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Abstract: Genome editing technique is one of the methods for studying the 

expression of gene, eliminating unfavorable traits or phenotypes and 

generating the new characters of species. The pRGEB32 plasmid is one of 

the vectors that used in genome editing with carrying the Cas9 gene, 

restriction site of sgRNA (single guide RNA) and specific promoters that can 

be expressed in plants. The first step in the genome editing process is 

inserting pRGEB32 into Escherichia coli for propagation. The large size of 

the plasmid molecule becomes a challenge to determine the right method in 

the transformation process. This study aims to determine the temperature and 

time of heat shock transformation of plasmid pRGEB32 into E. coli. The 

transformation of pRGEB32 into plasmids was carried out with variations in 

temperature and time, 42℃ (30 seconds and 60 seconds) and 55℃ (30 

seconds and 60 seconds). The results showed that a heat shock temperature 

of 55℃ with a time of 60 seconds was the best temperature for the 

transformation of pRGEB32 into E. coli. This optimization of heat shock 

condition will increase the transformation efficiency, which is in the range 

of 3322-10.989 cfu/µg. 

 

Keywords: Heat shock; pRGEB32; Escherichia coli; Transformation. 

 

Pendahuluan 

 

Transformasi merupakan salah satu metode 

transfer genetik yang dapat terjadi secara alami 

maupun artifisial ke dalam sistem sel (Johnston et 

al., 2014). Di alam, bakteri dapat memperoleh 

informasi dari lingkungannya dengan tiga cara 

yaitu konjugasi, transduksi dan transformasi 

(Tjahjoleksono, 2021). Transduksi merupakan 

mekanisme perpindahan gen secara horizontal, 

yang diperantarai oleh bakteriofag. Konjugasi 

merupakan transfer gen melalui kontak langsung 

antar sel, mekanisme ini terkadang mengarah pada 

transfer kromosom (Johnston et al., 2014). 

Mekanisme transformasi melibatkan DNA dan 

permukaan sel dimana DNA akan terikat pada 

permukaan membran dan akan melewati kompleks 

dinding dan membran sel (Rahimzadeh et al., 

2016). Transformasi artifisial bakteri dilakukan di 

bawah kondisi laboratorium yang terkendali.  

Metode transformasi dengan perlakuan Rubidium 

(RbCl) dan heat shock menjadi salah satu metode 

yang dapat digunakan sebagai variasi dari metode 

CaCl2 (Walker, 1984; Curtis et al., 1977; 

Roychoudhury et al., 2009).  

Transformasi artifisial melibatkan 

pembuatan sel kompeten dari bakteri Escherichia 

coli. Pembuatan sel kompeten membutuhkan 

kondisi yang kaya akan kation. Rubidium 

merupakan logam alkali yang memiliki energi 

ionisasi yang tinggi, sehingga menyediakan 

elektron yang dapat memfasilitasi pengikatan 

antara fragmen DNA dengan permukaan sel 

(Greenwood & Earnshaw, 1997).  Muatan positif 

akan diberikan ke gugus fosfat DNA dan fosfolipid 

membran sehingga menghilangkan gaya tolak 

menolak antara DNA dan membran sel. Kondisi ini 

memungkinkan DNA untuk masuk ke dalam 

sistem bakteri (Asif et al., 2017). Pemberian suhu 

dingin dan panas dalam proses transformasi akan 
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mengganggu kompleksitas membran. Suhu yang 

rendah mengakibatkan terjadinya perubahan 

struktur protein dan suhu yang tinggi akan 

melepaskan lipid dari membran. Proses berulang 

ini mengakibatkan terbentuknya pori-pori pada 

permukaan membran plasma dan meningkatkan 

efisiensi transformasi (Panja et al., 2009).  

Plasmid merupakan DNA untai ganda 

ekstrakromosomal, berbentuk sirkuler dan/atau 

linear yang dapat bereplikasi secara independen 

(Wiley et al., 2008). Plasmid sering digunakan 

sebagai alat untuk memasukkan gen asing ke dalam 

bakteri dengan tujuan memproduksi protein 

rekombinan dan kloning gen yang diinginkan 

(Yusuf dkk, 2014). pRGEB32 merupakan salah 

satu plasmid vektor yang digunakan dalam 

transformasi melalui perantara agrobakterium pada 

padi. pRGEB32 sering digunakan dalam teknologi 

pengeditan genome CRISPR/Cas9 (Simanjuntak, 

2021; Xie et al., 2015), memiliki U3 snoRNA 

promoter (U3p) yang dapat mengekspresikan 

sgRNA dan rice ubiquitin promoter (UBIp) dengan 

ujung 5 untranslated region conserved yang dapat 

mengekspresikan Cas9 (Xie et al., 2015).  

Efisiensi transformasi dipengaruhi oleh suhu 

dan waktu perlakuan heat shock. Selain itu 

perbedaan efisiensi juga berkorelasi dengan ukuran 

plasmid (Ohse et al., 1995; Hanahan, 1983). 

Ukuran plasmid yang relatif lebih besar 

mengakibatkan ketidakstabilan E. coli transforman 

(Lim et al, 2015). Plasmid pRGEB32 memiliki 

ukuran 15.888 bp, besarnya ukuran plasmid ini 

menuntut suatu optimasi metode dalam proses 

transformasinya. Perlakuan heat shock 42℃ selama 

45 detik meningkatkan efisiensi transformasi pada 

plasmid pUC18 (Chan et al., 2013), 90 detik 

(Hanahan, 1983) atau 2 menit (Sambrook & 

Russel, 2001). Selain itu, modifikasi suhu 

transformasi dilakukan oleh Berges & Barreau 

(1989) dengan beberapa tingkatan suhu yaitu 44℃, 

46℃, 48℃, 50℃ dan 52℃.  

Modifikasi metode heat shock pada plasmid 

pRGEB32 belum pernah dilaporkan. Oleh karena 

itu, dalam penelitian ini dilakukan optimasi suhu 

dan waktu heat shock pada plasmid pRGEB32. 

 

Bahan dan Metode 

 

 Bahan dan alat yang digunakan yaitu 

bakteri E. coli strain DH5α, medium Luria Bertani 

(Tripton 10 g, yeast extract 5 g, NaCl 10 g, bacto 

agar 15 g), buffer Rubidium (0,1 M MOPS pH 6,5, 

0,05 M CaCl2, 0,01 M RbCl), plasmid pRGEB32 

(Xie et al, 2015), primer gen HPT dan Cas9 (Tabel 

1), antibiotik kanamisin 50 mg/L, Laminar Air 

Flow (GelmanSciences),Sentrifus Beckman dan 

Eppendorf 5430 R, Shaker Waterbath (GFL 1083), 

Thermocycler Applied Biosystem by Life 

Technologies, mikropipet (1000p, 200p dan 10p). 

Transformasi vektor ke dalam bakteri E. coli 

menggunakan metode Rubidium buffer dengan 

heat shock. Pemberian heat shock dilakukan 

dengan variasi suhu dan waktu yaitu 42℃ dan 55℃ 

selama 30 detik dan 60 detik. Efisiensi transformasi 

dihitung menggunakan formula sebagai berikut: 

 

TC (cfu) = 
 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 𝑥 𝑟𝑎𝑠𝑖𝑜 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛  𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑠𝑖 𝑎𝑤𝑎𝑙 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔
 

 

TE (cfu/µg) = 
𝑇𝐶𝑈

𝑃𝑙𝑎𝑠𝑚𝑖𝑑 𝐷𝑁𝐴 (µ𝑔)
   (Liu, et al., 20018) 

Tabel 1. Primer yang digunakan untuk deteksi keberhasilan transformasi (Fauzia, 2017) 

Primer Sekuen Produk 

HPT Forward  : GAGCCTGACCTATTGCATCTCC 

Reverse  : GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG 

455 bp 

Cas9 Forward  : GAAAGAAACTGGTGGACAGCAC 

Reverse  : CGTCGTAGGTGTCCTTGCTCAG 

402 bp 

 

Pembuatan Kompeten Sel Menggunakan Suhu 

Dingin 

Koloni tunggal bakteri E. coli 

diinokulasikan ke dalam medium 10 mL medium 

LB cair, diikuti dengan inkubasi pada 37℃ selama 

semalam. Selanjutnya sebanyak 200 µL kultur 

dipindahkan ke dalam 5 mL medium LB cair 

diikuti dengan inkubasi pada 37℃ selama ±3 jam 
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hingga mencapai OD600=0,6. Sebanyak 1,2 mL 

kultur E. coli di sentrifugasi dengan kecepatan 

13.000 rpm selama 5 detik. Pelet yang diperoleh 

kemudian di resuspensi dengan 400 µL Rubidium 

buffer. Setelah mencapai homogenasi dengan slow 

pipetting, suspensi diinkubasi di dalam es selama 

40 menit. Selanjutnya sentrifugasi dengan 

kecepatan 13.000 rpm selama 5 detik. Pelet 

diresuspensi kembali dengan 100 µL rubidium 

buffer.  

 

Transformasi vektor pRGEB32 ke dalam 

bakteri E. coli  

Metode transformasi yang dilakukan 

mengacu pada Sambrook and Russell (2001). 

Sebanyak 1 (195 ng/µL) µL plasmid pRGEB32 

dimasukkan ke dalam 100 µL sel kompeten. 

Selanjutnya suspensi diinversi sebanyak 3 kali 

diikuti dengan inkubasi dalam es selama 40 menit. 

Setelah itu suspensi diberi perlakuan heat shock 

dengan varisi suhu dan waktu yaitu: 42℃ dan 55℃ 

masing-masing selama 30 detik dan 60 detik. 

Selanjutnya, suspensi diinkubasi dalam es selama 

2 menit. Sebanyak 1 mL medium LB ditambahkan 

ke dalam suspensi dan gojok dalam shaker 

incubator 200 rpm pada suhu 37℃ selama 1 jam. 

Suspensi kemudian disentrifugasi dengan 13.000 

rpm selama 5 detik. Pelet yang didapatkan 

diresuspensi dengan 1 mL medium LB. 

Selanjutnya suspensi dikultur di dalam medium LB 

yang telah berisi antibiotik kanamisin. Inkubasi 

dilakukan pada 37℃ selama semalam. 

 

Skrining Hasil Transformasi 

Bakteri yang tumbuh pada medium 

LB+kanamisin kemudian dilakukan skrining untuk 

mengkonfirmasi keberadaan vektor pRGEB32 di 

dalam E. coli. Skrining dilakukan menggunakan 

metode PCR koloni dengan GoTaq® Master 

Mixes. Mesin PCR mengikuti kondisi sebagai 

berikut: Predenaturasi: 95℃, 1 menit; Denaturasi: 

95℃, 30 detik; Annealing; 58℃, 30 detik; 

Elongation: 72℃, 30 detik, 35 siklus; Extention: 

72℃, 5 menit dan Hold: 4℃, 30 menit. PCR koloni 

dilakukan di dalam mesin Thermocycler Applied 

Biosystem by Life Technologies menggunakan 

primer HPT dan Cas9. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

A. Isolasi plasmid pRGEB32 

Plasmid pRGEB32 yang telah diisolasi, 

kemudian dikonfirmasi menggunakan 

elektroforesis (Gambar 1). Visualisasi 

menunjukkan pita yang terbentuk berada diatas 

10.000 bp. Plasmid pRGEB32 memiliki 

ukuran sebesar 15.888 bp (Xie et al., 2015). 

Plasmid merupakan molekul DNA ekstra 

kromosomal yang terpisah dari DNA 

kromosom, berbentuk sirkuler dengan ukuran 

beberapa ribu pasang basa hingga lebih dari 

100 kb (Lodish et al., 2000). Teknologi DNA 

rekombinasi umumnya menggunakan plasmid 

sebagai vektor pada kloning DNA. Bakteri E. 

coli menjadi bakteri pilihan dalam studi biologi 

molekuler karena pertumbuhannya cepat pada 

medium, dan koloninya tidak bertumpuk.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Plasmid pRGEB32 dengan ukuran molekul 

besar mengakibatkan migrasinya pada gel agarose 

0,8% (b/v) terjadi lambat (90 menit). Konsentrasi 

agarose bergantung pada ukuran fragmen DNA 

yang akan dipisahkan, mulai dari 0,5%-2%. 

Konsentrasi agarose yang tinggi akan membentuk 

pori-pori yang kecil, sedangkan konsentrasi yang 

rendah akan membentuk pori-pori yang besar. Laju 

 

15.888 kb 

M 1 2 3 4 5 

Gambar 1. Deteksi molekuler isolasi DNA plasmid pRGEB32. M= 

Marker 1 Kb; 1-5= plasmid pRGEB32. 
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migrasi molekul DNA di dalam gel agarose 

ditentukan oleh beberapa faktor seperti: ukuran 

molekul DNA, konsentrasi agarose, konformasi 

DNA, voltage yang diberikan, keberadaan pewarna 

fluoresens, jenis agarose, dan buffer yang 

digunakan (Lee et al., 2012). 

Kemurnian hasil isolasi plasmid diukur 

dengan menggunakan nanodrop spektrofotometri 

pada panjang gelombang 230, 260 dan 280 nm 

(Tabel 2). Panjang gelombang 260/280 nm 

memiliki kemurnian DNA plasmid yang tinggi 

yaitu berkisar antara 1,9-2,0. Hasil ini 

mengindikasikan bahwa plasmid pRGEB32 yang 

berhasil diisolasi bebas dari kontaminan berupa 

protein, RNA ataupun residual senyawa fenol 

(Matlock, 2015). 

 

Tabel 2. Absorbansi, konsentrasi dan kemurnian plasmid pRGEB32 

Plasmid pRGEB32 Konsentrasi (µg/µl) A260/A230 A280/A260 

Sumur 1 195,65 2,058 2,065 

Sumur 2 176,99 2,031 2,023 

Sumur 3 181,69 2,047 1,987 

Sumur 4 184,85 2,135 1,942 

Sumur 5 196,67 2,094 1,851 

   

B. Transformasi pRGEB32 ke dalam E. coli 

DH5α 

 

Transformasi vektor ke dalam E. coli 

diawali dengan pembuatan kompeten sel DH5α 

dengan perlakuan rubidium buffer. Rubidium 

buffer menyediakan kondisi optimum bagi 

interaksi antara plasmid DNA dan 

lipopolisakarida (Panja et al., 20008). Muatan 

positif pada rubidium menstabilkan muatan 

antara DNA plasmid dan permukaan membran 

dengan membentuk ikatan antara rubidium-

kepala fosfat DNA dan rubidium-

lipopolisakarida membran E. coli (Zauqiah, 

2006; Asif et al., 2017). Inkubasi es yang 

dilakukan pada pembuatan sel kompeten 

bertujuan menjaga fluiditas membran bakteri. 

Setelah itu perlakuan heat shock mendorong 

DNA plasmid untuk masuk ke dalam sel 

kemudian menutup kompleks dinding-

membran sel bakteri (Das & Dash, 2015). 

Suspensi selanjutnya ditumbuhkan ke dalam 

medium seleksi yang mengandung resisten 

antibiotik kanamisin. Bakteri transforman yang 

positif membawa pRGEB32 akan tumbuh dan 

membentuk koloni pada medium seleksi 

(Gambar 2). Variasi suhu dan waktu perlakuan 

heat-shock mengakibatkan jumlah koloni yang 

tumbuh pada medium seleksi berbeda-beda 

(Tabel 3).  

 

42℃ 

 

30 detik 

 

60 detik 
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55℃ 

 

30 detik 

 

60 detik 

Gambar 2. Bakteri transforman tumbuh pada medium seleksi LB yang mengandung kanamisin 

50 μg/ml 

 

Tabel 3. Jumlah koloni dan efisiensi transformasi dari masing-masing variasi suhu dan waktu pada 

medium seleksi  
 

 Variasi Suhu Heat-shock 

 42℃ 55℃ 

Waktu  30 detik 60 detik 30 detik 60 detik 

Jumlah koloni 39 36 13 43 

Efisiensi Transformasi   9.966 cfu/µg 9.200 cfu/µg 3.322 cfu/µg 10.989 cfu/µg 

 

Data pada Tabel 3 menunjukkan bahwa 

variasi suhu dan waktu perlakuan heat shock 

menghasilkan efisiensi transformasi yang berbeda. 

Pemaparan heat shock yang dalam rentang waktu 

tertentu, diperkirakan dapat mengubah 

permeabilitas membran dan membantu proses 

masuknya DNA plasmid ke dalam sistem bakteri 

dengan cepat. Panja et al (2008) mengungkapkan 

bahwa kompleks lipopolisakarida-DNA plasmid 

secara efisien dapat meningkatkan proses 

pemasukan DNA plasmid ke dalam bakteri 

dibandingkan dengan DNA plasmid sendiri tanpa 

adanya interaksi dengan lipopolisakarida.  

Beberapa studi mengungkapkan bahwa 

penggunaan suhu 42℃ dengan lama paparan 30 

detik menjadi suhu optimum efisiensi transformasi 

(Sing et al., 2010, Lim et al., 2015). Tabel 3 

memberikan informasi bahwa suhu 55℃ dengan 

lama paparan 60 detik menghasilkan efisiensi 

transformasi sebesar 10.989 cfu/µg dibandingkan 

dengan pemaparan pada 42℃ selama 30 detik. 

Efisiensi transformasi berkisar antara 108-1010 

untuk plasmid dengan ukuran relatif lebih kecil 

yaitu 4,4 kb sampai 7,3 kb (Hanahan, 1983; Inoue 

et al., 1990). Ukuran plasmid yang lebih besar 

diatas 10 kb, efisiensi transformasinya relatif 

mengalami penurunan hingga 46% (Inoue et al., 

1990). Efisiensi transformasi dipengaruhi oleh 

beberapa faktor diantaranya yaitu ukuran plasmid 

yang digunakan, Hanahan (1983) menyatakan 

efisiensi transformasi menurun bersamaan dengan 

peningkataan ukuran plasmid. Faktor yang 

mempengaruhi efisiensi transformasi yang 

selanjutnya adalah metode transformasi. 

Transformasi menggunakan bahan kimiawi 

memberikan efisiensi transformasi yang lebih 

rendah dibandingkan dengan menggunakan medan 

listrik seperti elektroporasi (Inoue et al., 1990). 

Pemberian suhu 55℃ diperkirakan akan 

membentuk pori membran yang lebih besar dan 

atau pori membran yang lebih banyak untuk dapat 

mendorong masuk plasmid ke dalam sistem 

bakteri. Heat shock mengakibatkan terlepasnya 

lipid dari outer membran dan menurunkan 
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potensial inner membran sehingga DNA plasmid 

dapat masuk ke dalam bakteri E. coli (Panja et al., 

2009). Selain itu, inkubasi 40 menit dalam es 

setelah DNA plasmid pRGEB32 dimasukkan ke 

dalam sel kompeten dan sebelum diberi perlakuan 

heat-shock memediasi DNA plasmid untuk dapat 

menempel pada outer membran E. coli, hal ini 

bertujuan untuk meningkatkan frekuensi 

penempelan DNA plasmid pada permukaan 

membran sehingga tepat setelah diberi heat shock, 

dengan cepat DNA plasmid akan masuk ke dalam 

bakteri.   

Deteksi molekuler dilakukan menggunakan 

primer gen HPT dan Cas9 dengan tujuan untuk 

mengkonfirmasi benar bahwa bakteri E. coli positif 

membawa plasmid pRGEB32. Amplifikasi 

menggunakan mesin PCR mengungkapkan bahwa 

bakteri E. coli positif membawa gen HPT dengan 

produk amplifikasi 455 bp dan gen Cas9 dengan 

produk amplifikasi 402 bp (Gambar 3). Hal ini 

menunjukkan bahwa proses transformasi berhasil 

dilakukan dengan variasi suhu heat shock.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Deteksi molekuler bakteri transforman. M= DNA Ladder 100 bp; gen HPT pada 455 

       bp dan Cas9 pada 402 bp 

 

Gen HPT secara luas digunakan dalam 

rekayasa genetik untuk menciptakan tanaman yang 

dapat menyekresikan protein HPT (Lu et al., 2007). 

Gen HPT merupakan selectable marker yang 

dinilai aman, dan diekspresikan dalam jumlah yang 

kecil/cukup dalam bakteri E. coli (Li & Charng, 

2014). Gen Cas9 merupakan gen yang 

mengekspresikan enzim endonuklease Cas9 

(CRISPR associated 9), bertindak sebagai gunting 

untuk memotong sekuens DNA pada lokasi 

spesifik yang diarahkan guide RNA. pRGEB32 

merupakan plasmid vektor yang banyak digunakan 

dalam teknologi genome editing yaitu 

CRISPR/Cas9. Transformasi pRGEB32 ke dalam 

bakteri Escherichia coli menjadi langkah awal 

yang penting dalam mendukung keberhasilan 

teknologi CRISPR/Cas9. Optimasi suhu dan waktu 

transformasi pRGEB32 ke dalam E. coli belum 

pernah dilaporkan, sehingga hasil penelitan ini 

diharapkan menjadi referensi bagi penelitian 

selanjutnya dibidang molekuler khususnya genome 

editing. 

 

Kesimpulan 

 

 Hasil penelitian optimasi suhu dan waktu 

heat-shock untuk transformasi pRGEB32 ke dalam 

E. coli menunjukkan suhu yang optimum untuk 

transformasi yaitu 55℃ dengan lama waktu 60 

detik. 
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M Cas9 
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M 
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455 bp 

HPT 

42℃ 55℃ 
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