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Several baclsrial species are able tO catalyze icc formation § temperaiures as warm as -2C. Thase
bacteria which are gemerally inhabiting plant surfaces, catalyss kKC formation at iempersiure:s much
higher than mosl organic or inorgank sebsiances. [n romse cases, they ary responsible for Frost injury
on certsin planis. The abllity of these bacisria lo weclale ke make them nscful n ke
anclealion-associaied applications, sach & the frocaing of some food prodects, artificial ssow
production, snd possibly in futwre westher modification schenve, Every lce-nicleating bacteria knows
to date has ice” gene, encoding kee nucheation protein. These proteins have bees shown 1o be located in
e ouler membrane snd require Hpdd or carbohydraie for their Menctional activitics, Some phyuleal
and blochomical factors sech s growth temperature, culture age, mediem, pH, meial lons and
cationic detergent can inflsence expreasion of kce nucleation, Recently, ice’ gene has been used for a
new reporter gene system for monitoring bacterial activity im their natoral hablints.

PENDAHULUAN

Kemampuan spesies bakteri tertentu untuk mengkatalisis
pembentukan es merupakan suatu fenotipe yang menarik, baik
secara praktis maupun aplikasi ilmiahnya. Suatu fenomena
pembentukan inti es pada bakteri yang terutama banyak
diamati ialab poda Psewdomomar syringae. Disamping itu
bakteri spesies lain seperti Erwinia herbicola, P. fluorescens,
P, wiridiflava, dan Xanthomonas campestris [V. translucens
dapat juga membentuk inti es dari air yang lewat dingin
(Lindow, 1983; Lindow, 1990). Semua Spesies bakteri tersebut
umumnya mampu mengkatalisis pembentukan es pada suhu di
atas -10 °C. Beberapa spesies di antaranya bahkan dapat
membentuk inti «¢ pada suhu -1.5 °C. Bakteri tersebut secara
alami akiif ksrena adanys substansi pembestuk inti es
(Lindow, 1983). Spesies-spesies bakteri tersebut umumnya
bersifat epifit pada tanaman, dam kehadirannys pada per-
mukaan tanaman dapat meningkatkan kemungkinan tanaman
mengalami terjadinya luka beku pada suhu di atas -S °C
(Lindow et al., 1982a). Walaupun aktivitas pembentukan inti
es pada bakteri jelas lesbatas pada spesies bakteri gram
negatif, kehadiran spesies-spesies ini pada tanaman dan
bhabitat alami yang lain membuat pembentukan inti es pada
bakierl di alam merupakan suatu fenmomena umum Yyang
menarik (Gurian-Sherman dan Lindow, 1993). Lindow et al
(1978) meneliti distribusi dari bakter| yang aktif membentuk
it es peda tanaman di alam. Ternyata semua bakteri

pembentuk inti &s yang mereka isolasi mewakili spesies P, |

syringae otall £, herbicols, Hal ini menunjukkan bahwa
k@b&dlm kedua spesies bakierl inj di alam lebih banyak
dibandingkan dengan bakteri pembentuk inti es spesies lain.
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Dari kedua spesies tersebut, P syringas ialah yang banyak
ditelaah pemeliti dibandingkan spesies lainnya.

Suatu sifat yang menarik dari bakteri pembentuk inti es
secara kuantitatif dan kualitatif bervariasi. Dalam hal ini
protein tunggal bertanggung jawab atau berpersn dalam
pembentukan inti es Suatu populasi ss! dari galur-galur
bakteri yang aktif membentuk inti ¢s, bagaimanapun mengan-
dung inti es yang aktif sehagai katalis untuk membentuk &
dalam air lewat dingin yang subunya antara -2 hinggs - 12 °C,
meskipun tidak setiap sel bakteri mengandung inti es, Pada
suhu hangat (-5-0 °C) inti es cenderung menjadi jarang dalam
suatu pc.rsw}&s; sel. Sebagai contob misalnya, biasanya kurang
dari 107 dari semua sel dalam bizkzn mengandung inti &
yang akuf pagda subu lebib hangat dari -2 *C (Govindsrajan
dan Lindow, 1983). Inti es aktif pda subu ssai yang lebih
dingin biasanya lebih banyak daripada yang akiif pds subu
yang lebih hangat (Govindarajan den Lindow, 1%88; Lindow,
1990).

Mengingat peran dari bakteri pembentuk inti ¢+ ierssbui,
pemanfaatan bakteri ini secara praktis maupun aplikasi
ilmiahnya mempuayni arti yang penting. Disamping itu,
pemahaman mengenai proieip  yang berpemn  dalam
pembentukan inti es dan faktor-faktor yang mempengaruhi
pembentukan inti es juga perlu dipahami.

APLIKAS] ILMIAH

. Aktivitas pembentukan inti ¢ telah dikembangkan din
digunakan sebagai dssar dalam sistem gen pelapor baru, untuk
itu gen pembentuk inti s digabungkan dengan promotlor atau
elemen pengatur dari gen yang ingin dimonitor elspresinya.
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Aktivitas pembentukan inti es dapat diukur dengan baik
melalui asai tetes beku (droplet freezing assay). Banyak gen
dapat digunakan sebagai pelapor, di antaranya ialah lacZ dari
E. coli, galK dari E. coli, phoA dari E. coli, luxAB dari Vibrio
harveyi, xylE dari plasmid TOL dari Pseudomonas, cat-86 dari
Bacillus pumilis, ampC dari E. coli, neo dari TnS (Chater dan
Hopwood, 1989) dan yang baru ialah gen aktif pembentuk inti
es (ice nucleation active = ina* atau ice”) dari P. syringae.
Khusus yang terakhir ini telah banyak digunakan untuk telaah
ekologi dari berbagai spesies bakteri (Lindgren et al, 1989).

~ Suatu metode yang andal untuk mengetahui atau
memperkirakan aktivitas gen yang produknya tidak diketahui
atau sulit diukur ialah dengan menempatkan aktivitas
transkripsinya pada gen pelapor. Dalam bal ini produknya
dapat diukur dengan mudah melalui kontrol perigaturan gen
yang ditelaah. Gen lacZ dan cat telah ‘digunakan’sebagai gen
pelapor dalam kultur karena produknya dapat dengan mudah
diukur dan ditentukan kuantitasnya dalam kondisi- terkontrol.

Meskipun demikian, - ‘beberapa ~gen pelapor - seperti -
B-galaktosidase yang disandikan oleh lacZ, seringkali tidak
dapat dengan cepat ditentukan kuantitasnya di habitat alami -
bakteri pembawa gen tersebut. Gen pelapor lain seperti gus
dan lux dalam aplikasinya mempunyaibeberapa batasan.:

Emisi dari ‘cahaya yang dihasilkan oleh lusiferase, yang

merupakan produk gen [ux, bergantung pada aktivitas'

metabolik yang tinggi dalam sel bakteri yang akan diukur
aktivitas gennya. Selain itu, sejumlah besar sel yang
mengandung fusi gen Iux atau gus diperlukan untuk
mendeteksi aktivitas gen pada tingkat transkripsi yang rendah
(Lindow, 1991). ‘

’ Pengembangan suatu . sistern gen pelapor baru yang
didasarkan pada aktivitas pembentukan inti es merupakan
sesuatu yang penting. Sebuah gen inaZ tanpa promotor dari P.
syringae telah dibuktikan sebagai gen pelapor yang serba guna
dan sistem ini mempunyai kepekaan yang tinggi. Ekspresi dari
aktivitas pembentukan inti es dalam sel bakteri tunggal yang
mengandung fusi gen inaZ dapat dengan mudah diukur karena
aktivitas transkripsinya berada pada tingkat yang tinggi.
Bahkan hasil transkripsi gen tersebut dapat dideteksi dalam
jumlaly 10° sel. Aktivitas pembentukan inti es yang diperoleh
ternyata 10° Kali lebih peka jika dibandingkan dengan
galaktosidase yang diukur pada taraf transkripsinya. Aktivitas
pembentukan inti es dapat digunakan sebagai gen pelapor
yaig serba guna karena sebagian besar spesies bakteri gram

negatif mampu mengekspresikannya dengan efisien (Lindgren

et al., 1989).

Sistem gen pelapor pembentuk inti es aktif, mempunyai
kepeksan yang tinggi dan kurang dipengaruhi oleh
komponén-Komponen ‘dari lingkungan dibandingkan dengan
gen pelapor yang lain. Sistem gen pelapor tersebut dapat
menyeédiakan kesempatan untuk mengukur aktivitas gen yang
menarik perhatian di habitat alami bakteri pembawa gen
tersebut (Lindgren et al, 1989). Sistem ini bahkan dapat
digunakan untuk memaparkan gen-gen yang terlibat dalam
patogenesitas tanaman maupun interaksi lain antara bakteri
dengan tanaman. Selain dapat diekspresikan pada berbagai
jenis bakteri gram negatif, gen inaZ juga dapat diekspresikan
pada tanaman (Baertlein ef al.,, 1992). ' ,

Semua ‘sistem gen pelapor yang digunakan sekarang ini
melibatkan gen-gen yang menyandikan suatu protein yang
aktif secara enzimatik. Kepekaan sistem ini berubah menurut
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sifat-sifat dari enzim pelapor, kondisi lingkungan dan kualitas
dari uji yang digunakan, serta ada tidaknya pengaruh aktivitas
dalam tipe sel atau jaringan. Kepekaan menjadi betul-betul
penting jika gen yang diekspresikan berada pada tingkat yang
sangat rendah atau jika aktivitas gen harus diukur di dalam
contoh yang mengandung sejumlah kecil sel (Lindgren et al.,
1989). Namun, pada sistem gen pelapor pembentuk inti es,
protein yang aktif membentuk inti es (yang merupakan produk
dari aktivitas gen ice') bukanlah suatu enzim. Protein Ice
hanya berperan sebagai katalisator hayati untuk pembentukan
es dari air yang lewat dingin. .
Sehubungan dengan penggunaan gen pelapor bakteri
pembentuk inti es akhir-akhir ini telah ditelaah yang melibatkan
interaksi antara bakteri dengan tanaman. Secara alami bakteri
yang digunakan tidak dapat membentuk inti s, yaitu P. syringae
pv. phaseolicola, Agrobacterium tumefaciens dan Rhizobium
meliloti. Gen IceC dari P. syringae Cit7 yang dibawa oleh
plasmid - berspektrum inang luas pICE1 ditransfer ke A.
tumefaciens CS8; R. meliloti RM1021 dan P. syringae pv.

* phaseolicola NPS312}: Semua spesies ini ternyata mampu

membentuk inti es, akan tetapi secara kualitatif dan kuantitatif
ekspresi pembentukan:inti es berbeda dari inangnya. Ekspresi
pembentukan:inti es‘pada A: tumefaciensdan R. meliloti kurang
efisien bila dibandingkan dengan P. syringae Cit7 atau P.
syringae pv phaseolicola. Batas suhu tertinggi yang masih
memungkinkan pembentukan inti es untuk A. tumefaciens Cs8
(pICE1) dan R. meliloti RM1021 (pICE1) berturut-turut ialah
-3°C dan -3.5 °C. Sedangkan untuk P. syringae pv. phaseolicola
NPS3121 (pICE1) dan P. syringae Cit7 ialah antara -1.5 °C
hingga -1 °C (Lindgren et al., 1989).

Penggunaan sistem gen pelapor ini juga telah digunakan
untuk menerangkan ekspresi gen yang terlibat dalam sensor
ketersediaan jon-ion besi pada tanaman dan di dalam tanah
dengan menggunakan fusi pada promotor pengatur besi (Loper
dan Lindow, 1994). Penggunaan sistem ini untuk analisis
biosintesis phenazine pada P. aureofaciens PGS12
(Georgakopoulos ef al., 1994) dan analisis promotor (promotor
untuk B-laktamase, promotor untuk piruvat dekarboksilase dan
promotor untuk gen regulator dari P. syringae pv. phaseolicola)
pada Zymomonas mobilis (Drainas et al., 1995) juga telah
diketahui, dan temyata sistem ini mempunyai kepekaan yang
tinggi. Kelompok bakteri yang agak halofil seperti Deleya
halophyla, Halomonas elongata, H. halodurans, H. miridiana,
H. subglaciescola, dan Volcaniella eurihalina (Arvanitis et al.,
1995) juga telah diketahui mampu mengekspresikan gen ice*
atau inaZ dari P. syringae. ' ;

PROTEIN PEMBENTUK INTI ES

Pembentukan inti es pada bakteri dibuat oleh gen tunggal
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 strukturnya serupa. Semua gen ini menyandikan
protein yang unik atau khas pada ujung amino dan karboksilnya.
Pada bagian ujung aminonya bermuatan listrik positif dan
menyisip pada membran luar yang berperan untuk stabilitas.
Pada ujung karboksilnya bermuatan positif maupun negatif.
Sedangkan bagian tengah terdapat 16 asam amino yang
diulang-ulang hingga 120 kali ulangan (80% hingga 90% dari

 total protein) dan kaya akan asam amino polar serin dan threonin
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yang berperan dalam mengorientasikan molekul—molekul air
’t;mta rapi hingga membentuk kristal es (Kozloff et al., 1991b;

rian-Sherman dan Lindow, 1993). Protein aktif pcmbeutuk
intikristal es (INA) dari P. syringae terdapat pada membran luar
sel dan unwk aktivitasnya diperlukan kesatuan dengan lipid
membran (Kozloff et al., 199‘la) serta karbohidrat (Turner et al.,
1991). Kebanyakan protein ini bersifat hidrofilik, hal ini
mem ngkmkannya terdapat pada permukaan membran luar
baktml(Kozloff et al., 1991b). Dengan demikian protein INA
tetsebut akan menjadi aktif bila telab disisipkan pada membran
Toar sel bakteri. Dzsampmg itu sejauh ini protein INA dilaporkan
ndak mempunyai aktivitas enzimatik. Lipid yang turut berperan
dalam pembentukan inti es ialah fosfatidilinositol (Kozloff et
al., 1991), sedangkan karbohidratnya dapat berupa manosa,
kemungkinan kompleks manan dan mungkin giukosamin
(Tumer et al., 1991). : V

Protein INA dilihat dari aktivitasnya terbagi atas tiga kelas '

utama yaity kdas A, B, dan C. Kelas A aktif membentuk inti
es pada subu -2 hingga -S °C, kelas B aktif pada subu -5
hingga -7 °C, dan kelas C aktif pada subu -7 hingga -10 °C
pgless et al, 1993). Pembagian ketlga kelas tersebut
temyata berhubungan dengan adanya lipid (fosfatldllmosml)
mhaupun karbohidrat pada protein INA. Kelas A strukturnya
mengandung protem pembentuk inti es yang bergabung
dengan fosfatldnh jitol dan manosa, mungkin sebagai
kompleks manan “serta glukosamin. Kelas B strukturnya
mengandung protein pembentuk inti es yang bergabung
dengan manan dan glukosamin, tapi tidak bergabung dengan
fhsfmdlhnosltol Sqdangkan kelas C, struktumya mengandung
protem pembentuk inti €s yang bergabung dengan beberapa
residy manosa saja (Tumer et al., 1991). Model sederhana dari
pembentukan dan aktivitas ptotem pembentuk inti es terlihat
poda Gambar l ]
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Uk\n'an  protein INA berkisar antara 150 kilo Dalton (aktif
membentuk inti es pada subu -12 °C) hingga 190 000 kilo
Dalton (aktif membentuk .inti es pada suhu -2 °C), yang
ditentukan melalyi radiasi sinar gamma (Govmdatajan dan
Lindow, 1988). Fragmen DNA yang membawa gen ice’ yang
berperan menghasilkan protein aktif pembentuk inti es telah
diklon dan dikarakterisasi memperhhatkan bahwa ukuran gen
tersebut berkisar antara 3.5 sampai 4.0 kilo pasangan basa
(kpb) Fragmen yangdlk)on ternyata mampu mengekspresikan

protein pembentuk inti es dalam E. coli. Ekspresi pemben-

tukan inti es pada E. coli secara kuantitatif dan kualitatif
sebagian besar serupa atau mirip dengan protein yang
dihasilkan oleh bakten asalnya. Hal ini menyarankan bahwa
produk gen ice* kemungkinan menentukan ekspresi. dan
aktivitas pembentukan inti es pada membran biologi (Orser et
al., 1985). :

APLIKAS!'GEN PEMBENTUK INTI ES

Bakteri pembentuk inti es telab diketahui dapat menye-
babkan terjadinya luka beku pada beberapa spesies tanaman
karena sebagian besar, bakteri. pembemuk inti es ialah bakteri
filosfer (penghuni daun). Kebanyakan jaringan tanaman dapat
mengalami lewat dingin secara meluas, namun kerusakan
akibat pembekuan terjadi pada subu -2 °C. Walaupun
beberapa substansi, alami _seperti jaringan tanaman dan
partikel-partikel. tanah mengandung sejumlah inti es yang aktif
membentuk es pada subu -10 °C atau lebih rendab, substansi
yang aktif membentuk es pada suhu asai di atas -5 °C di alam
jarang sekali ditemukan (Lindow,. 1983). Setetes air murmni
akan melewati lewat dingin hingga subu -40 °C. Air ledeng
dalam jumlah besar (lebih dari- 10 ml) umumnya mengalami
lewat dingin hingga suhu -8 °C. Kebanyakan spesies tanaman
dapat mengalami lewat dingin hingga suhu sekitar -5 °C, dan
tanaman yang peka terbadap pembekuan dapat menghilangkan
kerusakan akibat pembentukan es di atas subu -5 °C apabila
tidak ada bakteri-bakteri pembentuk inti es pada tanaman
tersebut (Gurian-Sherman dan Lindow, 1993).

Spesies bakteri. pembentuk inti. es merupakan penghum
umum pada tanaman Jumlah populasi dari bakteri ini
mencapan 10% sel/g jaringan tanaman. Dengan demikian
jaringan tanaman . di Japang pada umumnya membawa
sejumlah besar bakteri pembentuk inti es (Lindow, 1993).
Oleh karena spesies tanaman tertentu dapat terbunuh (mati)
akibat pembentukan es oleh bakteri, maka tindakan atau
perlakuan untuk mengurangi atau mengatasi kerusakan
tanaman akibat pembekuan dapat dilakukan dengan meng-
gunakan bakterisida ‘'maupun dengan menggunakan bakteri
antagonis pada: suhu udara minimum -5 °C atau lebih.
Perlakuan tersebut: dapat meminimumkan kerusakan tanaman
akibat pembekuan. Hal ini ‘akan dapat menekan hilangnya
milyaran dolar hasil produksi per tabun, terutama pada
beberapa spesies tanaman yang ‘peka terhadap pembekuan
(Gurian-Sherman dan Lindow, 1993).

Walaupun  bakteri pembentuk inti es selalu merusak
spesies-spesies tanaman yang peka terhadap pembekuan
(frost-sensitive), bakteri tersebut dapat memainkan peranan
yang memungkinkan spesies tanaman tahan beku (hardy-frost)
dapat toleran terhadap pembentukan es. Gen pembentuk inti es
pada bakteri telah dicoba diintroduksikan ke tanaman Solanum
commersonii melalui A tumefaciens, ternyata inti es aktif pada
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subu -3 °C yang telah dapat dideteksi pada tanaman tersebut.
Pembentukan inti es pada suhu yang relatif hangat dalam
spesies tanaman tahan beku dapat mengatur untuk
meningkatkan toleransinya terhadap kerusakan akibat
pembekuan melalui lokalisasi air yang lewat dingin dalam
jaringan tanaman (Gurian-sherman, 1993).

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

Akhir-akhir ini penggunaan gen ice' atau inaZ dari P.
syringae untuk menyeleksi bakteri-bakteri filosfer yang
berpotensi. sebagai biokontrol X. campestris pv. glycines 8Ra
telah dilakukan di Indonesia. Xanthomonas campestris pv.
glycines 8Ra diketahui sebagai penyebab penyakit pustu] atau
bisul bakteri pada tanaman kedelai. Introduksi gen inaZ ke X,
campestris pv, glycines 8Ra menunjukkan bahwa gen inaZ
dapat diekspresikan menghasilkan protein pembentuk inti es.
Xanthomonas campestris pv. glycines 8Ra hasil rekayasa
genetika ini selanjutnya dapat digunakan untuk menyeleksi
bakteri-bakteri filosfer tanaman kedelai sebagai biokontrol in
planta. Metode dengan menggunakan gen inaZ sebagai
penanda molekuler maupun sebagai gen pelapor akan sangat
membantu. Metode ini disamping 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) melalui konjugasi. Kon]ugasx dapat terjadi dengan
frekuensi tinggi dan B. japonicum mampu mcngeksprwkan
gen inaZ 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
inaZ. Dalam kasus ini gen inaZ tidak dapat digunakan sebagai
penanda molekuler maupun sebagai gen pelapor pada fase
bakteroid (B. japonicum yang ada di dalam bintil akar).
Sepengetahuan kami, kedua hasil penelitian tersebut adalah
yang pertama kali melaporkan bahwa gen inaZ dari P,
syrmgae dapat dmkspresnkan pada X. campestris dan B.

Jjaponicum.

FAKTOR-FAKTOR YANG BERPENGARUH

Banyak faktor yang mempengaruhi pembentukan inti es
pada bakteri, baik faktor fisik maupun biokimiawi. Beberapa
sifat secara kuantitatif dari bakteri tersebut perlu dikenali
untuk memperkecil adanya hasil 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 pembenlukan inti
es sering diukur pada suhu -5 hingga -10 °C. Pada suhu lm fre-
kuensi se] membentuk inti es dapat berubah dari 10° - 10° per
sel atau lebih rendah (Lindow ef al, 1982a). Variabilitas
ekspresi yang besar dari aktivitas pembentukan inti es in vitro
ternyata ditentukan secara genetik. Suhu pertumbuhan atau
subu inkubasi sel sebelum diuji aktivitas pembentukan inti
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esnya mempunyai pengaruh yang besar pada ekspresi dan
aktivitasnya. Frekuensi pembentukan inti es menurun dengan
nyata jika galur pembentuk inti nukleasi es ditumbubkan atau
diinkubasi pada suhu lebih dari 24 °C (Lindow, 1990).

Media kultur mempunyai pengaruh penting dalam ekspresi
aktivitas pembentukan inti es dari kebanyakan galur bakteri.
Pertumbuhan biakan pada media yang mengandung
polialkoho! seperti gliserol, manitol, sorbitol, dan sejenisnya
dapat meningkatkan frekuensi pembentukan inti es (Lindow et
al., 1982a). Media King’s B (KB) yang mengandung gliserol
merupakan media umum Yyang dipakai untuk mendeteksi
aktivitas pembentukan inti es. Biakan bakteri yang
ditumbubkan pada media cair yang diaerasi umumnya tidak
mampu mengekspresikan 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
I(:%armmk mempunyai frekuensi pembentukan inti es 10% -

kali lebih rendah dibandingkan dengan sel-sel pada fase
gwal atau akhir stasioner bila ditumbubkan dalam biakan cair.
Biakan 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 °C) (Lindow et al., 1982b). 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 hingga
beberapa jam setelah aplikasi, akan membuat bakteri menjadi
tidak aktif dalam membentuk inti es (Lindow, 1983).

Melihat kenyataan di atas, antisipasi terhadap faktor-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.
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