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Floral fragrance has important economical value in ornamental plants, crops and
industries related to essential oils. However, the understanding of the molecular
mechanisms underlying the biosynthesis of floral fragrance in monocotyledonous plants;
in particular orchids, is still in its infancy. This study aimed to isolate and characterize
fragrance-related genes from Vanda Mimi Palmer in order to enhance understanding of
the molecular biology of fragrance in vandaceous orchid. Vanda Mimi Palmer is a
tropical scented orchid with high economical value. In the effort to identify potential
fragrance-related genes in Vanda Mimi Palmer, a floral cDNA library and a subtracted
cDNA library were constructed. A total of 100 clones were selected from the cDNA
library and their nucleotide sequences were determined, of which 83 clones showed
homology to known amino acid sequences, comprising 6 contigs and 62 singletons,
which were further assigned into 9 categories based on their functional roles. Two ESTs
were identified as potential fragrance-related transcripts and they were 1-deoxy-D-

xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) and lipoxygenase. From the Suppression
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Subtractive Hybridization (SSH) library, 107 clones were up-regulated in the full bloom
flowers of Vanda Mimi Palmer where 33 clones (3 singletons and 30 contigs) showed
similarities to known sequences in the public database and were classified based on their
putative functional roles as secondary metabolism (97%) and hypothetical proteins
(3%), and 32 of the clones were transcripts encoding fragrance-related transcripts. The
fragrance-related transcripts code for sesquiterpene synthase, tyrosine decarboxylase
and putative alcohol acyltransferase. However, only three ESTs were selected for full-
length gene isolation and characterization and they are putative alcohol acyltransferase
(VMPAAT), sesquiterpene synthase (VMPSTS) and DXR (VMPDXR). Southern
analyses showed that each of the isolated transcripts belongs to a large gene family,
containing more than one copy in the Vanda Mimi Palmer genome. Real time RT-PCR
indicated that VMPAAT and VMPSTS transcripts were expressed preferentially in
floral tissues whereas VMPDXR was expressed differentially in different types of
tissues (root, leaf, petal, sepal and column). All three clones showed higher transcript
expressions in blooming and full bloom flowers compared to flower bud. VMPAAT and
VMPDXR transcripts expressions showed no fluctuations whereas VMPSTS showed
otherwise. In conclusion, the findings in this study have contributed to the GeneBank
database resources for orchids and have opened some insights on molecular biology of

fragrance in vandaceous orchids.
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Abstrak tesis yang dikemukakan kepada Senat Universiti Putra Malaysia sebagai
memenuhi keperluan untuk ijazah Master Sains

PEMENCILAN, PENGKLONAN DAN PENCIRIAN TRANSKRIP-TRANSKRIP
LENGKAP BERKAITAN BAU WANGI YANG DIPILIH DARIPADA ORKID
(VANDA MIMI PALMER)

Oleh
CHAN WAI SUN

Ogos 2009

Pengerusi:  Janna Ong Abdullah, PhD

Fakulti: Bioteknologi dan Sains Biomolekul

Bunga wangi mempunyai nilai ekonomi yang penting dalam tumbuh-tumbuhan hiasan,
pertanian dan perindustrian berkaitan minyak wangi. Akan tetapi, kefahaman tentang
mekanisme di peringkat molekular penghasilan bau wangi baru berkembang dalam
tumbuhan monokot terutamanya orkid. Penyelidikan ini bertujuan untuk memencilkan
dan mencirikan gen yang terlibat dalam penghasilan bau wangi untuk menambahkan
kefahaman biologi molekul berkenaan bau wangi dalam orkid vandaceous. Vanda Mimi
Palmer ialah sejenis orkid tropika yang berbau wangi, dikenalpasti mempunyai potensi
untuk menjadi tumbuhan hiasan penting yang mempunyai nilai ekonomi yang tinggi.
Untuk mengenalpasti gen yang terlibat dalam penghasilan bau wangi daripada Vanda
Mimi Palmer, suatu perpustakaan cDNA (cDNA library) untuk bunga dan satu
perpustakaan yang telah disaring (subtracted cDNA library) telah dihasilkan. Sebanyak
100 klon telah dipilih daripada bunga perpustakaan cDNA dan jujukan nukleotide

ditetapkan, di mana 83 klon menunjukkan padanan yang sahih dengan jujukan-jujukan
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asid amino yang diketahui. Mereka terdiri daripada 6 ‘contigs’ dan 62 ‘singletons’ di
mana selanjutnya dibahagikan kepada 9 kategori berdasarkan fungsi masing-masing.
Dua ESTs dikenalpasti sebagai transkrip yang terlibat dalam penghasilan bau wangi dan
mereka ialah 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) dan
lipoxygenase. Daripada perpustakaan ‘Suppression Subtractive Hybridization’ (SSH),
sebanyak 107 klon yang ‘up-regulated’ dalam bunga yang telah berkembang penuh di
mana 33 klon (3 ‘singletons’ dan 30 ‘contig’) menunjukkan padanan yang sahih dengan
jujukan yang diketahui dalam pengkalan data umum dan dikelaskan mengikut fungsi di
mana metabolisme sekunder (97%) dan protein hipotetik (3%), dan 32 klon ialah
transkrip yang terlibat penghasilan bau wangi. Transkrip-transkrip ini ialah 3 ‘ESTs’
yang mengekodkan sesquiterpene synthase, putatif acyltransferase dan tyrosine
decarboxylase. Akan tetapi, hanya tiga ‘ESTs’ dipilih daripada dua perpustakaan cDNA
ini untuk pemencilan gen lengkap dan pencirian dan mereka ialah putatif acyltransferase
(VMPAAT), sesquiterpene synthase (VMPSTS) dan DXR (VMPDXR). Analisa
penghibridan ‘Southern’ menunjukkan setiap transkrip yang terpilih mungkin berasal
dari famili gen besar dan mengandungi lebih daripada satu salinan dalam Vanda Mimi
Palmer genom. ‘Real time reverse transcriptase-polymerase chain reaction’
menunjukkan transkript-transkript VMPAAT dan VMPSTS diekspres secara
predominan di dalam tisu bunga manakala pengekspresan VMPDXR adalah berlainan di
dalam tisu yang berbeza (akar, daun, petal, sepal, kolum, bibir). Ketiga-tiga klon
menunjukkan ekspresi yang lebih tinggi di dalam bunga yang sedang berkembang dan
telah berkembang penuh berbanding dengan bunga kudup. Ekspresi bagi transkrip-

transkrip VMPAAT dan VMPDXR menunjukkan pergerakan tidak menentu sementara



VMPSTS menunjukkan corak yang sebaliknya. Secara kesimpulan, data yang diperolehi
dalam penyelidikan ini telah memberi sumbangan kepada pangkalan data ‘GeneBank’
terutamanya orkid dan menambahkan kefahaman di peringkat biologi molekul

berkenaan bau wangi secara lebih terperinci di dalam orkid vandaceous.
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