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Cacing tanah merupakan invertebrata yang bersifat hermafrodit yang pertama kali digunakan 

untuk mempelajari spermatogenesis. Gen yang terkait dengan gonad dan kandidat yang 

kemungkinan terlibat dalam tahap akhir spermatogenesis cacing tanah Eisenia fetida yaitu 

evcp-2, anggota gen VCP (Valosine-containing protein; evcp-1 dan evcp-2). 

Anggota gen VCP / P97 / Cdc48 terdapat pada organisme prokariotik hingga mamalia dan 

dapat dijadikan gambaran konservasi evolusi. Untuk memahami asal-usul dan evolusi gen 

VCP cacing tanah dan juga untuk menyediakan alat untuk analisis genetik dan fisiologis lebih 

lanjut, dilakukan perakitan pustaka Bacterial Artificial Chromosome (BAC) yang dapat 

membawa fragmen genomik besar
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(1) Perakitan pustaka BAC

• Vesikula seminalis E. fetida di isolasi dan sel-selnya ditripsinisasi (dilepaskan dari 
koloni sel). Sel yang telah terdisosiasi diperangkap dalam agarosa dan dilakukan 
digesti dengan proteinase K, sebagian didigesti dengan HindIII dan fragmen akhir 
diligasi pada vektor pCC1BAC. Rata-rata ukuran fragmen genom yang terinsersi 
kurang lebih 100 kb. Lebih dari 50.000 klon BAC dimasukkan dalam 530 x 90-well 
plate. Pustaka BAC diperkirakan mengandung lebih dari 5 milyar pasang basa, 
dimana jumlah tersebut beberapa kali lipat keseluruhan genom (ukuran genom 
0,6 mb).

(2) Skrining PCR dari fragmen genomik evcp

• Primer PCR dipilih dari bagian 5’ dan 3’ dari masing-masing gen berdasarkan 
estimasi perbatasan ekson-intron. Pustaka BAC dibagi menjadi 44 super-pools, 
masing-masing 12 x 96 well plate. Skrining PCR pertama mengidentifikasi super-
pool positif, yang selanjutnya pada skrining kedua dibagi menjadi masing-masing 
12 plate-pools. Klon yang mengandung evcp diidentifikasi dari plate yang positif 
pada skrining ketiga yang berisi coloumn-pool (A-H) dan row-pool (1-12).

METODE
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(3) Sekuensing dan analisis genom

• Klon BAC digunakan untuk memperbanyak 2–3 kb fragmen DNA genom evcp 
menggunakan primer yang sesuai pada sekuens cDNA evcp. Reaksi sekuensing 
dilakukan menggunakan terminator sequencing DYE Kit dan penganalisa genetik 
ABI PRIZM 310. Analisis filogenik dan homologi dilakukan dengan menggunakan 
sumber DDBJ dan Pipmaker.

METODE
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HASIL

Lebih dari 50.000 klon BAC diidentifikasi terkait kandungan evcp-1 

dan evcp-2 melalui metode skrining. 

Isolat yang terdeteksi positif adalah klon 20E8 dan 91F3 untuk gen 

evcp-1 dan 307G11 untuk gen evcp-2. Gambar disamping merupakan 

hasil PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) dari 3 isolat klon BAC 

positif evcp dengan tambahan enzim restriksi NotI. 

Hasil ini menunjukkan bahwa ukuran genom yang terinsersi sekitar 

120 kb, 115 kb dan 120 kb, masing-masing untuk 20E8, 91F3 dan 

307G11.

Analisis PCR lebih lanjut menggunakan primer berbasis cDNA 

termasuk primer untuk daerah terminal 5' dan 3' mengkonfirmasi 

bahwa klon-klon ini mengandung seluruh wilayah genomik evcps. 

Analisis ini menggarisbawahi bahwa kedua gen evcp-1 dan evcp-2 

memiliki panjang lebih dari 10 kb dan berbeda dengan ortolognya 

pada jenis Caenorhabditis elegans (C41C4.8 dan C06A1.1), yang 

terdiri dari panjang total masing-masing 2,9 kb dan 3,4 kb.
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HASIL

Hasil sekuensing pada genom 

mengungkapkan gen evcp-1 memiliki 

panjang sekitar 16 kb (AB284052) dan 

mengandung dari 14 intron dan 15 ekson. 

Batas intron-exon mirip dengan VCP pada 

mamalia termasuk vcp manusia. Evcp-2 

berukuran sekitar 18 kb (AB284053) dan 

juga mengandung 14 intron dan 15 ekson. 

Patut dicatat bahwa pengulangan tri-

nukleotida GAA / TTC ditemukan di intron 

evcp-2, menunjukkan kemungkinan 

terjadinya mikrosatelit (basa yang 

berulang). Persimpangan intron – exon 

digambarkan dalam penelitian ini. 

Kebanyakan intron mengikuti aturan AG/gt-

cag/. 
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HASIL

Hasil sekuensing pada genom mengungkapkan 

gen evcp-1 memiliki panjang sekitar 16 kb 

(AB284052) dan mengandung dari 14 intron dan 

15 ekson. 

Batas intron-exon mirip dengan VCP pada 

mamalia termasuk vcp manusia. Evcp-2 

berukuran sekitar 18 kb (AB284053) dan juga 

mengandung 14 intron dan 15 ekson. 

Patut dicatat bahwa pengulangan tri-nukleotida 

GAA / TTC ditemukan di intron evcp-2, 

menunjukkan kemungkinan terjadinya 

mikrosatelit (basa yang berulang). 

Persimpangan intron – exon digambarkan 

dalam penelitian ini. Kebanyakan intron 

mengikuti aturan AG/gt-cag/. 
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HASIL

Analisis homologi menggunakan PipMaker mengungkapkan bahwa urutan evcp-1 exon 7 ditemukan 

homolog dengan tiga ekson dalam vcp manusia (hvcp).
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HASIL

Evcp-1 diekspresikan di mana-mana selama semua tahap perkembangan, sedangkan evcp-2 secara 

khusus diekspresikan dalam vesikula seminalis. Analisis ClustalW menyarankan konservasi struktural 

antara vcps mamalia dan cacing tanah, khususnya di dalam ekson. Menariknya, ditemukan bahwa ekson 

tertentu dari E. fetida digandakan dalam gen manusia, dan beberapa intron digandakan secara terbalik 

pada gen cacing tanah. Informasi ini dapat memberikan isyarat pertama tentang evolusi gen cacing tanah.

Urutan genomik yang diperoleh mengarah pada gagasan bahwa genom cacing tanah tidak berbeda dengan 

genom mamalia, setidaknya dalam hal ukuran dan struktur intron-ekson. Konstruksi pustaka BAC yang 

komprehensif dan sistem skrining PCR, dapat menjadi sumber penyelidikan terperinci ke dalam struktur 

genom gen cacing tanah selanjutnya.




