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INTISARI  

 

Transformasi plasmid ke dalam sel inang merupakan salah satu tahapan 

penting dalam teknik kloning gen dan umumnya menggunakan metode kejutan 

panas. Faktor yang dapat mempengaruhi tranformasi kejutan panas adalah suhu 

dan waktu kejutan panas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

suhu dan waktu kejutan panas terhadap transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 

menggunakan Escherichia coli BL21(DE3). Tahapan penelitian yang dilakukan 

meliputi uji morfologi, biokimia, dan molekuler Escherichia coli BL21(DE3), 

pengukuran laju pertumbuhan E. coli BL21(DE3) dengan variasi konsentrasi (1, 2, 

dan 3%, 
v
/v)  dan agitasi (170, 190, dan 220 rpm) selama 4 jam, isolasi plasmid 

pTA7002-AtRKD4 dari Agrobacterium tumefaciens EHA105, uji kemurnian dan 

kuantitas plasmid, deteksi keberadaan gen HPT dan AtRKD4 dengan metode PCR 

pada plasmid, pembuatan sel kompeten, transformasi plasmid dengan metode 

kejutan panas menggunakan rancangan acak factorial dengan dua variabel, yaitu  

suhu (42
o
, 44

o
, dan 46

o
C) dan waktu (30, 60, 90, 120, dan 240 detik) kejutan 

panas dengan tiga ulangan, seleksi hasil transformasi menggunakan antibiotik 

kanamisin dan higromisin, dan penentuan serta analisis efisiensi transformasi 

pTA7002-AtRKD4. Hasil uji karakteristik bakteri menunjukkan bahwa bakteri uji 

menunjukkan sifat Escherichia coli BL21(DE3), yaitu dapat memfermentasi 

glukosa dan laktosa dan mereduksi nitrat, bersifat katalase positif, tidak dapat 

menghidrolisis pati dan fermentasi sukrosa, serta memiliki gen 22,4. Hasil 

pengukuran laju pertumbuhan menunjukkan bahwa agitasi 220 rpm menghasilkan 

pertumbuhan bakteri paling cepat dalam waktu inkubasi 4 jam. Konsentrasi 

inokulum optimum  untuk mencapai OD600 0,4 adalah 3% (
v
/v). Berdasarkan hasil 

perhitungan efisiensi transformasi, perlakuan transformasi kejutan panas yang 

terbaik pada penelitian ini adalah suhu 44
o
C selama 30 detik.  


