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ABSTRAK 
 

Penelitian tentang bakteri luka beku dari daerah tropis belum banyak dipublikasikan. Data-data bakteri INA yang diteliti 

pada Jeruk Keprok Soe di dataran tinggi  Mutis ini akan memberikan informasi kebaruan bakteri INA di daerah tropis. 

Penelitian lanjut mengenai bakteri INA perlu dilakukan, mengingat dampak buruk bagi pertanian akibat luka beku yang 

disebabkan karena aktivitas ice nucleation. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui populasi bakteri INA,  

mengetahui estimasi populasi bakteri INA, uji aktivitas ice Nucleation Active dan mengetahui kelas protein INA. 

Pengambilan sampel tanaman Jeruk Keprok Soe menggunakan metode purposive sampling pada tiga ketinggian yaitu 

2000, 2100, dan 2200 m dpl. Isolasi bakteri dilakukan dengan metode spread plate pada media Kings’B, aktivitas nukleasi 

es ditentukan dengan metode tube nucleation test. Estimasi populasi bakteri INA dilakukan dengan metode multiple-tube 

nucleation test formula Thomas seri 3.3.3. Hasil penelitian menunjukan bahwa populasi bakteri INA yang ditemukan pada 

daun jeruk keprok soe di dataran tinggi mutis tergolong tinggi yaitu  6 x 103/g hingga 1,2 x 104 /g daun. hal ini 

menunjukkan bahwa semakin tinggi tempat maka semakin tinggi populasi bakteri INA yang ditemukan. Berdasarkan suhu 

pembentukan es, terdapat dua isolat bakteri , yaitu 2 sampel mengalami pembekuan pada suhu -7oC dengan kelas protein 

INA B, sedangkan 6 sampel membeku pada suhu -10oC dengan kelas protein INA C. 

 

Kata Kunci: Isolasi, Identifikasi, Bakteri, Ice Nucleation, Jeruk Keprok 

 

1. PENDAHULUAN 

Bakteri merupakan mikroorganisme yang 

penyebarannya sangat luas dan bersifat ubiquitos, yaitu 

mampu hidup hampir disemua tempat (Missa, 2016). 

Bakteri Ice Nucleation Active (INA) merupakan bakteri 

yang ditemukan pada permukaan daun di dataran tinggi 

dengan suhu rendah (Lindo et al., 2013). Bakteri INA 

yang telah ditemukan antara lain : Pseudomonas 

syringae, Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas 

Fluorescens, Erwinia hericola, dan Xantomonas 

campestris (Edwards et al.,2014), Pseudomonas fragi 

dan Pseudomonas moraviensis yang ditemukan pada 

permukaan daun pistachio (Rostami et al. 2018). Bakteri 

INA yang ditemukan ini mampu mengkatalisis 

pembekuan es pada suhu -1,5oC sampai -10oC, bahkan 

pada suhu diatas 5oC, dan dapat mengekspresikan protein 

nukleasi es dipermukaan sel sehingga suhu air menurun 

dan akhirnya membeku (Stephani dan Waturangi, 2012).  

Spesies-spesies ini, dapat menyebabkan luka beku (forst 

injury) di permukaan daun disebakan karena terjadinya 

perubahan air yang terkandung didalam sel daun menjadi 

es (Gurian et al., 2013). 

Bakteri INA memiliki peran penting dalam 

biopresipitasi, dan juga dapat dimanfaatkan untuk 

membantu hujan dan salju dengan cara penyemaian 

bakteri INA pada awan sebagai pengganti penaburan 

garam yang sekarang telah banyak digunakan untuk 

membuat hujan buatan (Wahyudi, 2015). Hasil penelitian 

Lindow et al. (2012) menunjukan bahwa bakteri INA 

ditemukan pada daerah bersuhu rendah dengan suhu 

optimal sekitar 18-24oC. Dataran tinggi gunung mutis 

memiliki ketinggian 2500 m dpl dan merupakan daerah 

terbasah di Pulau Timor, dengan suhu berkisar antara 

14oC–29oC, namun pada kondisi ektrim suhu dapat turun 

hingga 9oC, sehingga memungkinkan peluang besar 

untuk ditemukan bakteri INA sebagai bakteri filosfer 

pembentukan Kristal es. 

Jeruk keprok Soe merupakan kelompok 

tanaman yang terdapat di dataran tinggi mutis dengan 

kebutuhan air cukup tinggi tergantung pada curah hujan 

dan kelembaban udarah disekitarnya. Melihat kebutuhan 

air yang cukup tinggi, dan suhu di dataran tinggi mutis 

yang rendah diperkirakan bakteri INA juga dapat 

ditemukan pada tanaman jeruk keprok Soe oleh karena 

itu perlu dilakukan penelitian tentang isolasi dan 

identifikasi populasi bakteri INA dari tanaman Jerik 

keprok Soe di dataran tinggi Mutis, mengingat peran 

penting bakteri INA sebagai biopresipitasi yang bisa 

membentuk awan dan hujan serta masih sedikit informasi 

tentang bakteri INA didaerah tropis. 
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2. RUANG LINGKUP  

Dalam penelitian ini permasalahan mencakup: 

1. Estimasi Populasi Bakteri Ice nucleation Active pada 

daun jeruk keprok soe di dataran tinggi Mutis 

2. Uji aktivitas bakteri ice Nucleation active pada daun 

jeruk keprok soe di dataran tinggi Mutis 

3. Kelas protein Ice Nucleation active bakteri INA pada 

daun jeruk keprok soe di dataran tinggi Mutis 

 

3. BAHAN DAN METODE  

Sampel tanaman jeruk keprok soe diambil di dataran 

tinggi mutis dengan metode purposive sampling pada 

tiga ketinggian yang berbeda yaitu 2000 meter diatas 

permukaan laut (m dpl), 2100 m dpl dan 2200 m dpl. 

Semua sampel yang diambil diberi label berdasarkan 

ketinggian kemudian ditempatkan dalam plastik steril 

dan dibawa ke laboratorium menggunakan kotak 

pendingin.  

Isolasi bakteri dilakukan dengan mengambil 5 gram 

sampel daun jeruk keprok Soe kemudian direndam 

menggunakan 200 mL larutan buffer fosfat pH 7.0 

(Waturangi dan Amelia, 2009), dan dikocok pada rotary 

shaker selama 2 jam dengan kecepatan 150 rpm. 

Kemudian dilakukan pengenceran sehingga 10-3 dengan 

9 mL aquades steril. Kemudian dari seri pengenceran, 

diambil 0,1 mL disebarkan pada media King’s B dengan 

teknik cawan sebar (spread plat) dan diinkubasi pada 

suhu 37oC selama 4 x 24 jam (Missa, 2016). Media 

King’s B dibuat dengan komposisi 20 gr protease pepton, 

10 mL gliserol, 1,5 gr K2HPO4, 1,5 gr MgSO4.7H2O 

dan 15 gr agar dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

kemudian ditambah 1 L akuades kemudian di sterilkan 

pada suhu 121oC selama 15 menit (King, 2014). 

Koloni bakteri berbeda yang tumbuh di media King’s 

B diambil dan digoreskan kembali pada media King’s B 

agar Miring, kemudian disimpan 4-6 hari pada suhu 

ruang dan selanjutnya disimpan di feezer pada suhu 4-

5oC (Stephanie & Waturangi, 2012), untuk selanjtnya 

dilakukan pengujian aktivitas bakteri INA dengan 

menggunakan metode tube freezing yaitu memasukan 

100 l suspensi bakteri berumur 4-6 hari kedalam 

supercool water (Lindow et al., 2013). Bakteri yang 

telah dimasukan kedalam supercool water didinginkan 

pada suhu -5oC hingga -10oC selama 15 menit. Bakteri 

INA dikelompokan menjadi tiga kelas yaitu kelas A 

membentuk inti es pada suhu  -2oC hingga -5oC, kelas 

B membentuk inti es pada suhu -5oC hingga -7oC, kelas 

C aktif pada suhu -7oC hingga -10oC (Rugless et 

al.,2013). 

Estimasi populasi bakteri INA dilakukan dengan 

metodel multiple tube nucleation (Cazarlo et al., 2015), 

yaitu dengan cara tabung reaksi yang berisi 9 mL buffer 

fosfat steril, didinginkan pada suhu -10oC selama 3 

menit, kemudian tabung dikocok dan semua tabung yang 

mengalami pembekuan dipisahkan. Masing-masing 

sampel penelitian sebanyak 2 g dihomogenkan dalam 20 

mL buffer fosfat, kemudian sebanyak 1 mL suspensi 

bakteri dimasukan kedalam tabung berisi buffer fosfat 

yang tidak membeku dan sampel yang telah 

dihomogenkan didinginkan pada suhu -3oC sampai -9oC, 

sedangkan karakterisasi isolat bakteri dilakukan dengan 

pengamatan secara mikroskopis berupa pengamatan jenis 

gram bakteri dengan menggunakan safranin. 

 

4. PEMBAHASAN 

Berikut disajikan hasil dan pembahasan dari 

penelitian ini 

 

4.1 Isolat Bakteri Ice Nucleation Active pada Daun 

Jeruk Keprok Soe di Dataran Tinggi Mutis 

Bakteri INA yang diisolasi dari tiga stasiun 

ketinggian diisolasi menggunakan media King;s B yang 

merupakan media non-selektif dan digunakan untuk 

subkultur. Media ini mengandung antibiotik seperti 

cephalexine yang akan membuat media (King’s B) cocok 

untuk deteksi beberapa pseudomonas seperti 

Pseudomonas syringae pv, syringae pv dan 

Pseudomonas savastonoi hal ini yang menyebabkan 

koloni Pseudomonas tampak berfluoresen di media 

King’s B (Arwiyanto et al., 2017), dan juga memberikan 

jumlah tertinggi unit pembentuk koloni, di beberapa 

lingkungan (Atlas, 2015).  

Koloni bakteri yang didapatkan dari cawan 

kemudian dijadikan biakan murni pada media King’s B. 

menurut Kieft dan Ruscetti (2011), biakan bakteri INA 

yang mememiliki aktivitas pembentukan inti es paling 

tinggi adalah biakan dengan usia 4-6 hari. Biakan murni 

yang terlalu muda ataupun terlalu tua tidak memiliki 

aktivitas pembentukan inti es yang tinggi. Jumlah isolat 

Bakteri yang didapat dari isolasi daun jeruk keprok Soe 

berjumlah 57 isolat, disaijkan pada tabel 1. Semua isolat 

diuji aktivitas nukleasinya dengan suhu -10oC, selama 5 

menit dan isolat yang positif bakteri INA akan membeku 

seperti yang terlihat pada gambar 2. 

 

Tabel 1. Jumlah Isolat bakteri yang didapat dari 

setiap stasiun pengambilan sampel  

Ketinggian 

Tempat 

Pengambilan 

sampel 

Jumlah 

Isolat pada 

Daun 

Jeruk 

Keprok Soe 

Jumlah 

isolat 

yang 

positif 

INA 

 

Kode 

Isolat 

2000 m dpl 21 2 A1H4 

A1H6 

2100 m dpl 20 2 A2H2 

A2H3 

2200 m dpl 16 4 A3H2 

A3H3 

A3H4 

A3H6 

Keterangan :  

A : Tempat pengambilan sampel 

1 : Stasiun penelitian  

H : Nama peneliti 

4 : Nomor isolat 
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Tabel jumlah isolat bakteri diatas, menunjukkan 

bahwa pada ketinggian 2000 dan 2100 m dpl terdapat 

masing-masing 2 isolat yang positif bakteri INA dan 

pada ketinggian 2200 m dpl diperoleh 4 isolat positif 

bakteri INA. Berdasarkan ketinggian dan jumlah isolat 

yang menunjukan positif bakteri INA pada penelitian ini 

dikatakan unggul ketika dibandingkan dengan penelitian 

Latifah, (2014) pada tumbuhan lumut yang diperoleh 

dari jalur pendakian cemoro sewu dengan ketinggian 

2026 m dpl, jumlah isolat positif bakteri INA adalah 2 

isolat, ketinggian 2331 m dpl diperoleh 1 isolat positif 

bakteri INA dan pada ketinggian 2509 m dpl diperoleh 4 

isolat positif bakteri INA. Penelitian Yunigsih, (2015) 

Pada tumbuhan paku yang diperoleh dari jalur pendakian 

cemoro sewu pada ketinggian 2000 m dpl tidak ada isolat 

bakteri yang mempunyai aktivitas Nuklesi es ditandai 

dengan tidak ada isolat bakteri yang membeku, 

kemudian isolat yang diperoleh pada ketinggian 2100 m 

dpl terdapat 2 isolat positif bakteri INA, dan pada 

ketinggian 2200 m dpl terdapat 3 isolat positif bakteri 

INA.  

Koloni yang dikategorikan sebagai positif bakteri 

INA adalah koloni yang memiliki aktivitas nucleasi es 

terlihat ketika suspensi koloni membeku setelah 

dilakukan uji aktivitas pada suhu -10oC selama 5 menit. 

Membekunya suspensi tersebut menunjukan bahwa 

bakteri INA memiliki protein tunggal yang berperan 

dalam proses pembetukan inti es (Morris et al., 2009), 

sebaliknya suspensi bakteri yang tidak membeku 

dikategorikan sebagai negatif bakteri INA.  

 

 
Gambar 2. Isolat yang positif bakteri INA pada daun 

jeruk keprok soe dalam microtobe. kode isolat (a) 

A3H2, (b) A3H3, (c) A3H4, (d) A3H6 

 

Isolat bakteri INA yang positif paling banyak 

ditemukan pada stasiun pengambilan dengan ketinggian 

2200 m dpl ini disebabkan karena sampel daun jeruk 

keprok soe yang diambil pada ketinggian 2200 m dpl 

merupakan daun yang paling banyak menyerap air hujan, 

mengingat bakteri INA erat kaitannya dengan air hujan. 

Penelitian  Waturangi dan Amelia (2019), menunjukan 

bahwa bakteri INA berhasil diisolasi dari tanaman 

mengkudu (Morinda citrifolia L), Sirih (Peper betle L), 

Pepaya (Carica papaya L) dan Strawberry (Fragaria X 

annanasa).  

Pada dalam setiap stasiun pengambilan sampel 

terdapat beberapa bakteri yang memiliki aktivitas yang 

berbeda-beda, bahkan dalam 1 stasiun. Pada uji aktivitas 

nukleasi es yang dilakukan didapatkan hasil yaitu 2 

sampel mengalami pembekuan pada suhu -7oC, 

sedangkan 6 sampel membeku pada suhu -10oC. Kieft 

dan Ruscetti (2011) menyatakan bahwa uji positif bakteri 

INA ditunjukkan dengan terbentuknya inti es setelah 

masa inkubasi 3 menit. Dilakukan pengujian pada suhu 

yang berbeda karena berdasarkan dari aktivitasnya, 

protein INA terbagi atas tiga kelas utama yaitu kelas A, 

aktif membentuk inti es pada suhu -2oC hingga -5oC, 

Kelas B, aktif pada suhu ≥ -5oC hingga –7oC dan Kelas C 

aktif pada suhu ≥ -7oC hingga -10oC. Berdasarkan uji 

yang dilakukan terdapat aktivitas nukleasi es dari isolat 

bakteri, ditemukan bahwa dua isolat bakteri tergolong 

kedalam kelas B kedua isolat ini terdapat pada stasiun 

pengambilan sampel dengan ketinggian 2000. M dpl dan 

2100 mdpl, sedangkan enam isolat bakteri lainya 

merupakan kelas C dengan ketinggian stasiun 

pengambilan sampel 2000 mdpl, 2100 m dpl dan 2200 m 

dpl. 

 

4.2 Estimasi Populasi Bakteri Ice Nucleation Active 

Pada Daun Jeruk Keprok Soe Di Dataran Tinggi 

Mutis 

Aktivitas bakteri INA berkaitan erat dengan adanya 

hujan, kelembaban dan suhu udarah yang rendah, oleh 

karena itu perlu dilakuka uji estimasi jumlah populasi 

bakteri INA yang ada di permukaan daun menggunakan 

metode multiple tube nucleation (Cazorla et al., 2015), 

dan dilakukan pada suhu -5oC selama 10 menit sesuai 

dengan pendapat Hirano et al., (2015) dan Baertlein et 

al., (2012) dan juga penelitian dari Cazorla et al., (2015) 

yang menggunakan suhu -5oC sebagai suhu optimum 

untuk melakukan uji estimasi. Prinsip utama metode ini 

adalah mengencerkan sampel sampai tingkat tertentu 

sehingga didapat mikroorganisme yang sesuai. Jumlah 

populasi bakteri INA tersaji pada tabel 2.  

Tabel 2. Populasi bakteri INA pada daun jeruk 

keprok soe menggunakan metode MPN 

No Ketinggian 

Tempat 

Pengambilan 

sampel 

Ulangan 

 

Nilai 

MPN 

10-1 10-2 10-3 

1 2000 m dpl 0 1 1 6 x 103 

2 2100 m dpl 1 0 1 7 x 103 

3 2200 m dpl 0 2 2 1,2 x 104 

 

Tabel jumlah populasi bakteri INA pada daun jeruk 

keprok soe menunjukan bahwa populasi bakteri INA 

tertinggi terdapat pada daun jeruk keprok soe yang 

diperoleh dari ketinggian 2200 m dpl  yaitu sebesar 1,2 x 

104 /g, sedangkan populasi terendah yaitu pada daun 
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jeruk keprok soe yang diperoleh dari ketinggian 2000 m 

dpl yaitu sebesar 6 x 103. Nilai ini menunjukan jumlah 

bakteri yang tinggi apabila dibandingkan dengan  

penelitian Karno, (2014) yang mengisolasi bakteri INA 

pada tumbuhan berdaun lebar dijalur pendakian cemoro 

sewu, gunung lawu, setelah dilakukan uji estimasi 

populasi, diperoleh populasi bakteri INA tertinggi yaitu 

5,4 x 10-3/g, dan terendah yaitu < 3 x 10-3/g, Utami, 

(2015) mengisolasi bakteri INA pada tumbuhan berdaun 

jamur di jalur pendakian cemoro sewu, setelah diuji 

estimasi populasi bakteri INA menunjukan populasi 

tertinggi yaitu 3,6 x 10-3/g dan populasi terendah yaitu < 

3 x 10-3/g. Keragaman populasi tersebut dipengaruhi oleh 

faktor abiotik salah satunya adalah sinar matahari dan 

habitat yang berbeda. 

 

4.3 Karakterisasi Mikroskopis Isolat Bakteri INA 

Pada Daun Jeruk Keprok Soe 
Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan 

mengamati bentuk morfologi sel dan pewarnaan gram 

untuk melihat jenis gram dari isolat bakteri INA tersebut. 

Berdasarkan hasil pewarnaan gram terhada 6 isolat 

bakteri positif nukleasi es menunjukan bahwa semua 

isolat berbentuk batang dan berwarna merah sehingga 

keenam isolat tersebut dikategorikan kedalam bakteri 

gram negatif, hal ini sesuai dengan pendapat Gurian et 

al., (2013) yang menyatakan bahwa hamper semua 

bakteri pembentuk inti es adalah bakteri gram negatif 

 

5. KESIMPULAN 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah  populasi 

bakteri INA pada daun jeruk keprok soe tergolong tinggi 

pada ketinggian 2200 m dpl  yaitu sebesar 1,2 x 104 /g, 

sedangkan populasi terendah yaitu pada daun jeruk 

keprok soe yang diperoleh dari ketinggian 2000 m dpl 

yaitu sebesar 6 x 103. Kesimpulan dari penelitian ini 

adalah  populasi bakteri INA pada daun jeruk keprok soe 

tergolong tinggi pada ketinggian 2200 m dpl  yaitu 

sebesar 1,2 x 104 /g, sedangkan populasi terendah yaitu 

pada daun jeruk keprok soe yang diperoleh dari 

ketinggian 2000 m dpl yaitu sebesar 6 x 103. Jumlah 

isolat Bakteri yang didapat dari isolasi daun jeruk keprok 

Soe berjumlah 57 isolat hasil uji aktivitas nukleasinya 

pada suhu -10oC, selama 5 menit,  isolat yang positif 

bakteri INA adalah pada ketinggian 2000 m dpl 

diperoleh 2 isolat, 2100 m dpl 2 isolat dan 2200 m dpl 4 

isolat.  

 

6. SARAN 

Saran dalam penelitian ini adalah perlu untuk 

dilakukan penelitian lanjutan pada tumbuhan yang lain 

sehingga mendapat data populasi bakteri INA yang 

lengkap. 
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