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PENDAHULUAN Dari kedua speoies tersebut, P. syringae ialab yang banyak 

Kemampuan spesies bakteri tertentu u n W  mongkatalisis 
pbentukan es merupakan suatu fenotipe yalZg menarik, baik 
secara prrrktiis maupun aptikasi ilmiabnya. Suatu fenomena 
pben tu lpn  inti es pada bakteri yang temtama banyak 
diamati blah pada Pseudo- syringae. Disamping itu 
bakteri spesies lain seperti Etwinia herbicola, P. fluorescens, 
P. w w ~ v q  dun Xanthomonas campestrk pv. translucens 
dPpat juga membcntuk inti es dari air yang lewat dingin 
( W w ,  1983; lindow, 1990). Semua spesies bakteri tersebut 
umwnnya m a m p  mengkatalisis pembentukan es pada suhu di 
ataa -10 OC. Beberap spesics di antaranya bebkan d a p t  
&tuk inti es pada suhu -13 OC. Bakteri tersebut secara 
alami aktif katew qdoqya substansi pmbmtuk inti es 
(Liadow, 1983). Spesiesapesies bnirteri tersebut uasumnya 
basifat epifit pa& tanaman, clan kehadhnnya p d a  per- 
mukaan tanaman &pat meningkatkan kmunglriaan tanaman 
mengalmi terjedinya luka bcku pada suhu di atas -5 OC 
(Lindow et al,, 1982a). W a l a u p  aktivitas pembentukan inti 
es pada baktwi jek tarbotPs psda spies bakteri Pam 
negatif, IcebaBiran spesies-spesies ini pada tanaman dan 
babitat alami yang lain membuat pembentukan inti es pada 
baltleri di alam mtmpakan soan, femnnena umum yang 
menarik (GutiaaSberman dan Liadow, 1993). Lindow et a& 
(1978) memliti d i s t r i i  dari brktai yang aktif membentuk 
inti es pada tanaman di alam. Ternyata semua bakteri 
pexnhtuk inti es yang mercka isolasi mewakili spesies P. , 
syrin8ae atau E. herbifoh. Hal ini menunju4kan babwa 
Wiran kedua &es belrtcti hi di alam Iebih banyak 
h id ingkan  dengan balderi pembcntuk inti es spesies lain. 

- - 
ditelaah peneiiti dibandingkan spesies Linnya. 

Suatu sifat yang menarik dari bakteri pembcntuk inti es 
secam kuantitatif dan kaalitcrtif m a p i .  Dalam htll ini 
protein tunggal bertanggung jawab atau berpena &lam 
pembentukan inti es. Suatu populasi sel dari galur-gplur 
balaeri yang aktif membentuk inti es, b a g a i m w p n  mengn- 
dung inti es yang aktif sebagai htalis untuk mcmbentuk es 
dalam air kwat dingin yang subunya antara -2 bin- - 12 O C ,  

meskipln tidak setiap sel bakkri m e n g d u n g  inti es. Pada 
Mlhu bangat (-5-0 OC) inti es ctnderung m n j d i  jnang dairm 
suetu po~~tasi  sel. Sebagai contoh misalnya, b i m y a  b m g  
dari 10 dari semua sel daiam biakan mengandung inti tr 
yaag aktif pa& subu kbih hangat dari -2 O C  (OovhdmjaR 
dan Lindow, 1988). Inti es aktif p d a  subu a d  yang iebih 
dingin biasanya lebib banyak daripada yang sktif pda whu 
yang lebih bangat (Govindarajan den Lindow, 1- Lhdow, 
1990). 

Mengingat peran dari b a M  p e m W k  inti es #rrrrkrt, 
pi3manfaatan bsktcri ini secara prakthr rasupm splilmsi 
ibiahaya m e q m y a i  arti yang peating. Disamping itu, 
pernabaman mengenai poteiq yasg berpet~p &lam 
pembeatukm inti es dan f a b r - f a k  yang menapen@ 
pwgbentukan inti es juga perlu dipshami. 

-. Aktivitas pembentulran inti es telab dikcmbangkan dsa 
digunakan sebagai dasar dakm si- fin pelapw bam, untuk 
itu gen pembentuk inti es dipbungkan dengan promotor ahu 
e m e n  pengaw dari p n  yang ingin dimonitor ekspwhya. 
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Aktivitas pembentukan inti es dapat diukur despn  baik sifat-sifat dari enzim pelapor, kondisi lingkungan dan kualitas 
melalui asai tetes beku (droplet freezing assay). ]$anyak gen dari uji yang digunakan, serta ada tidaknya pengaruh aktivitas 
dapat digunakan sebagai pelapor, di antaranya ialah lac2 dari dalam tipe sel atau jaringan. Kepekaan menjadi betul-betul 
E. cdi, galK dari E. coli, pha4 dari E. coli, luxAB dari Vibrio penting jika gen yang diekspresikan berada pada tingkat yang 
h ~ v c y h  xyZE dari plasmid TOL dari P s w ,  cat-86 &ri sangat rendab atau j i b  aktivitas gen harus diukur di dalam 
Bacillus pumilis, ampC dari E. coli, neo dari TnS (Chater dan contoh yang mengandung sejumlah kecil sel (Lindgren et al., 
Hopwood, 1989) dan yang baru ialab gen aktif pembentuk inti 1989). Namun, pa& sistem gen pelapor pembentuk inti es, 
es (ice nucleation active P ins' atau ice') dari P. syringae. protein yang aktif membentuk inti es (yang m e ~ p a k a n  prod~k 
Kbusus yang teralrbir ini telah banyak digunakan untuk t e h h  dari aktivitas gen ice') bukanlah suatu enzim. Protein Ice 
ekologi dari berbagai spesies bakteri (Lindgren et aL, 1989). hanya berperan sebagai katalisator hayati untuk pembentukan 

Suatu metode yang andal untuk rnengetabui atau es dari air yang lewat dingin. 
memperkirakan aktivitas gen yang produknya tidak diketahui Sehubungan dengan penggunaan gen pelapor bakteri 
atau sulit diukur ialah dengan rnenempatkan aktivitas pembentuk inti es akbir-akbir ini telah ditelaah yangmelibatkan 
transkripsinya pada gen pelapor. Dalam ha1 ini poduknya interaksi antara bakteri dengan tanaman. Secara alami bakteri 
dapat diukur dengan mudah mehhui kuntml pengatunrd $en yangdigunakan tidakdapt rnembentuk inti es, yaitu P. syringae 
yang ditelaah. Gen taeZ dan cat telah'digunakan sebgai gen pv. ph~~coiieola, Agrobacterium tumefaciens dan Rhizobium 
pelapor dalam kultur karena piodubya dapat dengan mu& mliEdi. maen I d  deri P. syringae Cit7 yang dibawa oleb 
diukur dan ditentukan hantitasnya h m  kondisi terkontrol. plasmid berspebrn hang luas pICEl ditransfer ke A. 
Meskipun demikian, bebcrapa gen peiap7r stperti &im@rcienr cSs, R. aw&bti RM1021 dan P. syringae pv. 
D-galaktosidase yang disandilcen OM W, serhgkali tidak phmokolar WS312&; Semua spesies ini ternyata mampu 
dapat dengan cepat ditentukan Mt i tasnya  di habit@ aiami mernbentuk inti cs, d m  tetspi swan lcualitatif clan kuantitatif 
bakteri pembawa gen tnsebut. Oen pelapor bin seperti gus ekrpfesi pembenhdcerr inti cs bertreda dad inangnya. Ekspresi 
dan lux d a l m  apiikasinya mempunpi beberapa batasan. pambentukan inti .wpm% A. fwwf(ib.iem.dan R. &ti kurang 
Emisi dari cahaya yang dihasilkan oleh lusiferase, yang efisien bila dibandingkan dengan P. gyrinpc Cit7 atau P. 
merupakan produk gen luu, bergantung pa& aktivitas syringe pv phwolicolu. Batas suhu tertinggi yang masih 
metabolik yang tinggi dalam sel bakteri yang akan diukur memungkinkan pembentukan inti es untuk A. tumefaciens C58 
aktivitas gennya. Selain itu, sejumlah besar sel yang (pICE1) dan R. meliloti RM1021 (PICE I) berturut-turut ialah 
mengandung fusi gen lur atau gus diperlukan untuk -3 OCdan -3.5 OC. Sedangkan untuk P. syringae pv.pliaseolicola 
mendeteksi aktivitas gen pada tingkat transkripfi yang rendah NPS3121 (pICE1) dan P. syringne Cit7 ialah antara -1.5 OC 
(Lindow, 1991). hingga - 1 OC (Lindgren et n L, 1989). 

Pengembangan suatu sistem gen pelapor baru yang Penggunaan sistem gen pelapor ini juga telah digunakan 
didasarkan pada aktivitas pembentukan inti es merupakan untuk menerangkan ekspresi gen yang terlibat dalam sensor 
sesuatu yang penting. Sebuah gen inaZ tanpa promotor dari P. ketersediaan ion-ion besi pada tanaman dan di dalam tanah 
syrmgae telah dibuktikan sebagai gen pelapor yang serba guna dengan menggunakan fusi pada promoEor pengatur besi (Loper 
dan sistem ini mempunyai kepekaan yang tinggi. Ekspesi dari dan Lindow, 1994). Penggunaan sistem ini untuk analisis 
aktivitas pembennlkan inti es dalam sel bakteri tunggal yang biosintesis phenazine pads P. a u r e o f a c h  P a 1 2  
mengandung hrsi gen inaZ dapat dengan mudah diukur karena (Geoigakopoulos et al., 1994) dan analhis promotor (pornotar 
ak t iv i t~  transkripinya beta& pads tingkat yang tinggi. untuk Blaktamase, promotoruntuk pirwat dekarboksilase dan 
Bgslcan hasil transkripri gen tersebut dapat didetebi dalam Promotor unwk gen regulatordari P. syringae p h a s ~ l i c o ~ )  
jumW 103 sel. Aktivitas pembentukan inti es yang diperoleh Z~momms m06ili.s (Drainas et ale, 1995) Jugs telah 
temyata la5 ka]i ]ebih peka jika dibandingkan dengan diketahui, dan tetnyata sistem ini mempunyai kepekaan yang 
galaktosidase yang diukur pada taraf transkripsinya. Aktivitas tinggi. m q k  bakteri Yang halofil se~e*i Dele~a 
pembentukan inti es &pat digunakan sebagai e n  pelapor k l o p k y k  ~@ibmmas e h g a t a ,  H. h a l h r a n s ,  H- muidiafia, 
ymg se&a guns karena sebagian bear spesies baberi gram H. wbglaciescoln, dan Volcaniella eurihalina (Arvanitis et al., 
n e e i f  mampu mengebpresikannya dengan efisien W n d g m  1995) jug. telab dikctahui mengehpesikan en ice' 
et al., 1989). atau inaZ dari P. syringae. 

Sistem gen pelapar pembentuk inti es aktif, mempunyai 
kepekaan yang tinggi dan kurang dipengaruhi oieh 
komponen-ltomponen dari lingkungan dibandingkan dengan PROTEIN PEMBENTUK INTI ES 
gen pelapor yang lain. Sistem gen pelapor tersebut dapat 
menyediskan kesempatan untuk mengukw aktivitas gen yang 
menarik perhatian di habitat alami bakteri pernbawa gen 
tersebut (Lindgren et al., 1989). Sistem ini bahkan dapat 
digunakan untuk memaparkan pn-gen yang terlibat dalam 
patogenesitas tanaman maupun interaksi lain antara bakteri 
dengan tanaman. Sehin dapat diekspresikan pada berbagai 
jenis bakteri gram negatif, gen innZ juga dapat diekspresikan 
pada tanaman (Baertlein et al., 1992). 

Sernua sistem gen pelapor yang digunakan sekarang ini 
melibatkan gen-gen yang menyandikan suatu protein yang 
aktif secara enzimatik. Kepekaan sistem i d  berubah menurut 

Pembentukan inti es pada bakteri dibuat oleh gen tun-! 
dalam semua bakteri pembentuk inti es yang telah diuji, dan gen 
tersebut telah diklon dari hampir semua spesies bakteri tersebut. 
Walaupun gen pembentuk inti es panjangnya sedikit berbeda 
namun semua struktumya serupa. Semua gen ini menyandikan 
protein yang unik atau kbas pada ujung amino dan karboksilnya. 
Pada bagian ujung aminonya bermuatan listrik positif clan 
menyisip pada membran luar yang berperan untuk stabilitas. 
Pada ujung karbohilnya bermuatan positif maupun negatif. 
Sedangkan bagian tengah terdapt 16 asam amino yang 
diulang-ulang hingga 120 kali ulangan (8096 hingga 90% dari 
total protein) dan kaya akan asam amino polar serin dan threonin 
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yqng befperan dalam mengorientesikan mobkul-rnolekul air 
rapi bin- membentuk kristal es (KoPoff et al., 1991b; 

ipSbennan dan Lindow, 1993). Protein aktif pembentuk 
es (INA) dari P. syringe terdapt p d a  membtan luar 

,E. dan untuk aktivitasnya diperlukan kesatuan d e n p  lipid 
in$pBtan'@oztoff et al., 1991a) serta karbohidrat (Turner et al., 
19q9).v$Qbanyakan protein ini bersifat hidrofilik, bal iai 
meinu@nkannya terdapat pada permukaan membran luar 
bdbd (Kozloff et al, 1981b). Deagan demikian protein WA 
tm&ut akan menjadi #if bila telab disisipkon p d a  mqmbran 
1&~el bakteri. ~ i s a m ~ i n ~  itu sejauh *i protein INAdilaporkan 
ti* mempunyai uktivitas enzimatik. Lipid yaag turut -an 
ddam pembentukan inti 9 ialab fosfatidilinositol (Kozloff et 
ql., 1991), sedangbn kajbohidratnya dapat berupa men-, 
kemungkinan lrompleks manan dan mungkin aukosemib 
(Turner et al.. 19911. 
" Proteb $A d i h a t  dari aktivitasnya terbagi atas tiga kelas 
utslna yaitu kqlas A, B, dart C. Kelas A aktif membentuk inti eo'w &U -2 big@ -5 OC, kelas B &tif pada subu FS 
him* '-3 3G den Plasl C akti f pda suhu -7 hingga -10 OC 
& g b  et d.," i993). Pembagi~n ketip kelas tersebut 
kmyata derbubyngan dengan adanya lipid (fosEatidilinosltol) 
mauptin karbobidrat poda protein INA. Kelas A mktumya 
mengandung protein pembentuk inti es yang bergabung 
dengan fosfatidi$nositol dan manosa, mungkin sebagai 
kowleks manan "serta $ukosamin. Kelas B stniktumya 
wagandung prcitein pembentuk inti es yaag bergabung 
H e n  manan dan ghtkosamin, tapi tidak bergabung dengan 
tkgfatiidilinosibl. kdang#an kelas C; struktunrya mengandung 

pembentuk inti es yang bergabung dengan beberap 
residu,-osa seja (Turner s t  al., 1991). M ~ d e l  sederhana dari 
p'embentukan dan aktivitas w i n  pernbeotuk inti es terlibat 
pa& Ciembr I. 

Membran Scl 

bdwt tuk  lati Es 

b r  ' 

\. - Protein menyisip pada membran 

I I Kelas C 

Gula-pIa laimya 1 
4 

0 
a ,  Wopmtein pads manbran scl 1 W a s  B 

Rm€atiditi&sito~, .$A: /f .C / I *  1 ;> * 4 .  :' = , Giikoptcin bargrbung bagan I m a s  A 
fosfatidiliaositol pada membran sel 

Ck%& !. " Perpbcntubn L a '  'Aktivitas Rotein Pembentuk Inti Es 
i (Kodoff el at., 19916) 

Ukuran protein INA berkisar antara 150 kilo Dalton (aktif 
membentuk inti es pada suhu -12 OC) hingga 190 000 kilo 
Dalton (aktif wmbentuk inti es pada suhu -2 OC), yang 
ditentukan mela@ &asi sinar F a  (Govindarajan dan 
Lindow, 1988). ~ r q g & n  flNA yang membawa gen ice' yang 
berperan mengbasilkan prdtein aktif pembentuk inti es telah 
diklop dan dikaraktcrisasi memperlibatkan babwa ukuran gen 
tersebut bedcigar antara 3.5 sampai 4.6 kilo pasrangan base 
(lspb). Fragmen yan4diklon ternyata mampu m e n g e b p i k a n  
protein pembenh& mti es @lam E. coli. Ekspresi pemben- 
tukan inti es pada E. coli seqra hantitatif dan kualitatif 
sebsghn besar serupa atau rnirip dengan protein rang 
dibasilkan oleb bakteri asainya. Hal ini menyarankan babwa 
prod* gen ice' kemungkinm menentukan ekspresi da_n 
aktivitas pembentukan inti es pada membran biologi ( W r  el 
sf., 1985). 

Af'lJKkSt GEN PEMBENTUK INTI ES 

Balrteri pembentuk inti es telab diketabui d a p t  menye- 
babkan terjadinya luka beku pa& beberapa spesies tanaman 
karena sebagian besar bakteri pmbeqtuk inti es ialab bakteri 
filosfer (penauni daun). ~ e b a n ~ a h n  jaringan tanaman dapnt 
mengalhi lewat dingin secara meluas, namun kerusakan 
akibat pembekuan terjadi pada subu -2 OC. Wdaupun 
beberapa substansi alami seperti jaringan tanaman dan 
partikel-partikel tanah raongandung sejumlab inti es yang aktif 
membentuk es pad8 suhu -10 OC atau lebib rendah, substansi 
yang aktif membentuk es pada suhu asai di atas -5 OC di alam 
jarang sekali diternukan (Ljndow, 1983). Setetes air murni 
akan melewati lewet dingin hingga suhu -40 OC. Air ledeng 
dalam jumlab besar (bbih L r i  10 ml) umumnya mengalami 
lewat dingin hingga subu -8 OC. Kebanyabn spesies canaman 
dapat mengalami Iewat dingin hingga suhu sekitar -5 O C ,  dan 
tanaman yang peka te-p pembekuan dapat mengbilangkan 
kerusakan akibat peinbcntukaa es di atas suhu -5 O C  apabila 
tidak ada bakteri-ba-i punbentuk inti es pada tanaman 
tersebut (Gurian-Sbemn- tindow, 1993). 

Spesies balrteri pembentuk inti es merupakan penghuni 
urnurn pada tanaman. Jumlah populasi dari bakteri ini 
mencapi lo6 sellg jaringan tanman. Dengan demikian 
jaringan tanarnan di lapang pa& umumnya membawa 
sejumlah besu bakteri pembentuk ieri es (Lindow, 1993). 
Oleh karena spesies tanaman tertentu &pat terbunub (mati) 
akibat pembentukan es oleh bakteri, maka tindakan atau 
perlakuan untuk mengurangi atau mengatasi kerusakan 
tanaman akibat pegbeban .&pat dilakukan dengan meng- 
gunakan bakterisida mirupun dengan rnenggunakan bakteri 
antagonis pa& wthu udara minimum -5 OC atau kbih. 
Perlakuan terserbut,dapat meminitnumkan kenwrkan tanaman 
akibat pembekuan. Hal ini akan dopat menekan bilangnya 
rnilyaran dolar hasil produksi per tahun, terutama pada 
beberapa spesies tanaman gang peke terhadap pembekuan 
(Gurian-Sberman dan Lindow, 1993). 

Walaupun bakteri pembentuk inti es selalu mtrusak 
spesies-spesies tanaman yang peka terhadap pembehan 
(fMst-scmitive), bpkteri tersebut &pat memainkan peranan 
yang mernungkihn spesies t a m a n  tahan beku (hardy-fiost) 
dapt  toleran terhadap pembentukan es. Gen pembentuk iAti as 
pgdp bakteri telab diooba diintroduksikan ke tanaman Selcwum 
covntnesamii mek1ui.A. &mefaciens, tmyata inti es aktif paha 
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suhu -3 OC yang telah dapat dideteksi pada tanarnan tersebut. 
Pembentukan inti es pada suhu yang relatif hangat dalam 
spesies tanaman tahan beku dapat menptur untuk 
meningkatkan toleransinya terhadap kerusakan akibat 
pembekuan melalui lokalisasi air yang lewat dingin dalam 
jaringan tanaman (Gurian-sheman, 1993). 

Inti es pada bakteri yang aktif pada suhu yang relatif 
hangat (3 -5 O C )  potensial memainkan peranan penting 
secara praktis dalam pembuatan salju, perubahan cuaca, 
pembekuan beberapa jenis makanan, serta memungkinkan 
pemanfaatannya untuk membuat hujan buatan. Wusus dalam 
pembekuan makanan perlu dipikirkan juga bakteri 
pembawanya (pembawa gen ice? supaya tergolong dalam 
kelompok yang aman (Generally Reconized As Safe = 
GRAS). 

Akbir-akhir ini penggunaan gen ice' atau h Z  dari P. 
syringae untuk menyeleksi bakteri-bakteri filosfer yang 
berpotensi sebagai biokonhol X. c a w k i s  pv. glycines 8Ra 
telah dilakukan di Indonesia. Xanthomonas campestris pv. 
glycincs 8Ra diketahui sebagai penyebab penyakit pustul atau 
bisul bakteri pada tanaman kedelai. Introduksi gen inaZ ke X. 
campestris pv. gfycines 8Ra menunjukkan bahwa gen inaZ 
dapat diekspresikan menghasilkan protein pembentuk inti es. 
Xanthomonas campestris pv. g b c k  8Ra hasil rekayasa 
genetika ini selanjutnya dapat digunakan untuk menyeleksi 
bakteri-bakteri filosfer tanaman kedelai sebagai biokontrol in 
planta. Metode denpn  menggunakan gen inaZ sebagai 
penanda molekuler maupun sebagai gen pelapor akan sangat 
membantu. Metode ini disarnping mudah dan cepat dilakukan, 
juga andal (Mariani, 1995). Di laboratorium kami juga telah 
diintroduksikan gen ice' atau inaZ ke bakteri lain, yaitu 
Bradyrhizobium japonicum (bakteri pembentuk bintil akar 
kedelai) melaki konjugasi. Konjugasi dapat terjadi dengan 
frekuensi tinggi dan B. japonicum mampu mengekspresikan 
gen i d  tersebut. Namun demikian, B. japonicum hasil 
rekayasa genetika tersebut setelah diinfeksikan ke kedelai, 
bintil akar yang terbentuk setelah dilakukan asai pembentukan 
inti es ternyata menunjukkan ketidakstabilan ekspresi gen 
h Z .  Dalam kasus ini gen i d  tidak dapat digunakan sebagai 
penanda molekuler maupun sebagai p n  pelapor pada fase 
bakteroid (B. japonkum yang ada di dalam bintil akar). 
Sepengetahuan kami, kedua hasil penelitian tersebut adalah 
yang pertama kali melaporkan bahwa gen inaZ dari P. 
syringae dapat diekspresikan pada X. campestris dan B. 
japonicum. 

FAKTOR-FAKTOR YANG BERPENGARUH 

Banyak faktor yang mempengaruhi pembentukan , inti es 
pada bakteri, baik faktor fisik maupun biokimiawi. Bdberapa 
sifat secara bantitatif dari bakteri tersebut perlu dikenali 
untuk memperkecil adanya basil negatif yang keliru dari 
fenotipe yang diukur. Pembentukan inti es bukan merupakan 
karakteristik intrinsik dari setiap sel bakteri dari galur atau 
spesies yang menghasilkan inti es. Aktivitas pembentukan inti 
es sering diukur pada suhu -5 hingga -10 OC. Pada suhu ini fre- 
kuensi sel membentuk inti es dapat berubah dari 10' - per 
sel atau lebih rendah (Lindow et aL, 1982a). Variabilitas 
ekspresi yang besar dari aktivitas pembentukan inti es in vitro 
ternyata ditentukan secara gcnetik. Suhu pertumbuhan atau 
suhu inkubasi sel sebelum diuji aktivitas pembentukan inti 

esnya mempunyai pengaruh yang besar pada e k s p i  clan 
aktivitasnya. Frekuensi pembentukan inti es menurun &ngan 
nyata jika galur pembentuk inti nukleasi es ditumbuhkan atau 
diinkubasi pada suhu lebih dari 24 O C  (Lindow, 1990). 

Media kultur mempunyai pengaruh penting dalam ekspresi 
aktivitas pembentukan inti es dari kebanyakan galur bakteri. 
Pertumbuhan biakan pada media yang mengandung 
polialkohol seperti gliserol, manitol, sorbitol, dan sejenisnya 
dapat meningkatkan frekuensi pembentukan inti es (Lindow er 
al., 1982a). Media King's B (KB) yang mengandung gliserol 
merupakan media umum yang dpdcai untuk mendeteksi 
aktivitas pembentukan inti es. Biakan bakteri yang 
ditumbuhkan pada media cair yang diaerasi umumnya tidak 
mampu mmgekspresikan aktivitas pembentukan inti es 
seefisien biakan yang ditumbuhkan pada media padat 
(Lindow, 1990). Umur biakan bakteri pada umumnya juga 
mempengaruhi frekuensi pembentukan inti es. Sel pada fase 
lo ritrnik mempunyai frekuensi pembentukan inti es ld - 
1 d p  kali lebih rendah dibandingkan dengan sel-sel pada fase 
awal atau akhir stasioner bila ditumbuhkan dalam biakan cair. 
Bihkan P. syringae yang ditumbuhkan pada media KB 
mengekspresikan frekuensi pembentukan inti es maksimum 
pada umur 2-4 hari jika ditumbuhkan mendekati suhu 
optimumnya untuk ekspresi aktivitas pembentukan inti es 
(18-24 OC) (Lindow et al., 198%). Faktor pH juga menen- 
tukan ekspresi aktivitas pembentukan inti es. Ekspresi 
aktivitas pembentukan inti es dapat dikelompokkan menjadi 
tiga kelas berdasarkan kepekaannya terhadap pH. Ada yang 
peka pada pH 4.5, pH 5.5, dan pH 3.5 (Turner et al., 1991). 
Beberapa senyawa kimia dapat juga mempengaruhi ekspresi 
aktivitas pembentukan inti es. Senyawa ini berperan sebagai 
inhibitor. Situs pembentukan inti es yang berhubungan atau 
berasosiasi dengan bakteri yang aktif membentuk inti es 
bersifat peka terhadap bermacam-macam bahan kimiawi 
seperti ion-ion logam berat (Cu, Zn) dan deterjen kation 
tertentu. Inhibitor tersebut, dalam beberapa menit h i n m  
beberapa jam setelah aplikasi, akan membuat bakteri menjadi 
tidak aktif dalam membentuk inti es (Lindow, 1983). 

Melihat kenyataan di atas, antisipasi terhadap hktor-faktor 
tadi menjadi perlu diperhatikan apabila kita- ingin meng- 
gunakan jasa dari bakteri pembentuk inti es maupun gen yang 
aktif mensintesis protein pembentuk inti es untuk kegiatan- 
kegiatan praktis maupun kegiatan-kegiatan yang bersifat 
penelitian dasar. Dengan demikian hasil maksimal yang 
menguntungkan akan dapat diperoleh sesuai dengan tujuan 
kita. 

DAFTAR PUSTAKA 

Arvanitis, C.V, G. Tegos, A. Perysinakis, JJ. Nkto, A. 
Ventosrq.aad C. Drainas. 1995. Development of A Gene 
Reporter System in Moderately Halophilic Bacteria by 
Employing The Ice Nucleation Gene of Pseudomonas 
syringae. Appl. Environ. Microbial. 61:3821-3895. 

Baertleim, D.A., S.E. Lindow, NJ. Panopoubs, S.P. Ln, 
M.N. Mindranos, and T.H. Cbeo, 1992. Expression of A 
Bacterial Ice Nucleation Gene in Plants. Plant. Physwl. 
100: 1730-1736. 

Cbater, K.F. and DA. Hopwood. 1989. Cloning and 
Molecular Analysis of Bacterial Genes, p. 53-57. In D.A. 



ULAS BALK 59 

Hopwood and K.E. Chater (4) .  Genetics o$ Bacterial 
Diversity. London: Academic Press. 

Drainas, A,, G, Vartholomatos, and N J. Panopoulos. 1995. 
The Ice Nucleation Gene from Pseudomonas syringae as 
A Sensitive Gene Reporter for Promotor Analysis in 
Zymomonas mobilis. Appl. Environ. Microbiol. 
61:273-277. 

Gcoqpkopoulos, D.G, M. Hendson, N J. Panopoub, and 
M.N. Shmth. 1994. Cloning of A Phenazine Biosynthetic 
Locus of Pseudomonas aurwjaciens PESl2 and Analysis 
of Its Expression in Vitro with the Ice Nucleation Reporter 
Gene. Appl. Enviroa Microbwl. 60:2931-2938. 

GovladPrqSan, A.G, a d  S.E. Lindow. 1988, Size of 
Bacterial Ice Nucleation Sites Measured in Situ Low 
Radiation Inactivtion Analysis. Proc. Nark Acad ScL 
USA. 58: 1334-1338. 

Gurian-Sbennan, D. and S.E. Lindow. 1993. Bacterial Ice 
Nucleation: Significance and Molecular Basis. FASEB J. 
7:1338-1343. 

Kodoff, LM, MA, Turner, F. Arelano, and M. Lute. . 
1991a. Phospbatidilinositol, A Phospholipid of Ice 
Nucleating Bacteria. J. BacterioL 1732053-2060. 

KodofF, LM., MA. Turner, and F. Arelano. 1991b. 
Formation of Bacterial Membrane Ice Nucleating Lipogty- 
coprotein Complexes. J. Bacterhl. 173:6528-6536; 

LMgren, P.B., R Frederick, A.G. Govindarqjan, NJ. 
Pa~opaulos, BJ. Stasbwics, and S.E. Lindow. 1989. 
An Ice Nucleation Reporter Gene System: Identification of 
Inducible Pathogenicity Genes in Pseudomonas syringae 
pv. plm~olicokl. EMBO. J. 8: 1291-1301. 

IJdow, S.E. 1983. The Role of Bacterial Ice Nucleation in 
Frost Injury to Plant. Ann. Rev. Phytopathol. 21:363-384. 

Ihdow, S.E. 1990. Bacterial Ice Nucleation Activity. p. 
428-434. In 2. Klement, K .  Rudolph and D.C. Sand (ed). 
M e M  in Piqtlobacteriology. Budapest: Academiai 

" xiado. 

h, S.E. 1991. Test of Specificity of Competition 
m u n d  Pseudomonas syringae Strains on Plant Using 

Recombinant Ice-strains and Use of Ice Nucleation Genes 
as Probes of In situ Transcriptional Activity, p. 457-464. In 
H. Hennecke and D.P.S. Verina (4).  Advances in 
Molecular Genetics of Plant-microbe Interactwn. 
Netherlands: Kluwer Academic Publisher. 

Lindow, S.E. 1993. Novel Method for Identifying Bacterial 
Mutant with Reduced Epiphytic Fitness. Appl. Environ. 
Microbwl. 59: 1586-1592. 

W o w ,  S.E., D.C. Amy, and C.D. Upper. 1978. 
Distribution of Ice Nucleat- ion-Active Bacteria on Plants 
in Nature. AppL Environ. Microbiol. 36:83 1-838. 

, 1982a. Bacterial Ice Nucleation: A 
Factor in Frost Injury to Plant. Plant Physbl. 
70:1084-1089. 

Lindow, S.E., S.S. Hirano, W.R. Barchet, D.C. Amy, and 
C.D. Upper. 1982b. Relation between Ice Nucleation 
Frequency of Bacteria and Frost Injury. Plant Physwl. 
70:1090-1093. 

Loper, J.E. and S.E. Liadow. 1994. A Biological Sensor for 
1ron.Available to Bacteria in Their Habitats on Plant 
Surfaces. Appl. Environ. Microbwl. 60: 1934-194 1 .  

Mariani. 1995. Isolasi dan Seleksi Bakteri Filosfer yang 
Berpotensi untuk Biokontrol Xanth0vwna.s campestris pv. 
glycines 8Ra pada Tanaman Kedelai dengan Esei Nukleasi 
Es. Skripsi. Bogor: F W A  Institut Pertanian Bogor. 

Orser, C., BJ. Staskawicz, NJ. Panopoub, D. Dahlbeek, 
and S.E. Lindow. 1985. Cloning and Expression of 
Bacterial Ice Nucleation Genes in Escherichk coli. J. 
Bacterwl. 164.359-366. 

Ruggles, J.A., M.N. Marshall and R Fall. 1993. Kinetics of 
Appearance and Disappearance of Classes of Bacterial Ice 
Nucleation Support and Agregation Model for Ice Nucleus 
Assembly. J. Bacterbl. 175:7216-722 1. 

Turner, MA., F. Arellano, and L.M. Kmloff. 1991. 
Component of Ice Nucleation Structures of Bacteria. J. 
Bacterioi. 17365156527. 


	Ulas Balik: Pembentukan Inti Es oleh Bakteri

