolat kapang G.23 secara makroskopis dan
mikroskopis spesies yang terdekat berdasarkan hasil
sekuen Aspergillus elegans, A. ochraceus dan A.
sclerotiorum.

Phylogenetic tree menunjukkan bahwa kapang
G.23 lebih berkerabat dekat dengan A.ochraceus dan
A.sclerotiorumdengan nilai bootsrap 74%. Akan tetapi,
isolat kapang G.23 berkerabat jauh dengan A.elegans
yang ditunjukkan dengan nilai bootsrap 92%. Analisis
phylogenetic tree dan karakterisasi morfologi juga
menunjukkan bahwaisolat kapang G.23 memiliki genus

RNA gene,

parti al

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene and internal transcribed spacer 2, conplete sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lengt h=1197

Score = 632 bits (319), Expect = 3e-178

Identities = 385/398 (96%, Gaps = 6/398 (1%

St rand=Pl us/ Pl us

Query
Skijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

512

38

146

98

263

218

323

278

383

338

441

3s8

500

TCGAG—TCGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGG 262

CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC 217

FDLLEELEEEEL T e e e e ey e e e e e e e e iy

CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCCGATAATTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC 322

ATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCACCCCCTGEGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTCCGAGT 277

COVELDRELERER e G e e b e e bt e e e e i |

ATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCACCCCCTGGTATTCCGGGGGGETATGCCTGTCCGAGT 382

GTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCCTCGT ‘GGGEGACGGES J3T

COELEE L PP eee e LEEEL PR e e e e e e e L

GTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCCTCGTCCCCCC—GGGGACGGG 440

CCCGAAAGGCAGCGGCGEECTCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCCG 387

CCLCERETEE e er FEee e e et e e e et [l

CCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCEGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCA-CCCG 499

CTCTCGTAGGCCCGGCCGGCGCTGGCCGACGCTGARAMR 435

COEE TELEEERETE et e e ey

CTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCTGGCCGACGCTGARAAR B3

Gambar 1. Alignment data sequence kapang G.23 terhadap A. elegans analisis BLAST.



Neighbour-Joining
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= | Aspergillus elegans NRRL.4850
Aspergillus elegans YQ3-1

Tree
= 92 BN |Aspergi|lus ochraceus SRRC65
74 Aspergillus ochraceus UEL14a
_rAspergiIIus sclerotiorum ATCC16892
60| ge'AspergiIIus sclerotiorum
Aspergillus sp. Isolate G23

— 'Aspergillus auricomus NRRL391

Penicillium chrysogenum UWFP772 (Outgroup)

Gambar 2. Phylogenetic Tree kapang G.23

Aspergillus, akan tetapi bukan spesies A. elegans,
A.sclerotiorum, dan A.ochraceus. Ha ini dapat berarti
bahwa isolat kapang G.23 kemungkinan merupakan
spesies baru dari genus Aspergillus. Perbedaan-
perbedaan yang dimiliki oleh isolat kapang G.23
terhadap Aspergillus lain ditunjukkan pada Tabel. 1.

PEMBAHASAN

Pelisisan dinding sel dengan bufer lisis dan
liofilisas untuk mengurangi kadar air miselium kapang
G23 serta penambahan N, cair untuk memecahkan
dinding s&l kapang. DNA mikroorganisme belum tentu
dapat diisolasi dan diekstraksi dengan bufer dan
metode yang sama, baik metode konvensional maupun
dengan menggunakan kit. Akan tetapi, DNA yang
diisolas diharapkan memiliki kemurnian 1.8-2.0 tanpa
adanya fragmentasi atau degradasi DNA.

Genom DNA isolat kapang yang telah diisolas
memiliki data BLASTn yang menunjukkan bahwa
daerah yang disekuen adalah sebagian 18SrRNA, ITS-
15.8SrRNA, ITS-2, dan sebagian 28SrRNA. Daerah
18S rRNA dan daerah 28S rRNA tidak tersekuen
seluruhnya karena primer yang digunakan tidak
meliputi daerah 18SrRNA dan 28S rRNA seluruhnya.
Akan tetapi, primer tersebut mampu menunjukkan
identitas jenis isolat kapang G.23 yaitu Aspergillus.
Primer ITS1 yang berada pada akhir 5 18S dan ITSA

beradapadaava 3' 28S mampu mengamplifikas daerah
sebagian 18S, ITS-1, 5.8S, ITS-2 dan sebagian 28S
(Reynol, 1992). Arah sekuen ITS kapang G.23 mash
dilakukan dari satu arah 5' - 3', sehingga belum didapat
sekuen lengkap dari 600 bp daerah ITS isolat kapang
G.23. Jikasekuen dilakukan dari 5'-3' dan 3'-5' maka
kemungkinan dapat menunjukkan nilai identitas yang
lebih tinggi dari 96%, karena akan diperoleh sekuen
yang lebih panjang dan dapat diketahui kemungkinan
adanya sekuen yang salah pada saat proses
sekuensing.

Ada 9 perbedaan basa nukleotida dan nilai
bootstrap 96 % isolat kapang G.23 juga menunjukkan
bahwa isolat kapang adalah genus Aspergillus, akan
tetapi bukan spesies A. elegans, A. sclerotiorum, A.
auricomus dan A. ochraceus. Hal ini disebabkan oleh
rendahnyanilai homologi daerah ITS isolat kapang G.23
(96%) terhadap spesies terdekat yaitu A.sclerotiorum
dan A. ochraceus, karena suatu spesies memiliki nilai
homologi sekitar 99% (Tuckwell et al., 2005).

Karakter morfologi isolat kapang G.23 dengan
Aspergillus lain ditunjukkan pada Tabel. 1. Perbedaan
antara isolat kapang G.23 dengan A. elegans terdapat
pada warna konidia, warna conidial head, bentuk
susunan biserriate, ukuran vesikel dan warna
konidiofor. Berdasarkan pengamatan mikroskopis,
isolat kapang G.23 memiliki konidia berwarna kuning
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label. 1. Karakterisasi Aspergillus sp. secarakonvensional pada medium Czapek's dox berumur 7 hari,
Websgter (1978); Samson et al. (1981)]

inkubasi pada suhu ruang [Sumber:

Data-data Isolat kapang G.23 A. ochraceus A. sclerotiorum A. elegans
¢ koloni (7 25 -35mm 22 —42 mm 33-37mm 38-43 mm
hari)
warna koloni | putih, tengah koloni putih, tengah koloni putih, tengah koloni putih, tengah
kuning-kecokalatan kuning kuning kuning
conidial head | biseriate seluruh biseriate seluruh biseriate seluruh biseriate setengah
vesikel, radiate, vesikel,radiate, vesikel,radiate, vesikel, radiate,
kuning-kecoklatan, kuning,halus, kuning,halus, hijau,halus,
halus, $2,7-3,0pum | $2,5-3,5um $2,5-3,5um $3,0-4,0 um
zonasi (1) ) ) )
vesikel globose, ¢ 35-45 um | globose, ¢ 22-55 um | globose, ¢ 17-35 um | globose, ¢ 8-12
pm
fialid (7-1) X (2-3,5) pm | (7-12) X (2-3) pm (6-8) X (2-3) um (5-8) X (2-3) um
metula (15-20) X (5-6) um (6-12) X (2-6) pm (7-12) X (3-5) um (5-7) X (2-3) pm
konidia kuning kuning kuning hijau
konidiofor (0,4-1,3) X (8-10) (0,3-1,7) X (7-10) (0,4-1,2) X (7-10) (1-1,5) X (3-6)
pm, kuning, kasar pm, kuning cerah, pm, kuning- pm, coklat-
kasar kecoklatan, kasar kehijauan, halus

dengan permukaan halus, conidial head berwarna
kuning, susunan biserriate meliputi seluruh vesikel
yang berbentuk globose, diameter vesikel 2,7 - 3,0 mm.
Sedangkan karakter morfologi A. elegans berdasarkan
Webster (1978) adalah konidiaberwarnahijau dengan
permukaan halus, conidial head berwarna hijau,
susunan hiseriate hanya meliputi setengah vesikel
yang berbentuk globose, diameter vesikel 8-12 mm.
Sdlanjutnya, kapang G23 berkerabat lebih dekat
dengan A. ochraceus dan A. sclerotiorum juga
didukung oleh karakter morfologi. Samson et al. (1981)
dan Klich (2002) menyatakan A. ochraceus dan A.
sclerotiorum  memiliki konidia kuning dengan
permukaan halus, conidial head berwarna kuning,
susunan biserriate meliputi seluruh vesikel yang
berbentuk globose, diameter vesikel A. ochraceus (22-
55 mm) dan A. sclerotiorum (17-35 mm). Karakter
morfologi yang dimiliki oleh isolat kapang G23 hampir
sama dengan A. ochraceus dan A. sclerotiorum.
Perbedaan karakter yang tidak terlalu mencolok
diantara isolat kapang G.23, A. ochraceus dan A.
sclerotiorum adalah ukuran diameter vesikel, ukuran
fialid, metula, warnakoloni dan diameter koloni. Akan
tetapi, perbedaan antaraketiga Asper gillusyang terlihat
nyata adalah warna conidial head. Isolat kapang G.23
memiliki conidial head berwarna kuning-kecoklatan
sedangkan A. ochraceus dan A. sclerotiorum memiliki
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conidial head berwarna kuning.

KESIMPULAN

Identifikasi molekular isolat kapang G.23 pada
ITS menunjukkan bahwaisolat kapang G.23 merupakan
anggota dari genus Aspergillus dan berkerabat Iebih
dekat dengan A. sclerotiorum dan A. ochraceus
dibandingkan dengan A. elegans. Data molekuler
tersebut didukung oleh data morfologi mikroskopik
isolat kapang G.23 yang lebih mirip dengan A.
sclerotiorum dan A. ochraceus.

SARAN

Sekuen daerah ITS isolat kapang G.23 perlu
dilengkapi. Penelitian lebih lanjut sebaiknyadilakukan
sekuensing dengan menggunakan primer 1TS4 untuk
mendapatkan sekuen lengkap daerah ITS isolat kapang
G23.
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