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ABSTRACT

The selectable marker system based on the Escherichia coli phosphomannose 

isomerase (pmi) gene was adapted for genetic transformation of oil palm. This system 

makes use of the pmi gene that encodes phosphomannose isomerase, which converts 

mannose-6-phosphate to fructose-6-phosphate and uses mannose as the selection agent.

This is to anticipate the future requirement of using non-antibiotic resistance genes for 

the commercialization of transgenic oil palm. The use of antibiotic or herbicide-based

selection systems has caused much public concern due to inadequate knowledge of the 

agents’ impact on the environment and on human health. In this study, four 

transformation vectors, namely pMI3, pMI11, pMI3G and pMI11G were constructed 

for transforming oil palm. The pmi gene is driven by CaMV35S promoter in pMI3 and 

pMI3G, and Ubi1 promoter in pMI11 and pMI11G. gusA gene was also included in the 

pMI3G and pMI11G constructs. The gene constructs were transferred into oil palm 

embryogenic calli via biolistic-mediated transformation. Bombarded calli were selected 

on medium supplemented with mannose as a carbon source. Results from kill curve 

experiment indicated that oil palm embryogenic callus have little or no PMI activity and 

cannot utilize mannose as a carbon source. However, when calli were transformed with 

a pmi gene, the PMI activity was greatly increased and they could utilize mannose

efficiently as carbon source. For early identification of transgenic events, histochemical 

staining with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-glucuronide (X-Gluc) was used.

Transgenic plants were confirmed by PCR and the transgene expression was detected

using RT-PCR analysis. Transient expression results demonstrate that the Ubi1

promoter is more efficient than the CaMV35S promoter in oil palm embryogenic calli.

The insertion verification was confirmed with 98% homology observed to its 

corresponding pmi gene from E. coli (Genbank accession no: M15380) via PCR direct 

sequencing. In conclusion, the results of this study indicated that mannose selection 

system can be used for oil palm transformation. Potentially this will make transgenic oil 

palm acceptable in the future.
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ABSTRAK

Sistem penanda pemilihan berdasarkan gen phosphomanose isomerase (pmi) 

Escherichia coli telah diadaptasi untuk tranformasi genetik sawit. Sistem ini 

menggunakan gen pmi yang mengekodkan phosphomanose isomerase, yang 

menukarkan manos-6-fosfat kepada fruktos-6-fosfat dan menggunakan manos sebagai 

ejen pemilihan. Ini adalah sebagai langkah persediaan bagi mengunakan gen tidak 

rintang antibitiotik dan racun herba di dalam pengkomersialan sawit transgenik. 

Penggunaan antibiotik atau racun herba sebagai agen pemilihan telah banyak 

meningkatkan keresahan awam kerana kurangnya pengetahuan ke atas kesan jangka 

panjang ejen-ejen ini terhadap kesihatan manusia dan alam sekitar. Di dalam kajian ini, 

empat vektor tranformasi, iaitu pMI3, pMI11, pMI3G dan pMI11G telah dihasilkan 

untuk tranformasi sawit. Gen pmi dipacu oleh promoter CaMV35S di dalam pMI3 dan 

pMI3G, dan promoter Ubi1 di dalam pMI11 dan pMI11G. Gen gusA juga turut 

dimasukkan ke dalam konstruk pMI3G dan pMI11G. Konstruk gen yang telah dibina 

dipindahkan ke kalus embriogenik sawit dengan cara tranformasi menggunakan 

biolistik. Kalus yang ditembak telah dipilih di atas media yang mengandungi manos 

sebagai sumber karbon. Keputusan dari ujikaji lengkuk pembunuhan menandakan 

bahawa kalus embriogenik sawit mempunyai sedikit atau tiada langsung aktiviti PMI 

dan tidak boleh menggunakan manos sebagai sumber karbon. Walaubagaimanapun, 

apabila kalus ditransformasi dengan gen pmi, aktiviti PMI dapat digandakan dan dapat 

menggunakan manos sebaik mungkin sebagai sumber karbon. Untuk pengesanan awal 

sebarang acara transgenik, pengasaian histokimia menggunakan 5-bromo-4-kloro-3-

indolyl-ß-D-glucuronide (X-Gluc) telah digunakan. Pokok transgenik disahkan dengan 

analisis PCR dan pengekspressan transgen telah dikesan melalui analisis RT-PCR. 

Manakala pengekspressan transien yang dilakukan ke atas kalus embriogenik sawit 

menunjukkan bahawa transformasi menggunakan promoter Ubi1 adalah lebih efisyen 

jika dibandingkan dengan menggunakan promoter CaMV35S. Pembuktian penyelitan 

telah disahkan dengan 98% homologi kepada gen pmi dari E. coli (Genbank accession 

no: M15380) melalui penjujukan secara langsung PCR. Secara kesuluruhannya, 

keputusan kajian ini menunjukkan bahawa sistem pemilihan manos boleh digunakan

untuk transformasi sawit. Ini adalah untuk memastikan penghasilan sawit transgenik 

yang lebih diterima oleh pengguna di masa akan datang.
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