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Macroalgae from the genus Gracilaria is the most common agarophytic genus
in Malaysia (Phang et al., 1996). This wild population of seaweed has been
identified as an important source of raw material for the agar industry. Despite
its potential to produce good gel strength agar, Gracilaria sp. was genetically
less studied. The aims of this study are to generate and sequence a thousand
Expressed Sequence Tag (EST) sequences from G. changii for further cDNA
microarray to facilitate functional genomic research. RNA extraction from G.
changii is difficult due to poor yield, polysaccharide contamination and gel
formation. To circumvent these problems the RNA isolation procedure was
modified and repeated more than 150 times (more than 10 kg of fresh samples
were used) to obtain high quality RNA for further studies. From the three
modified RNA extraction methods, the modified method of Kim et al. (1997)
was chosen for rapid RNA isolation from G. changii. This method can be

completed within 1 day and many samples can be processed at the same
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time. The yield was increased from 0.018 xg/g to 1.14 .g/g of tissue with an
average purity measured as A2s01280) Of 1.90. After the modification, the mRNA
was recovered from the total RNA of G. changii at a ratio of 0.5 — 1.0%.
Starting from 5 g of mMRNA, a primary cDNA library of 1.14 x 10° clones was
constructed and 1.375 x 10" pfu/mL plaques were established for the
amplified library. A total of 1854 cDNA clones were successfully sequenced.
The database consists of ESTs with putative functions in protein synthesis
(6%), energy (4%), protein destination and storage (3%), metabolism (3%),
transportation (2%), transcription (2%), signal transduction (1%), cell
structure/maintenance (1%), disease and defence (1%), cell growth and
division (1%), intracellular traffic (1%) and other miscellaneous functions (2%).
Putative proteins with unknown functions (67%), and novel sequences (6%)
that do not show significant matches to the existing sequence databases are
also present. Among the ESTs, 1342 sequences (72.38%) were clustered as

singleton, and the remaining 512 were clustered into 168 contigs.
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Genus Gracilaria merupakan makroalga penghasil agar yang paling umum di
Malaysia (Phang et al., 1996). Populasi liar rumpai laut ini telah pasti dikenal
sebagai sumber bahan mentah penting untuk industri agar. Walaupun ia
berpotensi dalam penghasilan agar dengan kekentalan gel yang baik,
Gracilaria sp. kurang dikaji dari segi genetiknya. Tujuan kajian ini adalah untuk
menghasilkan dan menjujukan seribu jujukan EST (Expressed Sequence Tag)
dari G. changii untuk pengaturan mikro cDNA bagi memudahkan pengajian
genomik fungsian. Ekstrasi RNA dari G. changii adalah sukar disebabkan
penghasilan yang tidak memuaskan, pencemaran polisakarida dan
pembentukan gel. Untuk mengelakan masalah-masalah ini, kaedah
pemencilan RNA telah diubahsuaikan dan diulang lebih daripada 150 kali
(lebih daripada 10 kg sampel segar telah digunakan) untuk memperolehi RNA
yang berkualiti tinggi bagi pengajian seterusnya. Daripada tiga kaedah

ekstraksi RNA yang telah diubahsuaikan, kaedah Kim et al. (1997) yang telah
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diubahsuai telah dipilih sebagai kaedah pemencilan RNA daripada G. changii.
Kaedah ini membolehkan banyak sampel diproses pada masa yang sama dan
dapat ditamatkan dalam masa sehari sahaja. Penghasilan RNA telah
ditingkatkan daripada 0.018 xg/g kepada 1.14 ug/g tisu dengan ketulenannya
(Asorso) 1.90. Setelah pengubahsuaian, nisbah mRNA yang diperolehi
daripada jumlah RNA G. changii adalah 0.5 — 1.0%. Bermula dengan 0.5 g
mRNA, suatu khazanah cDNA yang mengandungi 1.14 x 10° klon telah
dihasilkan. Khazanah cDNA yang telah diamplifikasi mempunyai 1.375 x 10"
pfu/mL Sejumlah 1854 EST telah berjaya dijujukan. Pengkalan data yang
terdiri daripada EST mempunyai fungsi putatif dalam sintesis protein (6%),
tenaga (4%), penyimpanan dan destinasi protein (3%), metabolisma (3%),
pengangkutan (2%), transkripsi (2%), transduksi isyarat (1%), struktur dan
penyelenggaraan sel (1%), penyakit dan pertahanan (1%), pertumbuhan dan
pembahagian sel (1%), intraselular trafik (1%) dan lain-lain kepelbagaian
fungsi (2%). Protein putatif dengan fungsi yang tidak diketahui (67%) dan
jujukan baru (6%) yang tidak menunjukkan persamaan yang signifikan kepada
jujukan yang sedia ada pada pengkalan data juga dikesan. Di kalangan EST
yang diperolehi, 1342 jujukan (72.38%) dikelompokkan sebagai ‘singleton’ dan

yang selebihnya, 512 jujukan, dikelompokkan kepada 168 ‘contigs’.
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