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The e¢bjective of this research was to study the expression of ice nucleation gene (inaZj in several Bradyrhizobium
Jjaponicum acid-Altolerantstrainsin freeliving and bacteroid stage. The test strains, i.e. 05,09, 15,32, 38,and 45 were grown in
yeast mannitol agar (YMA) supplemented with 100 ug/ml rifampicin (Rif) while Eschericiiia coli in luria agar (LA) with 250
ug/m! kanamycin (Kan). The conjugation frequency was 1.8 x 10° to 1.3 x 10° per recipient. All exconjugant of strains 05, 09,
15, 38 were able to show ice nucleation activity while strains 32, 45 showed partial activity i.e. 40% and 60% ice nucleation
activity each. Theroot nodules formed were not related with the ice nucleation ability. The bacteroid stage of all exconjugant
suspensions were able to grow an YMA + Congo red (CR) + Rif but only six of them could grow on YMA + CR + Rif + Kan.

PENDAHULUAN

Dua puluh satu galur Bradyrhizobium japonicum to-
leran asam-Al telah berhasil diperoleh Endarini (1995) dan
Fitri (1995) melalui seleksi kemampuan tumbuh 50 galur
pada media selektif dalam lingkungan pH 4.5 dan konsen-
trasi Al 50 uM. Galur-galur tersebut diharapkan dapat di-
manfaatkan scbagai simbion kedelai di tanah asam, namun
ker.ampuan hidup bakteri tersebut di lingkungan alami dan
kompetisinya terhadap bakteri lain belum ditelaah. Telaah
untuk membedalkan balzteri introduksi dengan bakteri alami
memerlukan suatu penanda yang bersifat stabil.

Menurut Bushby (1982) penanda molekul dapat dian-
dalkan dan penerapannya mudah. Salah satu penanda nio-
lekul yang scring digunakan ialah gen inaZ.  Gen tersebut
menyandikan protein yang mampu membentuk inti kristal es
pada suhu di bawal titik beku (Lindow 1990). Asai gen inaZ
menunjukkan kepekaan yang tinggi dan dapat dilakukan
tanpa substrat radioaktif dan peralatan yang mahal (Lindgren
eral. 1989).

Bradyrhizobium japonicum juga diketahui tidak memi-
liki plasmid endogen sehingga seluruh gennya terletak pada
kromosom (Barbour et al. 1992). Konjugasi yang melibat-
kan plasmid donor pJL1703 Jari E. coli DH5¢, B. japo-
nicum sebagai resipien dan plasmid penolong {(helper) dari E.
coii HB101 dikenal sebagai konjugasi tiga tetua (Ditta et a/.
1980). Seleksi hasil konjugasi dilakukan dengan me-
numbuhkan koloni pada media seleksi (Brock & Madigan
1988).

Bakteri yang memiliki gen inaZ menunjukkan kemam-
puan yang beragam dalam membentuk inti es pada suhu
yang berbeda. Sebagian kecil bakteri aktif membentuk inti
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es pada suhu -4.4°C  atau lebih, sedangkan sebagian besar
pada suhu -8°C atau lebih rendah (Turner ## al. 1991). Hal lain
yang mempengaruhi frekuensi pembentukan inti es
ialah umur bakteri dan jenis media tumbuh. Bakteri yang
ditumbuhkan pada media padat mampu mengekspresikan
pembentukan inti es dengan baik (Lindow 1990).

Pada umumnya bakteri Gram negatif dapat mengeks-
presikan gen inaZ (Lindgren er a/. 1989). Wahyudi et al.
(1998) berhasil memindahkan gen inaZ ke dalam beberapa
galur B. japonicum toleran asam-Al melalui teknik konju-
yasi tiga tetua. Semua B. japouricum hasil konjugast mampu
mengekspresikan gen inaZ serta membentuk bintil akar pa-
da tanaman siratro (Macroptilium atropurpureum) maupun
kedelal, meskipun hanya sedikit ekskonjugan bakteroid B.
Jjaponicum yang mampu mengekspresikan kembali gen
inaZ. Penelitian ini bertujuan urnuk mempelajari eksprest gen
inaZ pada beberapa galur B. japonicum toleran asam-Al
hasil isolasi galur lokal asal Majalengka pada fase sel dan
bakteroid.

BAHAN DAN METODE

Sumber Galur, Enam galur bakteri yang dipakai ialah
B. japonicum toleran asam-Al hasil isolasi peneliti sebelum-
nya dari daerah Majalengka dengan nomor galur 05, 09, 15,
32, 38, dan 45 (Fitri 1995). Semua galur disimpan pada me-
dia agar-agar miring manitol ekstrak khamir (MEK) pada
suhu 4°C. Dua galur E. coli yang digunakan ialah DH5a
pembawa plasmid pJL1703 (Loper & Lindow 1994) dan
HB10! pembawa plasmid pRK2013 (Ditta er al. 1980).
Biakan £. Coli disimpan pada suhu -20°C dalam kaldu Lu-

ria yang diberi larutan gliserol 20%.
Penentuan Penanda Antibiotik Galur Resipien.
Sebanyak satu lup biakan kerja galuruji B. japonicum dan
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E. coli masing-masing digoreskan pada media cawan yang
sesuai yang mengandung antibiotik. Antibiotik yang di-
gunakan ialah rifampisin (Dexamedica) dan kanamisin
{Meiji) dengan konsentrasi masing-masing 100, 150, 200,
dan 250 pg/ml. Sebagai kontrol digunakan media agar-agar
tanpa antibiotik. Inokulum £. coli diinkubasi selama dua ha-
ri pada suhu 37°C dan B. japonicum diinkubasi selama tujuh
hari pada suhu ruang. Pengamatan dilakukan terhadap per-
tumbuhan koloni galur resisten.

Transfer Gen inaZ dengan Konjugasi Tiga Tetua.
Bakteri E. coli DH5a Kan' (pJL1703) digunakan sebagai
donor (D) sedangkan £. co/f HB101 Kan' pRK2013 sebagai
pembantu (P). Keenam galur resipien (R) B. japonicum ber-
dasarkan pengujian resisten terhadap rifamipisin 100 pg/mi
dan peka terhadap kanamisin 250 pig/ml. Ketiga bakteri D, P,
dan R masing-masing ditumbuhkan pada 10 ml kaldu
Luria {Sambrook er al. 1989) yang dimodifikasi untuk bak-
terl R vaitu jumlah NaCl yang diberikan sebesar 1 g/l de-
ngan antibiotik yang sesuai. Escherichia coli diinkubasi se-
lama 24 jam pada suhu 37°C dan B. japonicum diinkubasi
selama 48 jam pada suhu ruang di atas alat penggoyang de-
ngankecepatan 200 rpm.

Konjugasi tiga tetua dilakukan mengikuti Ditta et al.
(1980). Lima kombinasipelet-peletk, D, dan P disiapkan (R,
R+D, R+P, D+P, R+D+P). Ke dalam masing-masing
kombinasi ditambahkaii 40 14 kaldu Luria, lalu dipiidahkan
ke atas kertas saring dengan ukuran pori 0.45 mm yang telah
diletakkan di atas permukaan cawan media agar-agar Luria
tanpa antibiotik, dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C.

Setelah diinkubasi kertas caring diamtil dengan bantu-
an pinset secara asepiix dari cawan media agar-agar Luria dan
dimasukkan ke dalam tabung mikro. Selanjutnya ditam-
bahkan catu mililiter kaldu Luria Bertani dan dikocok de-
ngan vorteks supaya koloni yang berada di atas kertas saring
larut ke dalam kaldu, kertas saring dibuang, dan masing-ma-
sing suspensi kombinasi yang dipercleh diambil sebanyak
100 pl dan disebarkan pada media seleksi MEK yang me-
ngandung merah kongo (MK) 0.0025%, Rif 100 mg/ml, Kan
250 pg/ml dan diinkubasi selama tujuh hari., Koloui hasil
konjugasi mampu tumbuh pada media seleksi. Dalam media
yang sama disebarkan biakan suspensi R, R+P, R+D, dan D+P
szbagai kontrol negatif. Jumlah koloniresipien diperoleh dari
suspensi R+D+P yang ditumbubkan pada media MEK yang
mengandung MK (.0025%, dan Rif 100 pg/ml. Frekuensi
konjugasi adalah nisbah jumlah koloni hasil konjugasi
dengankoloniresipien.

Uji Kualitatif Inti Es Koloni Tahap I. Dari setiap eks-
konjugan ditetapkan lima koloni galur uji, yang selanjutnya
disebut koloni tahap I untuk diremajakan. Sandi 05.1 adalah
ekskonjugan nomor 01 dari galur induk 05. Dari setiap galur
ekskonjugan diambil masing-masing satu lup untuk: (i) uj
kemampuan membentuk es dan (ii) inokulum tanaman sira-
tro (10° sel/ml) yang telah ditumbuhkan pada media sintetik
agar-agar tegak dalam tabung reaksi berukuran 200 mm x 25
mn.

Sebelum uji pembentukan int! es, bakteri diinkubasi
pada suhu 4°C selama 24 jam, kemudian diambil satu lup
untuk dimasukkan ke dalam tabung mikro yang berisi satu
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mililiter dapar fosfat 0.01 M (pH 7.0). Dari suspensi ter-
sebut diambil 100 ml, dimasukkan ke dalam tabung reaksi
berisi 10 ml dapar fosfat yang telah diletakkan dalam Cir-
culating Alcohol Bath selama 10-15 menit pada suhu -8°C.
Penetapan suhu -8°C dipilih berdasarkan aktivitas pemben-
tukan inti es terendah (Turner ef a/. 1991). Pengamatan di-
lakukan terhadap pembentukan es. Tabung reaksi berisi
dapar fosfat yang telah diinokulasi dengan suspensi E. coli
DH3a (pJL1703) dan suspenst galur induk B. japonicum
masing-masing bertindak sebagaikontrol positif dannegatif.

Uji Kualitatif Inti Es Bakteroid dan Koloni Tahap IL
Sebanyak 100 ul suspensi galur ekskonjugan dipindah-
kan secara aseptik ke dalam tabung reaksi berisi media
sintetik agar-agar tegak dan kecambah siratro. Seluruh ta-
bung tersebut ditempatkan dalam bak berisi pasir yang di-
kontrol suhunya melalui pembasahan pasir, dan perangkat
diletakkan di rumah kaca. Setelak 21 hari semua bintil akar
siratro yang dibentuk oleh setiap galur ekskonjugan masing-
masing dilumatkan dalam satu mililiter larutan dapar fosfat.
Dari suspensi bakteroid masing-masing diambil 100 ml un-
tuk (i) uji kemampuan membentuk es yang menentukan ke-
stabilan ekspresi gen inaZ pada fase bakteroid, (i1) penegas-
an koloni yang berasal dari bintil akar hasil inokulasi eks-
konjugan B. japonicum pada media MEK + MK + Rif, dan
(iil) penumbuhan pada media seleksi. Koloni yang terbentuk
padamedia seleksi selanjutnya disebut sebagai koloni tahap 11
dan disiapkan kembali untuk asai inti es seperti yang telah
diuraikansebelumnya.

HASIL

Penentuan Penanda Antibietik. Seluruh galur B. ja-
ponicum yang digunakan dalam percobaan ini mampu tum-
buh dalam media ager MEK yang mengandunrg rifampisin
dengan kisaran 100-250 pg/ml. Pada kanamisin 200 ug/ml
diperoleh dua galur B. japonicum (05 dan 09) yang mampu
tumbuh, tetapi pada konsentrasi 250 pg/ml tidak satu pun
galur mampu tumbrh Hal ini menunjukkan galur-galur 5.
Japenicum  resisten rifampisin dan sensitif kanamisin
(250 pg/ml).

Transfer Gen inaZ dengan Konjrgasi Tiga Tetua.
Frekuensi konjugasi yang diperoleh dalam penelitian ini
berkisar antara 1.8 x 10° sammai dengan 1.3 x 10° per
resipien dengan nila: tertinggi ditunjukkan oleh B. japo-
nicum galur45 sedangkan terendah oleh galur 09 (Tabel 1).

Tabel 1. Frekuensi konjugasi dari £. co/i DHSa (pJL1703) dengan galur
B. japonicum secara tiga tetua.

Kor, ugasi bakteri Frekuensi

B. Japonicum 09 x E. coli DH50. (pJL. 1703) x E. coli 1.8 x 10"
HB 101 (pRK2013)

B. Japonicrm 32 x E. coli DH30. (pJL 1703) < E. coli 74 x 10"
HB 101 (pRK2013)

B. Japonicum 05 x £. coli DHS« (pJL 1703) x £ coli 3.26x 107
HB 101 (pRK2013)

B. Japonicum 15 x £. coli DH5a (pJL 1703) x E. coli 1.3 x 107

HB 101 (pRK2013)

B. Japonicum 38 x E. coli DH5a (pJL 1703) x E. coli 2.1 x 107
HB 101 (pRK2013)

B. Japonicum 45 x E. coli DH5a (pJL 1703) x E. coli
HB 101 (pRK2013)

1.3 x 10°
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Tabel 2. Hasil asai kualitatif inti es.
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No.  Sandi galur ekskonjugan

Asai inti es koloni tahap [ Z Bintil  Asai inti es bakteroid  Penumbuhan suspensi bakteroid

Asai inti es koloni

tahap 11

A B
1 05.1 + 6 - + + -
2 052 + 5 - + - -
3 05.3 + 4 - + + -
4 05.4 + 3 . + . .
3 05.5 + 3 - + - .
6 09.1 + 3 + + + +
7 09.2 + 4 - + -
8 09.3 + 4 - + - .
3 09.4 + 5 - + -
10 09.5 + 4 - + . R
i1 151 + 3 - + N
12 15.2 + 3 - +
13 133 + 4 - + - -
14 154 + 4 - + - -
15 15.5 + 5 + + .
16 32.1 - 3 - + - -
17 322 - 1 - + - -
18 323 + 4 - + + R
19 324 + 2 - + - .
20 325 - 3 - + - -
21 38.1 + 5 - + - -
22 38.2 + 4 - + - -
2 383 + 4 - + - -
24 384 + 3 - + .
25 38.5 + 6 - + - -
26 45.1 + 6 - + - -
27 45.2 - 4 - + - -
28 453 + 7 - + + -
29 45.4 - 3 - + - -
30 45.5 + 7 - + + -

A: Manito! Ekstrak Khamir {MEK) + merah kongo (MK + Rifampisin (Rif), B: MEK + MK + Rif + kanamisin (Kan)

Uji Kualitatif Inti Es Koloni Tahap I. Semua eks-
konjugan dari galur 03, 09, 15, 38 menunjukkan hasil po- sitif,
mampu membentuk inti es pada suhu -8°C (Tabel 2). Dua
galur lainnya (galur 32 dan 45) masing-masing me-
nunjuikkan jumlah ekskonjugan sebesar 40% dan 60% yang
mampu membentuk inti es pada suhu -8°C.

Uji Kualitatif Inti Es Bakteroid. Semua ekskonjugan
(25 koloni) membentuk bintil akar denigan jumlah bintil ber-
kisar antara 1-7 butiz. Jumlah bintil terbesar ditunjukkan oleh
ekskonjugan galur 45 dan terkecil olel1 32 (Tabel 2).

Suspensi seluruh bakteroid mampu tun.buh pada media
MEK + MK + Rif, sedangkan pada media scleksi (MEK +
MK + Rif + Kan) hanya enam ekskonjugan (05.1, 05.3, 09.1,
32.3,45.3,45.5) saja yang tumbuh (Tabel 2). Uji kualitatif inti
es bakteroid menunjukkan hasil positif pada galur 09.1 dan
15.5, sebaliknya dengan ekskonjugan galur 05, 32, 38, dan
45.

Uji Kualitatif Inti ks Tahap I1. Koloni tahap Il ada- lah
koloni dari sel B. japonicum asal bakteroid yang ditum-
buhkan pada media seleksi. Koloni ini diuji kembali keaktif-
an pembentukan inti esnya. Dari galur-galur ekskonjugan
yang mampu tumbuh pada media seleksi ternyata hanya ga-
lur ekskonjugan 09.1 yang mampu meuunjukkan keaktifan
pembentukan inti es kembali.

PEMBAHASAN

Frekuensi Konjugasi. Konjugasi dengan tiga tetua an-
tara £. coli DHS5a (pJL1703), E. coli HB101 (pRK2013)

dan enam galur uji B. japonicum toleran asam-Al menun-
jukkan frekuensi konjugasi berkisar antara 1.8 x 10* sampai
dengan 1.3 x 10° per resipien. Perbedaan ini diduga karena
perbedaan kemampuan bakteri resipien dalan: berkonjugasi
dengan donor.

Asai Inti Es Koloni Tahap I. Pada asai inti es koloni
tahap I ternyata semua koloni ekskonjugan 05, 09, 15, dan 38
menunjukkan hasil positif, kecuali galur ekskonjugan 32.1,
32.2, 32.5 (40%) dan 45.2, 45.4 (60%). Mengingat hanya
lima koloni ekskonjugan yang dipilih, jumlah koloni
ekskonjugan yang terpilih diduga turut mempengaruhi per-
sentase asai. Dilaporkan oleh Wahyudi et al. (1998) bahwa
semua ekskonjugan galur 11 dan 33 menunjukkan hasil po-
sitif, sedangkan galur 43 sebesar 67%. Dengan demikian ga-
lur B. japonicum toleran asam-Al yang membawa gen inaZ
pada koloni tahap I ialah galur 05, 09, 15, 38, 11, 33, dan
sebagian dari galur 32, 43, dan 45. Mereka menduga bahwa
tidak terekspresinya gen /naZ pada sel akibat: (i) terinte-
grasinva plasmid pRK2013 (Kan') dalam genom B. japo-
nmicum yang menyebabkan resisten terhadap kanamisin, na-
mun tidak membawa plasmid pJL1703; (ii) terjadinya mu-
tasi spontan terhadap kanamisin; (ii1) delesi pada gen inaZ
sewaktu transfer; dan (iv) 2danva elemen sisipan endogen
dari B. japonicum pada geninaZ.

Dua dari 25 galur ekskonjugan (Tabel 2) hanya mampu
mengekspresikan gen inaZ pada fase bakteroid, sedangkan
Wahyudi et al. (1998) melaporkan 9 dari 25 galur
ekskonjugan mampu mengekspresikan gen /naZ pada fase
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bakteroid. Gen inaZ dapat terekspresi dengan baik apabila
faktor-faktor yang mempengaruhi ekspresi gen dapat dipe-
nuhi, antara lain: (i) jumlah gen per kopi, (ii) kekuatan pro-
motor transkripsi, (iii) adanya daerah pengikatan ribosom,
(iv) tidak ada penghambatan katabolit, (v) kerangka pem-
bacaan yang tepat, (vi) penggunaan kodon yang tepat, dan
(vii) kemampuan mempertahankan protein yang telah dipro-
duksi (Brock & Madigan 1988). Lebih lanjut Wemer (1992)
melaporkan bahwa kandungan DNA bakteroid dan sel B.
Jjaponicum tidak berbeda, namun bentuk bakteroid dapat
dipengaruhi oleh gen tanaman inang. Dikemukakannya pula
bahwa susunan asam lemak membran peribakteroid tidak
berbeda dengan komposisi asam lemak pada retikulum en-
doplasma inang. Tidak terekskpresinya gen inaZ pada fase
bakteroid sebagian besar galur diduga dipengaruhi oleh ada-
nya substansi tanaman inang. Adanya sel tanaman yang le-
bih kompak daripada sel bakteri menyebabkan ekskpresi
pembentukan inti es menjadi lebih lemah (Baertlein et al.
1992).

Uji kualitatif inti es bakteroid yang menggunakan sus-
pensi semua binti] akar yang terbentuk dari hasil inokulasi
ekskonjugan menunjukkan bahwa jumlah bintil akar tidak
ada kaitan dengan kemampuan membentuk inti es. Hal ini
terlihat pada galur 09.1 (membentuk 3 bintil akar) dan galur
15.5 (membentuk 5 bintil akar), masing-masing menunjuk-
kan kemampuan membentuk inties. Galur45.3 dan45.5 yang
masing-masing memiliki tujuh bintil akar (terbanyak)
menunjukkan asai negatif. Hal yang sama dilaporkan pula
oleh Wahyudi er al. (1998). Dengan demikian gen nod yang
terdapat pada kromosom B. japonicum tidak terganggu oleh
kehadiran gen inaZ sebagai gen yang dipindahkan. Ciri ko-
loni B. japonicuw tampak kembali ketika suspensi baktero-
id, baik yang menunjukkan uji inti es positif maupun negatif
ditumbuhkan pada media MEK + MK + Rif 100 pg/ml (Tabel
2). Selanjutnya apabila ditumbuhkan pada media seleksi
hanya koloni galur 05.1, 05.3, 09.1, 32.3, 45.3, 45.5 (20%)
yarg dijumpai, demikian pula galur 11.4, 11.5, 33.5,
42.7, 43.8, 43.9 (24%) seperti yang melaporkan oleh
Wahyudieral. (1998).

Di pihak lain suspensi bakteroid ekskonjugan yang
menunjukkan hasil inti es negatif, namun positif atau tum-
buh baik pada media seleksi berasal dari ekskonjugan galur
05.1, 05.3,32.2,45.3,45.5 (21.7%). Wahyudi er al. (1998)
menjumpai keadaan yang sama untuk galur 43.7, 43.8, dan
43.9 (18.8%). Dikemukakan pula plasmid pJL1703 diduga
hilang sewaktu pembentukan bakteroid sehingga gen inaZ
tidak terekspresi. Galur 15.5 yang pada fase bakteroid me-
nunjukkan asai positif ternyata tidak mampu tumbuh kem-
bali pada media seleksi. Galur 11.1, 11.2, 11.7, 33.2, 33.4,
43.6 juga menunjukkan keadaan yang sama (Wahyudi ef al.
1098). Hal ini diduga karena adanya delesi pada gen kana-
misin,

Asai Inti Es Koloni Tahap II. Koloni tahap II meru-
pakan hasil penumbuhan suspensi bakteroid pada media se-
leksi. Koloni tahap II yang menunjukkan asai positif yaitu
hanya galur 09.1. Galur 09.1 tampaknya dapat memper-
tahankan kehadiran gen inaZ sebagai gen transfer. Gen inaZ
dapatdijumpai pada galurekskonjugan09.1 dalam fase sel
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dan bakteroid baik pada koloni tahap I maupun II; se-
dangkan pada galur 15.5 gen inaZ hanya dijumpai pada
koloni I. Dari enam galur B. japonicum toleran asam-Al
yang diteliti dan tiga galur yang diteliti oleh Wahyudi et al.
(1998) ternyata ada empat galur yang membawa gen inaZ,
baik pada koloni tahap I maupun II. Oleh karena itu pe-
nanda molekuler alternatif perlu dipertimbangkan.
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