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ABSTRACT

Bacterial transformation is a process inserting foreign genes into bacterial cells and expressing
these genes. Bacterial transformation process involves many methods, one of these methods
is heat shock method. Heat shock method is used to increase competence of bacterial cells
and their membrane permeability. Thus, foreign genes can enter to bactetial cells. One of the
bacteria that can be used for transformation is Escherichia coli. Escherichia coli bacteria are
generally used in molecular biology as test bacteria. Escherichia coli bacteria are known have
many strains, one of which is DH5a. Escherichia coliDH50a bactetia is a strain that easily accepts
foreign genes because it is easy to make competent cells, no existing F plasmid and
endonuclease 1 enzyme (endAl gene mutation), and has selection marker in form resistance
antibiotic ampicillin. Transformation of Escherichia coli DH5« bactetia with pGIWB5 expression
vector containing SOD gene that has not been studied and it is success unknown. Therefore,
the research aims to insert pGWB5-SOD expression vector into Escherichia coli DH5 bacteria
via heat shock method and analyze it is expression via colony PCR amplification as
confirmation of success transformation. The research method used was heat shock method
with pGWB5-SOD expression vector and Escherichia coi DH5a bacteria. Bacterial
transformation was carried outin 10 technical replicates on bacterial culture and amplification
SOD gene by PCR. Results showed that pGIWB5-SOD expression vector successfully entered
Escherichia coli DH5w bacteria and transformation occurred. This success was obtained from
bacterial colonies that grew and bands appeared after amplification by PCR.

ABSTRAK

Transformasi bakteri adalah proses gen asing dimasukkan ke dalam sel bakteri dan
mengekspresi gen tersebut. Proses transformasi bakteri melibatkan banyak metode, salah
satunya adalah metode kejut panas. Metode kejut panas digunakan untuk meningkatkan
kompetensi sel bakteri dan permeabilitas membrannya. Sehingga, gen asing dapat masuk ke
dalam sel bakteri. Salah satu bakteri yang dapat digunakan untuk transformasi adalah
Escherichia coli. Bakteri Escherichia coli secara umum digunakan dalam biologi molekuler sebagai
bakteri uji. Bakteri Escherichia coli diketahui memiliki banyak strain, salah satunya adalah DH5a.
Bakteti Escherichia coli DH5a merupakan strain yang mudah menerima gen asing. Karena
mudah dibuat menjadi sel kompeten, tidak ada plasmid F, tidak ada enzim endonuklease 1
(mutasi gen endAl), dan memiliki penanda seleksi berupa resistensi antibiotik ampisilin.
Transformasi bakteri Escherichia coli DH5a dengan vektor ekspresi pGIWB5 mengandung gen
SOD belum diteliti dan belum diketahui keberhasilannya. Sehingga, tujuan penelitian
dilakukan untuk memasukkan vektor ekspresi pGWB5-SOD ke dalam bakteri Escherichia coli
DHb5a melalui metode kejut panas dan menganalisis ekspresinya melalui amplifikasi PCR
koloni sebagai konfirmasi keberhasilan transformasi. Metode penelitian yang digunkan adalah
metode kejut panas dengan vektor ekspresi pGWB5-SOD dan bakteri Escherichia coli DH5a.
Transformasi bakteri dilakukan sebanyak 10 ulangan teknis pada kultur bakteri dan amplifikasi
gen SOD dengan PCR. Hasil penelitian menunjukkan vektor ekspresi pGWB5-MmSOD
berhasil masuk ke dalam bakteti Escherichia coli DH5a dan terjadi transformasi. Keberhasilan
ini diperoleh dari koloni bakteri yang tumbuh dan muncul pita setelah amplifikasi dengan
PCR.
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Transformasi bakteri merupakan proses DNA asing dimasukkan ke dalam sel bakteri dan mengekspresikan
DNA eksogen tersebut. Proses ini digunakan dalam rekayasa genetika untuk mendapatkan DNA rekombinan,
kloning gen, ekspresi gen, dan menghasilkan organisme hasil rekayasa genetik (Moo-Young, 2011; Pandey dan
Teixeira, 2017). Proses transformasi didasarkan pada prinsip yaitu, kompetensi sel bakteri, penyerapan DNA asing,
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penanda seleksi, ekspresi gen asing, kejut panas, elektroporasi, dan pertumbuhan sel bakteri (Sirajuddin dan
Sundram, 2020). Kompetensi sel bakteri dilakukan untuk memudahkan DNA asing masuk ke dalam sel. DNA
asing yang masuk ke dalam sel dapat berupa vektor ekspresi berisi plasmid tersisip gen yang telah dikonstruksi.
Kompetensi sel dapat dibuat melalui metode kejut panas untuk meningkatkan permeabilitas membran sel.
Sehingga, DNA mudah terserap (Rahimzadeh e 4/, 2016; Thompson dan Yildirim, 2019). Penyerapan DNA asing
dari lingkungan dapat terjadi ketika sel sudah kompeten. Gen asing diekspresi ketika DNA asing masuk. Ekspresi
gen asing dapat diamati melalui penanda seleksi berupa antibiotik. Sel yang tumbuh dalam penanda seleksi
menunjukkan berhasil transformasi. Karena vektor yang digunakan mengandung penanda resistensi antibiotik
(Mugwanda ez al, 2023; Contreras dan Gardner, 2022).

Transformasi bakteri dengan metode kejut panas telah dilakukan oleh Ghazaei (2019), Rotinsulu ¢# 2/ (2019),
Rahimzadeh e7 a/. (2016), dan Patigu ¢# a/. (2021). Hasil peneitian Ghazaei (2019) menjelaskan bahwa suhu kejut
panas 47°C dengan kejut dingin 0°C dapat meningkatkan laju transformasi bakteri. Rotinsulu ez a/ (2019)
menggunakan suhu kejut panas 40°C, 42°C, dan 44°C selama 30 detik dapat mempermudah transformasi bakteri
E. coli TOP-10 yang mengandung gen merB. Rahimzadeh ez a/ (2016) menggunakan metode kejut panas pada
transformasi bakteri E. ¢o/i BL21 dengan suhu 42°C selama 45 detik. Sedangkan Patigu e7 o/ (2021) menggunakan
suhu kejut panas 55°C selama 60 detik menjadi suhu terbaik pada transformasi bakteri E. @/ pada introduksi
PRGEB32. Namun, introduksi pGWB5-SOD pada bakteti E. ¢co/i belum ada yang teliti dan belum diketahui apakah
metode kejut panas sesuai protokol dapat mentransformasinya atau tidak. Sehingga, penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui keberhasilan introduksi pGWB5-SOD pada Bakteri Escherichia coli DH50 dengan metode kejut panas.

Bakteti Escherichia coli DH50 digunakan dalam transformasi karena mudah menerima gen asing. Bakteri E. co/
DHb5a juga memiliki karakteristik genetik yang mudah dimodifikasi. Sehingga, strain bakteri E. o/ DH50 umum
digunakan dalam rekayasa genetika (Wang ez a/, 2020). Karakteristik bakteri strain ini memiliki situs restriksi yang
sedikit. Sehingga, dapat mencegah degradasi DNA asing yang masuk. Mutasi akhir Al pada gen endAl yang
mengkode endonuklease I. Mutasi ini mengurangi aktivitas enzim tersebut dan melindungi DNA asing yang masuk.
Tidak ada plasmid F, mudah dibuat kompeten, ada penanda resistensi antibiotik berupa ampisilin, mudah diamati
melalui biru/putih jika ada vektor pembawa gen LacZ, dan umum digunakan dalam kloning dan amplifikasi
plasmid (Hamed ez a/,, 2020; Deng e7 al., 2021). Bakteri diketahui dapat diamati melalui PCR yang dikenal sebagai
PCR koloni.

PCR koloni merupakan metode cepat dan efisien untuk memverifikasi keberadaan konstruksi DNA spesifik
dalam koloni bakteri setelah tahap transformasi. Nouemssi ef a/, (2020) menjelaskan bahwa teknik PCR koloni
melewati proses dalam pemurnian DNA dan enzim restriksi. Sehingga, teknik ini menjadi metode yang mudah
digunakan dan memiliki hasil yang tinggi untuk menyaring konstruksi kloning. Prosesnya melibatkan penambahan
sejumlah kecil koloni dari kultur cair bakteri padat langsung ke campuran utama PCR. Campuran PCR mencakup
komponen-komponen yang diperlukan untuk PCR, seperti primer, polimerase, dan dNTP. Campuran tersebut
mengalami termosiklik yang menyebabkan sel lisis dan melepaskan DNA target. Sehingga, menghasilkan cetakan
untuk reaksi PCR. Produk PCR yang dihasilkan dapat dianalisis menggunakan elektroforesis gel untuk mengetahui
ada tidaknya gen yang diinginkan (Bergkessel dan Guthrie, 2013; Walch ¢ a/., 20106).

METODOLOGI

Penelitian ini menggunakan metode kejut panas dengan bakteri Escherichia coli DH5a. Metode kejut panas
digunakan untuk memunculkan pori pada dinding sel bakteri. Sehingga, gen yang inginkan dapat mudah masuk
dan berekombinasi dengan gen bakteri target. Penelitian ini dilakukan dengan menyiapkan kultur bakteri E. co/i
DHb5a menggunakan koloni tunggal dikultur pada media LB tanpa antibiotik dengan suhu 37°C selama 48 jam.
Kemudian, Subkultur pada suhu 37°C selama 1,5-3 jam (hingga ODgoo: 0.3-0.4). Kultur sel bakteri E. co/i DH5«
diambil untuk pembuatan sel kompeten. Pembuatan sel kompeten dilakukan agar sel yang berkompeten dapat
mempermudah gen yang diinginkan dapat masuk. Pembuatan sel kompeten untuk transformasi bakteri dilakukan
sebanyak 10 ulangan. Kultur sel bakteri E. co/f DH50 diambil sebanyak 1,5 ml ke dalam ##be dan didiamkan di es
selama 10 menit. Hasilnya kemudian disentrifugasi 10.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dan pelet diambil.
Pelet ditambahkan 0.33X TFB (495 ul) dan diresuspensi secara petlahan. Sampel dimasukkan ke dalam kotak es
selama 10 menit. Sentrifugasi 10.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dan pelet diambil. Kemudian, ditambahkan
1/12X TFB (125 pl) dan 7-8% DMSO (8.8 ul). Sampel dimasukkan ke dalam kotak es selama 10 menit dan sel
kompeten bakteri E. co/i DH50 didapatkan.

Sel bakteri yang sudah berkompeten dapat dilakukan transformasi bakteri. Sel kompeten diambil sebanyak 50
ul dan ditambahkan 10 pl plasmid. Campuran didiamkan di es selama 20-25 menit. Kemudian, secara cepat diberi
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heat shock pada suhu 42°C selama 45 detik dan didiamkan di kotak es selama 5 menit. Kemudian, ditambahkan 100
ul media 2Y'T/LB dan diinkubasi dalam shaker pada suhu 37°C dengan 100 rpm selama 20 menit. Campuran disebar
di cawan petri (LA+Hig+Kan) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam.

Setelah dilakukan transformasi bakteri. Gen diamati melalui PCR koloni untuk mengetahui gen telah tersisip
dengan baik atau tidak. PCR koloni dilakukan dengan menggunakan koloni tunggal hasil transformasi diambil dan
ditambahkan 7 ul ddH,O. kemudian, dipanaskan pada suhu 95°C selama 10 menit dan didiamkan di kotak es
selama 5 menit. Sampel ditambahkan 5.5 pl zix PCR. PCR dilakukan dengan ketentuan pra-PCR suhu 94°C selama
5 menit, denatutrasi 94°C selama 1 menit, annealing suhu 55°C selama 45 detik, elongasi 72°C selama 1 menit, proses
akhir 72°C selama 5 menit dan pasca-PCR suhu 20°C selama 10 menit. Kemudian, elektroforesis dilakukan
menggunakan agarosa 1% dengan tegangan 100 volt selama 28 menit. Hasil elektroforesis diamati dengan UV
transiluminator.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil transformasi ke bakteri E. co/i DH5a di cawan petri menunjukkan terbentuk koloni pada semua kelompok.
Tetapi, koloni yang tetlihat lebih banyak pada ulangan ke-2 (K2) dan ke-8 (K8) (Figure 1). Koloni yang terbentuk
dan muncul dalam media LA+Hig+Kan mengindikasikan bahwa terseleksi bakteri E. ¢o/i DH5a yang membawa
vektor pGWB5-MmSOD.

8 AV o e il 10
Gambar 1. Hasil transformasi bakteri di cawan petri. K+: Kontrol positif, K-: Kontrol negatif, 1-10: ulangan
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Gambar 2. Hasil elektroforesis PCR koloni dari transformasi bakteri. Ladder: DNA /adder 1 kb, 1-10: ulangan
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Hasil koloni diamplifikasi dengan PCR menunjukkan muncul pita tebal pada ulangan ke-2, ke-5, ke-0, ke-8, ke-
9, dan ke-10 dengan ukuran 250 bp (Figure 2). Sedangkan, ulangan ke-1, ke-3, ke-4, dan ke-7 tidak muncul pitanya.
Pita tebal yang muncul dati visualisasi elektroforesis menunjukkan bahwa vektor pGIWB-Mm»SOD berhasil masuk
ke dalam bakteri E. co/i DH5a. Ketidakmunculan pita mengindikasikan kemungkinan primer 35SF1 dan SODR2
ketika fase annealing pada suhu 56°C tidak menempel dengan tepat pada beberapa cetakan DNA plasmid atau vektor
selama amplifikasi dengan PCR.

Faktor keberhasilan transformasi bakteri berupa plasmid, media pertumbuhan, metode yang digunakan sesuai,
waktu dan suhu inkubasi, dan efisiensi sel kompeten (Chan e a/, 2013; Charpentier ez al., 2012). Jenis plasmid yang
digunakan dapat mempengaruhi efisiensi transformasi bakteri, seperti transformasi menggunakan plasmid ukuran
besar biasanya lebih rendah dibandingkan dengan ukuran kecil. Memilih sel kompeten yang tepat dan metode
elektroporasi dapat membantu meningkatkan efisiensi transformasi saat beketja dengan plasmid besar (Liu ez a/,
2018).

Media pertumbuhan yang digunakan untuk sel kompeten juga dapat mempengaruhi efisiensi transformasi.
Penting untuk menggunakan media yang mendukung pertumbuhan sel dan memungkinkan sel mengambil DNA
asing secara efektif (Domenech ef al, 2018). Metode yang digunakan untuk membuat sel kompeten, seperti
elektroporasi atau kejut panas dapat mempengaruhi efisiensi transformasi. Elektroporasi secara umum lebih efisien
dibandingkan kejut panas dengan efisiensi hingga 90% dibandingkan dengan 50-70% untuk kejut panas
(Bhattacharjee dan Sorg, 2020; Kant ez 4/, 2019).

Waktu inkubasi dan suhu sel setelah transformasi dapat mempengaruhi efisiensi. Karena waktu dan suhu
inkubasi optimum akan bergantung pada jenis sel kompeten yang digunakan (Zhou ez af, 2018). Efisiensi sel yang
kompeten dalam mengambil DNA asing dapat berdampak signifikan pada hasil proses transformasi. Sangat
penting untuk menggunakan sel yang kompeten dengan efisiensi transformasi yang tinggi (Liu ez a/, 2014).

Ketidakberhasilan transformasi bakteri kemungkinan disebabkan oleh rendahnya efisiensi transformasi sel
kompeten yang digunakan. Hal ini karena sel yang kompeten adalah kunci keberhasilan transformasi bakteri, dan
efisiensinya dapat berdampak signifikan pada hasil proses tersebut. Jika sel yang kompeten memiliki efisiensi
transformasi yang rendah, mungkin sulit untuk mencapai keberhasilan transformasi, bahkan dengan kondisi dan
metode yang optimal (Voigt, 2011).

Media yang digunakan dalam praktikum berupa LA dengan antibiotik ampisilin dan LA tanpa tanpa antibiotik
ampisilin. Media LA dengan antibiotik ampisilin bertujuan untuk menyeleksi bakteri yang telah ditransformasi
membawa vektor ekspresi pGWB5-SOD. Bakteri yang berhasil transformasi akan tumbuh menjadi koloni dan
bakteri yang tidak berhasil tumbuh akan mati. Karena diketahui bakteri yang ditumbuhkan membawa gen resisten
ampisilin (Alam e a/, 2019). Media LA tanpa antibiotik ampisilin bertujuan untuk menyeleksi bakteri yang tidak
resisten terhadap ampisilin. Hal ini karena ampisilin merupakan antibiotik beta-laktam yang menghambat sintesis
dinding sel bakteri. Bakteri yang resisten terhadap ampisilin telah mengembangkan mekanisme untuk melawan efek
antibiotik, seperti memproduksi enzim yang memecah antibiotik atau mengubah struktur dinding sel bakteri agar
tidak rentan terhadap aksi antibiotik (O’Brien e a/, 2021).

Transformasi bakteri dilakukan dengan menggunakan bakteri E. co/i DH5a karena sedikit situs restriksi. Situs
restriksi yang sedikit dapat meningkatkan transformasi bakteri dan mencegah degradasi DNA asing yang akan
diintroduksi ke dalam sel (Abulmagd e¢# af, 2022; Kasarjian ef al, 2003). Sedikit aktivitas endonuklease untuk
meminimalisir peluang non-spesifik degradasi DNA. Bakteri ini juga memiliki efisiensi transformasi yang tinggi
dan plasmid yang stabil. Selain itu, bakteri E. co/i DH5o diketahui memiliki kompatibilitas yang baik dengan vektor
secara umum (Liu ez a/, 2018).

Bakteri E. co/i diketahui secara alami tidak memiliki kemampuan kompeten untuk transformasi, seperti Bacillus
subtilis atauw Haemophilus influenzgae. Dinding sel bakteri E. co/i memiliki penghalang yang dapat mencegah DNA asing
masuk (Huang ez al,, 2021). Sehingga, untuk mempermudah transformasi diperlukan metode untuk membuat sel
menjadi kompeten. Sel kompeten merupakan sel yang memiliki kemampuan untuk mengambil DNA asing dari
lingkungan. Untuk membuat sel menjadi kompeten dilakukan perubahan pada permeabilitas membran (Liu ez 4/,
2018). Perubahan permeabilitas membran dapat dilakukan dengan metode kejut panas, elektroporasi, dan secara
kimia dengan CaCl, (Kalsium Klorida) (Datey ef a/., 2017; Asif ez al, 2017). Metode kejut panas dilakukan dengan
prinsip bersuhu tinggi dalam waktu cepat untuk membuat vektor dapat masuk ke dalam sel. Suhu yang biasa
digunakan 42°C selama 45 detik (Rahimzadeh ¢f @/, 2016; Chang et al, 2017). Metode elektroporasi dilakukan
dengan menggunakan listrik pada sel bakteri. Listrik ini akan membuat membran sel berpori secara temporal.
Sehingga, DNA asing bisa masuk ke dalam sel (Young dan Dean 2014). Metode kimia dengan CaCl> dapat
mendisrupsi membran sel dan membuatnya menjadi lebih permeabel (Asif ez a/, 2017).
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Transformasi bakteri dapat dilakukan dengan TEB (Transformation Buffer) dan DMSO. TFB adalah larutan yang
mengandung senyawa kimia untuk meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri. TFB digunakan dalam
preparasi sel kompeten untuk meningkatkan efisiensi transformasi bakteri karena mengandung senyawa MnCly,
CaClp, KCI, dan LFcin-B (Liu ¢z 4/, 2018). DMSO adalah senyawa yang digunakan untuk preparasi sel kompeten.
DMSO dicampur dengan TFB dapat meningkatkan efisiensi proses transformasi. DMSO diketahui berkontribusi
pada peningkatan permeabilitas membran, meningkatkan penyerapan DNA masuk ke dalam sel, melindungi sel
dari pembentukan es kristal, dan meningkatkan efisiensi transformasi (Chan e a/, 2013; Mizuno ef al., 2022).

Transformasi bakteri diketahui setelah diberi TFB, DMSO, dan kejut panas. Bakteri dikultur dalam media Luria
Bertani Agar (LA) dan Brozh (LB). LA berupa media padat dan LB media cair. Hasil transformasi bakteri dapat
diamati melalui media LA yang berisi antibiotik higromisin dan kanamisin sebagai penanda seleksi. Media Luria
Bertani merupakan media yang sering digunakan dalam pengujian kultur bakteri karena mengandung komposisi
nutrisi yang lengkap dan dapat menunjang pertumbuhan bakteri (Imamuddin, 2011). Antibiotik higromisin dan
kanamisin digunakan sebagai penanda seleksi untuk mengamati bakteti yang mengalami transformasi dan tidak.
Bakteri yang bertransformasi akan terlihat di media dengan jelas dan bakteri yang tidak bertransformasi akan mati.
Karena bakteri yang bertransformasi tersisip plasmid resistensi higromisin dan kanamisin. Sedangkan bakteri yang
tidak tersisip resistensi antibiotik tersebut akan mati (Setiari ez o/, 2018; Arnak ez al., 2016).

Hasil transformasi dapat diamati melalui PCR koloni. PCR koloni dilakukan dengan bahan mix PCR. Bahan
mix PCR yang digunakan berupa master ix, primer 35SF1, dan primer SODR,. Master mix berperan penting dalam
proses amplifikasi DNA dari koloni bakteri. Master zix merupakan larutan pra-campuran yang mengandung semua
reagen yang diperlukan untuk PCR, termasuk DNA polimerase, ANTP, primer, dan buffer (Ciedliniska et al., 2014).
Fungsi master mix untuk memudahkan reaksi PCR, membantu meminimalkan risiko amplifikasi tidak lengkap,
menjaga konsistensi reaksi PCR, mengoptimalkan kondisi PCR, dan meningkatkan efisiensi dan spesifitas reaksi
amplifikasi (Kalle 7 a/, 2014; Zhang ez al., 2010). Primer 35SF; diketahui berfungsi untuk amplifikasi promotor 35S
CaMV dan mendeteksi adanya transformasi yang terjadi pada tanaman kedelai dan kentang (Musawira ez a/, 2022;
Rahatjo dan Surajiman, 2017). Primer SODR; untuk mendeteksi di tengah gen MmCu/Zn-SOD (Musawira ¢z al,
2022).

Program PCR yang digunakan dengan pra-PCR suhu 94°C selama 5 menit. Kondisi ini sebagai denaturasi awal
sebelum amplifikasi PCR. Pra-PCR sangat penting dalam memisahkan DNA cetakan beruntai ganda menjadi untai
tunggal. Sehingga, dapat mengamplifikasi urutan target yang efisien selama siklus PCR berikutnya (Putra ez a/,
2020). Denaturasi suhu 94°C selama 1 menit kondisi DNA akan berpisah dari untai ganda menjadi untai tunggal
dan merupakan bagian proses dalam PCR. Proses ini penting untuk mempermudah pengikatan primer ke urutan
DNA target dan amplifikasi selanjutnya (Dwiputti ef al., 2013). Annealing suhu 55°C selama 45 detik diketahui untuk
memudahkan penempelan primer ke DNA target dan amplifikasi pada DNA target (Silalahi ez o/, 2021). Elongasi
suhu 72°C selama 1 menit merupakan proses pemanjangan dimana DNA polimerase memperluas bagian DNA
target yang telah ditempel oleh primer dan secara efektif menyalin urutan DNA target (Prout ¢# a/, 2023). Proses
akhir 72°C selama 5 menit dalam PCR merupakan tahap akhir elongasi dalam proses PCR. Proses ini memastikan
bahwa DNA tetap beruntai tunggal sepenuhnya, sehingga menghasilkan amplifikasi urutan DNA target (Taiwo,
2019; Verma ef al., 2014). Pasca-PCR suhu 20°C selama 10 menit sebagai pendingin setelah final elongasi dalam
tahap PCR (Wong ¢7 al, 2015).

Hasil elektroforesis PCR koloni divisualisasikan berdasarkan DNA /adder 1 kb berukuran 250 bp. Ukuran 250
bp dalam hasil elektroforesis PCR koloni pada pGWB5-mmSOD berbeda dengan hasil penelitian Musawira ef a/
(2022). Musawira ez a/ (2022) memperoleh pGWB5-7mSOD dengan ukuran 633 bp. Perbedaan ukuran panjang basa
kemungkinan disebabkan oleh sebagian sampel yang terdegradasi, hasil koloni dalam cawan petti yang sedikit, atau
pengambilan koloni yang terlalu sedikit. Kemudian, hasil elektroforesis PCR koloni pada gen Ga SL16 dengan
ukuran 650 bp berbeda dengan hasil penelitian Pratiwi (2012). Pratiwi (2012) memperoleh gen Ga SL 16 dengan
ukuran 1295 bp dari vektor ekspresi pMSH7 sebelum diintroduksi ke dalam bakteri E. /i DH50.

KESIMPULAN

Vektor pGWB5-SOD masuk ke bakteri E. w/i DH5a dan terjadi transformasi dapat diperoleh setelah sel bakteri
tersebut dikompetenkan secara kejut panas. Karena dengan metode kejut panas dapat membuat membran sel
menjadi tinggi permeabilitasnya dan mudah menerima vektor pGWB5-SOD. Keberhasilan transformasi dapat

diamati melalui cawan petri terbentuk koloni dan muncul pita tebal dati visualisasi elektroforesis setelah
diamplifikasi dengan PCR.
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