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Oil palm (Elaeis guineensidacques) is a major oil crop of economic importance in the
world. Different biological and physiological mechanisms occur during oil palm fruit
ripening. These mechanisms are regulated by the genes expasseg fruit ripening
processes. Therefore, determining the structure and function of the expressed genes
involved in these mechanisms will help to improve the important characters for
enhancing palm fruit oil yield and quality. A forward suppression subtractive
hybridization (SSH) library was constructed to identify genes involved in fruit ripening

in oil palm. Oil deposition, as an oil palm fruit ripening indica will start at
approximately 12veeks after anthesis (w.a.&jth an active period of oil synthesis at
1516 w.a.a. until fruit maturity at about 20 w.a.a. in the mesocdmnce, the
syppression was performed with cDNA extracted from fruits at 12 w.a.a. as “driver” and
fruits at 17 w.a.a. as “tester”. A single-pass sequencing from 'tead50of 2,112
randomly selected cDNA clones resulted in 2,019 high-quality expressed sequence tags
(ESTs). Clustering of the 2,019 EST sequences showed 20 unigenes consisting of 9

contigs and 11 singletons. Among the edited EST sequences, 1,109 (14 unigenes) had



significant matches with protein sequences in thaipuaatabases. The matched ESTs

were further classified into six putative cellular functions including unclassified proteins
(38.0%), cell rescue and defense (33.8%), proteins with binding functions (27.7%),
biogenesis of cellular component (0.3%), metabolism (0.1%), and cell cycle (0.1%). At

17 w.a.a., the 20 unigenes were expressed at higher abundance compared to 12 w.a.a.

Two of the abundant transcripts encoding type 2 metallothionein-like proteins
designated adET2a and MET2b were selected for further study due to their high
abundance (16.05%) in the SSH library and their involvement in biological processes in
fruit development and maturation. The second part of the present study involved the
isolation of the full-length cDNA encodinglET2a and MET2b from the ripening oil

palm fruit mesocarp at 17 w.a.a. and examing their expression patterns compared to the
other two previously reported type-3 MT membeVvtl 8-A and MT3-B) in various oll

palm organs including different vegetative and reproductive tissues. The full-length
cDNA sequence d/IET2aandMET2bwere 571 and 553 bp designatedgd/T2aand
EgMT2h respectively. Their sequences were homologous (67—77%) with several type-2
MTs in plants. All four genes were differentially expressed in the ripening oil palm
mesocarp tissues but undetectable in the vegetative tissues examined. All the MT genes
examined were significantly up-regulated in the mature developmental stages of oil palm
fruit mesocarp except fd&tgMT2bwhich was expressed only at 17 w.a.a. but at a much
lower level. The type 2 MT-like proteins are more in relation with late fruit ripening
stage than the type 3 MT-like proteins consistent with their reported functions in the
homeostasis or detoxificatiomhe findings in the present study will contribute &o

better understanding of the molecular mechanisms involved in fruit ripening in oil palm.
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Kelapa sawit Elaeis guineensislacques) adalah tanaman minyak utama sebagai
penyumbang ekonomi dunia yang penting. Pembezaan mekanisma biologi dan fisiologi
berlaku ketika pemasakan buah sawit. Mekanisma-mekanisma ini dikawalatur oleh gen
terekspres ketika proses pemasakan buah. Oleh itu, penentuan struktur dan fungsi gen
terekspres yang terlibat dalam mekanisma ini akan membantu meningkatkan ciri-ciri
berkepentingan untuk meningkatkan hasil dan kualiti minyak kelapa s8aitl
perpustakaan subtraktif hibridisasi (SSH) supresi kehadapan telah dibina untuk
mengenalpasti gen-gen yang terlibat dengan kemasakan buah dalam kelagaasiwit (
guineensisJacq).Pengumpulan minyak sebagai petunjuk pemasakan bwéh aaan
bermula kira-kira 12 minggu selepas antesis (m.s.a) dengan tempoh aktif ketika 15-16

m.s.a. sehingga buah masak pada 20 m.s.a. dalam mesoladrptu, teknik supresi ini



telah dijalankan dengan menggunakan cDNA yang skststrak daripada buah sawit

pada 12 minggu selepas antesis (m.s.a) sebagai “pemacu” dan daripada 17 m.s.a sebagai
“kajian”. Penjujukan sekali penghujung-5’ yang dijalankan keatas 2,112 klon-klon
cDNA yang dipilih secara rawak telah menghasilkan 2,019 penanda jujukan terekspres
(ESTs) berkualiti tinggi dengan purata panjang bacaan sebanyak 383 bp. Pengklusturan
2,019 jujukan EST menggunakan StackPACK menunjukkan 20 unigen yang terdiri dari
9 kontig dan 11 tunggalan. Di antara jujukan EST yang telah disunting, 1,109 (14
unigen) mempunyai padanan yang signifikan dengan jujukan protein di pangkalan data
umum. EST yang mempunyai padanan seterusnya diklasifikasikan kepada enam fungsi
selular putatif termasuk protein yang tidak diklasifikasikan (38.0%), penyelamat dan
pertahanan sel (33.8%), protein dengan fungsi pengikat (27.7%), biogenesis komponen
selular (0.3%), metabolisma (0.1%) dan kitaran sel (0.1%). Pada m.s.a ke 17, 20 unigen

telah dikespreskan pada paras tertinggi berbanding pada m.s.a ke 12.

Dua transkrip paras tertinggi yang mengkodkan protein bak-metalotionin jenis ke-2
dilabelkan sebagaMET2a dan MET2b telah dipilih untuk kajian lanjut disebabkan
ketinggian paras (16.05%) di dalam perpustakaan SSH dan penglibatannya di dalam
proses biologi ketika pengembangan dan pematangan Bahhgian kedua kajian ini
melibatkan pemencilan klon-klon cDNA lengkaMET2a dan MET2b daripada
mesokarp buah kelapa sawit yang masak pada 17 m.s.a dan menguji corak
pengekspresan yang dibandingkan dengan jenis(k&F3-A dan MT3-B) seperti yang
dilaporkan terdahulu di dalam pelbagai organ-organ kelapa sawit termasuk tisu vegetatif
dan reproduktif yang berbeza. Jujukan-jujukan cDNET2aandMET2byang lengkap

besaiz 571 dan 553 bp yang dilabelkan sebdggT2a dan EQMT2b mengikut

Vi



turutan Kedua-dua jujukan tersebut mempunyai homologi (B#%)7dengan beberapa

MT jenis ke-2 dalam tumbuh-tumbuhan. Keempat-empat gen tersebut telah
diekspreskan secara berbeza pada tisu mesokarp buah kelapa sawit yang masak tetapi
ianya tidak dapat dikesan pada tisu-tisu vegetative yang telah diuji. Kesemua gen MT
yang telah diuji menunjukkan peningkatan ketara dalam regulasi semasa peringkat
matang perkembangan mesokarpa buah kelapa sawit kdegidli2b yang hanya
diekspreskan pada 17 m.s.a pada paras yang rendah. Protein bak-MT jenis ke-2
mempunyai hubungkait yang tinggi dengan proses kemasakan buah pada tempoh akhir
berbanding dengan protein bak-MT jenis ke-3. Ini adalah konsisten dengan fungsi yang
telah dilaporkan dalam homeostasis atau detoksifikasi. Hasil kajian ini boleh
menyumbang kepada pemahaman yang lebih meluas tentang mekanisma molekular yang

terlibat dalam kemasakan buah kelapa sawit.
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