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CHAPTER VI 

DISCUSSION

P la u n o t o l  is a n  a c y c l ic  d i t e r p e n e  a l c o h o l  d e r iv e d  f r o m  fo u r  is o p r e n e  u n it s  t h a t  a re  

b io s y n th e s is e d  e x c lu s iv e ly  v ia  t h e  2 C - m e t h y l- D - e r y t h r it o l  4 - p h o s p h a t e  (M E P ) p a th w a y  

(W u n g s in ta w e e k u l e t  a l., 2007 ). O f  t h e  is o p r e n e s ,  o n e  m o le c u le  o f  d im e t h y la l l y l  

d ip h o s p h a t e  (D M A P P )  is a t t a c h e d  t o  t h e  o t h e r  t h r e e  m o le c u le s  o f  is o p e n t e n y l  

d ip h o s p h a t e  (IPP) b y  a h e a d - t o - t a i l  c o n d e n s a t io n ,  w h ic h  is c a t a ly s e d  b y  t h e  e n z y m e  

g e ra n y lg e r a n y l d ip h o s p h a t e  s y n th a s e  (G G P P S ) , y ie ld in g  g e ra n y lg e r a n y l d ip h o s p h a t e  

(G G PP ) (N u a lk a e w  e t  a l., 2 006 ) . G G P P  is s u b s e q u e n t ly  c o n v e r t e d  t o  g e ra n y lg e r a n io l 

(G G O H ) b y  a t w o - s t e p  m o n o d e p h o s p h o r y la t io n  [5] c a t a ly s e d  b y  a m e m b r a n e - b o u n d  

G G P P  p h o s p h a ta s e  (N u a lk a e w  e t  a l ,  2 0 0 6 ; N u a lk a e w  e t  a l ,  2 013 ) . เท t h e  f in a l  s te p , 

G G O H  is p r e s u m a b ly  h y d r o x y la t e d  s p e c i f ic a l ly  a t  t h e  C -1 8  p o s it io n  t o  f o rm  1 8 -G G O H  

o r  p la u n o t o l ,  t h e  o i l - l ik e  s u b s t a n c e  t h a t  a c c u m u la t e s  in  t h e  c h lo r o p la s t  

( S it th ith a w o rn ,  2006 ).

O f  t h e s e  s te p s ,  t h e  e n z y m e  t h a t  c a t a ly z e s  t h e  la s t  r e a c t io n  o f  G G O H -1 8 -  

h y d r o x y la t io n  h a s  n o t  b e e n  id e n t i f ie d  in  c . steUatopilosus. O u r  o r e v io u s  s tu d ie s  

in d ic a te d  t h a t  a lt h o u g h  t h e  e n z y m e  a c t iv i t y  o f  G G O H -1 8 -h y d r o x y la s e  w a s  e a s ily  

d e t e c t e d  in  t h e  m ic r o s o m a l f r a c t io n  in  t h e  p r e s e n c e  o f  N A D P H  (T a n s a k u l a n d  D e - 

E k n a m k u l,  1998 ) p u r i f ic a t io n  o f  t h e  e n z y m e  t o  o b t a in  e it h e r  a m e m b r a n e - b o u n d  o r  

s o lu b i l iz e d  fo rm  fo r  c h a r a c te r iz a t io n  h a s  n o t  y e t  b e e n  a c h ie v e d .  H o w e v e r ,  p a r t ia l 

c h a r a c te r iz a t io n  o f  t h e  m ic r o s o m a l  f r a c t io n  su g g e s ts  t h a t  t h e  h y d r o x y la s e  e n z y m e  is 

a p la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  (C h a n a m a  e t  a l ,  2 009 ) .

T o  e lu c id a t e  t h e  e n t ir e  b io s y n t h e t ic  p a t h w a y  o f  p la u n o t o l ,  t h e  C s C P R  a n d  C s G G 1 8 H  

g e n e s  p o t e n t ia l ly  in v o lv e d  in  t h e  la s t  G G O H - 1 8 - h y d r o x y la t io n  s t e p  w e r e  id e n t i f ie d .  เท 

th is  th e s is , t h e  r e s u lt s  o f  t h e  c lo n in g ,  e x p r e s s io n  a n d  c h a r a c te r is a t io n  o f  b o t h  g e n e s  

f r o m  c . steUatopilosus O h b a  a re  d e s c r ib e d .  เท a d d it io n ,  t h e  le v e ls  o f  t h e  C s C P R  a n d  

C s G G 1 8 H  t r a n s c r ip t s  in  t h e  s h o o t s ,  s ta lk s  a n d  y o u n g  le a v e s  o f  c . steUatopilosus  in 

c o r r e la t io n  w it h  o t h e r  ทาR N A s  in v o lv e d  in  t h e  p la u n o t o l  b io s y n t h e t ic  p a t h w a y  a re  

r e p o r te d .
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6.1  T e c h n iq u e s  u s e d  t o  i s o la t e  t h e  c a n d id a t e  P 4 5 0  a n d  C P R  g e n e

P la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0 s  (C Y Ps) fo rm  a la rg e  s u p e r f a m i ly  o f  h e m e - c o n t a in in g  

m o n o o x y g e n a s e s  t h a t  c a t a ly z e  t h e  m a jo r it y  o f  o x id a t iv e  r e a c t io n s ,  in c lu d in g  

h y d r o x y la t io n ,  e p o x id a t io n ,  d e a lk y la t io n ,  d e h y d r a t io n  a n d  c a r b o n - c a r b o n  b o n d  

c le a v a g e  ( S c h u le r  a n d  W e rc k -R e ic h h a r t ,  2003 ). P 4 5 0 s  a re  lo c a t e d  in  t h e  e n d o p la s m ic  

r e t ic u lu m  (ER) a n d  t h e ir  c a t a ly t ic  a c t iv it ie s  r e ly  s t r ic t ly  u p o n  t h e  s u p p ly  o f  e le c t r o n s  

f r o m  N A D P H - c y t o c h r o m e  P 4 5 0  re d u c ta s e s  (C PR s) (R an a  e t  a l., 2013 ). C P R s  [EC  1 .6 .2 .4], 

a re  a ls o  m e m b r a n e  b o u n d  p r o te in s  lo c a l iz e d  t o  t h e  ER  a n d  c o n ta in  a n  N - t e rm in a l  

p o s it io n e d  F M N  b in d in g  d o m a in  l in k e d  t o  t h e  N AD PEI b in d in g  d o m a in  v ia  t h e  FA D  

d o m a in  [13], T h e r e fo re ,  d u r in g  th e  r e a c t io n s  c a t a ly z e d  b y  t h e  c o o r d in a t io n  o f  C Y P s  

a n d  C P R s , t h e  C Y P s  p r o v id e  a w id e  v a r ie t y  o f  d if f e r e n t  re g io -  a n d  s t e r e o s p e c if ic  

r e a c t io n s ,  a n d  t h e  C P R s  c a ta ly z e  t h e  t ra n s fe r  o f  e le c t r o n s  f r o m  N A D P H  v ia  F A D  a n d  

F M N  t o  t h e  p r o s t h e t ic  h e m e  g ro u p  o f  t h e  C Y P  p r o te in s  t o  c o m p le t e  t h e  r e a c t io n .  

T h ro u g h  t h e s e  C Y P - c a t a ly z e d  re a c t io n s , t h e  d iv e r s e  o x y g e n a t io n  p a t te r n s  o f  n a t u r a l 

p r o d u c t s  g e n e r a te d  b y  s e c o n d a r y  m e ta b o l ic  p a th w a y s  in  p la n t s  a n d  m ic ro o rg a n is m s  

a re  a c h ie v e d  ( P o u lo s ,  2005).

T h e  P C R -b a s e d  m e th o d  w a s  s u c c e s s fu l t o  is o la t e d  p la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0 , C s G lO H  

a n d  C sG G 18F I, a n d  o n e  o f  p la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  r e d u c ta s e ,  C s C P R  b y  u s in g  t h r e e  

s t ra te g ie s  o f  t h e  p r im e r  d e s ig n a t io n . T h e  p r im e r  s t ra te g y  w a s  d e p e n d e d  o n  g e n e  

w h ic h  in v o lv e d  in  t h e  la s t  s t e p  o f  t h e  P la u n o t o l  b io s y n t h e t ic  p a th w a y ,  t h e  G G O F I-1 8 - 

h y d ro x y la s e .  G G O F I -1 8 -h y d ro x y la s e  g e n e  h a d  b e e n  in h ib i t e d  t h e  P la u n o t o l  p r o d u c t  in  

P 4 5 0  in h ib it io n  r e a c t io n  s o  p la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  is t h e  ta rg e t  g e n e  t o  a c h iv e d  fo r  

p r im e r  d e s ig n a t io n .  T h e  p r im e rs  w e re  f is h e d  f r o m  t h e  p la n t  P 4 5 0  in  e a c h  o f  t h e  7 

c la n s  (N e ls o n  e t  a l., 1996; N e ls o n  e t  a l., 2 0 0 4 )  in c lu d in g  c la n 5 1 ,  c la n  71 , c la n 7 4 ,  

c la n 8 5 ,  c la n 8 6  a n d  c la n 9 7 .  T h e  s t ra te g y  I w a s  d e g e n e r a t e d  p r im e r ,  t h e  a im  o f  th is  

s t ra te g y  is t o  a m p l i f y  t h e  c y to c h r o m e  P 4 5 0  in  e a c h  c la n ,  t h e  p r im e r  w a s  d e s ig n e d  

c o v e r  fo r  P 4 5 0  m o t i f  a s p o s s ib le .  F o r  th is  s t ra te g y , g e n e  ( c o re  f r a g m e n t)  f r o m  c la n 7 1 ,  

c la n 8 6  a n d  c la n 9 7  c o u ld  b e  a m p li f ie d  a n d  a l l  t h r e e  w e re  c la s s i f ie d  in  h y d r o x y la t io n  

r e a c t io n .  T h re e  c o r e  f r a g m e n ts  fu r th e r  u s e d  as t e m p la t e  fo r  s t ra te g y  II p r im e r  

d e s ig n a t io n  fo r  e a c h  o f  ร , R A C E  a n d  3 '-R A C E  f ra g m e n t .  T h e  ร , -R A C E  a n d  S ^ R A C E  

f r a g m e n t  f r o m  c la n 7 1  a n d  c la n 9 7  c o u ld  b e  a m p l i f ie d  a n d  a s s e m b ly  t o  t h e  c o r e  

f r a g m e n t  in  s t ra te g y  I. T h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  o f  e a c h  g e n e  w a s  u s e d  as a t e m p la t e  

t o  s t ra te g y  III fo r  f u l l - le n g th  o f  th e  g e n e . F o r  C P R  g e n e , a l l  o f  t h e  t h r e e  p r im e r  

s t ra te g ie s  w e r e  t h e  s a m e  as fo r  p la n t  P 4 50 . F lo w e v e r ,  o n e  is o m e r  o f  C P R  w a s  is o la t e d  

f r o m  c  stellatopilosus.
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6 .2  S e q u e n c e  v a r ia t io n  a n d  f u n c t io n  o f  g e n e s

T h o u g h  m o le c u la r  b io lo g ic a l  t e c h n iq u e s ,  tw o  g e n e s  o f  p la n t  c y t o c h r o m e  P4 50 , 

CsGG18H, a n d  o n e  g e n e  o f  p la n t  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  r e d u c a s e ,  CsCPR, is o la t e d  f r o m  

t h e  le a f  p a r t  w e r e  s u c c e s s f u l ly  c lo n e d  a n d  t r a n s fo rm e d  in to  E. coli B L 2 K D E 3 )  s tra in . 

T h e  s e q u e n c e  e n c o d e  fo r  t h e  t h r e e  g e n e s  w e re  a n a ly z e d  a n d  fo u n d  m o t if  

c h a r a c te r is t ic  o f  t h e  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  a n d  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  re d u c ta s e :

F o r  c y t o c h r o m e  P 4 5 0 , C sG G 1 8 H  w e re  h a d  th re e  s p e c if ic  m o t if s  in c lu d in g  h e m e  

b in d in g ,  o x y g e n  b in d in g  a n d  E R R -tr ia d  m o t if .  F o r  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  r e d u c ta s e  m o t ifs  

c h a r a c te r iz a t io n ,  t h e  a m in o  a c id  o f  C s C P R  w a s  r e p r e s e n t e d  a l l  t h e  m o t if s  o f  C P R  

in c lu d in g  t w o  s ite s  o f  F M N , FA D , a n d  NADPFI b in d in g  a n d  o n e  s ite  o f  t h e  P 4 5 0  

b in d in g .

Its m e a n s  t h a t  g e n e s  w e r e  c la s s i f y  in t h e  P 4 5 0  g ro u p  a n d  C P R  g ro u p  a c c o rd in g  t o  t h e  

m o t if s  c h a r a c te r iz a t io n .  B e c a u s e  o f  t h e  c la s s if ic a t io n  o f  t h e s e  e n z y m e s  as t h e  

m ic r o s o m e  t y p e  as m e m b r a n e  b o u n d  p ro te in .  T o  k n o w  t h e  b a s ic  o f  o u r  e n z y m e s ,  

a m in o  a c id  s e q u e n c e  e n c o d e  fo r  e a c h  g e n e  w a s  s u b m it t e d  in to  t h e  T a rg e tP  1.1 to  

p r e d ic t  t h e  lo c a t io n  o f  t h e  e n z y m e .  N o  e n z y m e  w a s  r e p o r te d  as c h lo r o p la s t  o r  

m i t o c h o n d r ia l  lo c a t io n  a n d  a l l  t w o  e n z y m e s  s h o w n  o n e  p o s it io n  o f  t h e  t r a n s ­

m e m b r a n e  p e p t id e .  T h e  r e s u lt s  h e lp  t o  u n d e r s t a n d  t h e  n a t iv e  o f  t h e  e n z y m e  w h ic h  

h a d  n e c e s s a r y  fo r  t h e  s t e p  o f  t h e  e n z y m e  p r e p a ra t io n  a n d  p u r if ic a t io n .

6 .3  R e c o m b in a n t  p r o t e in  e x p r e s s io n

T h e  r e c o m b in a n t  e n z y m e s  c o u ld  b e  e x p re s s e d  in  t h e  p E T 3 2 a  s y s te m . T h e  p E T  

s y s te m  is a n  e x p r e s s io n  v e c t o r  w h ic h  h a s  s p e c if ic  h igh  a f f in it y  w ith  T 7  p r o m o t o r  fo r  

o v e r  e x p r e s s io n  c o m p a r in g  t o  t h e  u s u a l ly  p C W O r i, u s e d  fo r  P 4 5 0  o v e re x p r e s s io n  

(C h a n g  e t  a l., 2 007 ; H u l l  a n d  C e le n z a ,  2000). T h e  p C W O r i, d e v e lo p e d  b y  FW  

D a h lq u is t  w h ic h  is t h e  p r o te in  in d u c e d  u n d e r  t h e  Toe p r o m o t o r  a n d  w id e ly  

c o m p a t ib le  w ith  t h e  p r o te in  s tra in . T h e  h e t e r o lo g o u s  g e n e s  w e r e  s u c c e s s f u l ly  

e x p r e s s e d  in  y e a s t  (C h a u  a n d  C r o te a u ,  2004 ; C h a u  e t  a l ,  2 004 ; T a m a k i e t  a l ,  2005 ; 

T e o h  e t  a l ,  2 0 06 ; Z h u  e t  a l ,  2 006 ), h o w e v e r  s o m e  o f  t h e  P 4 5 0  f a m i l ie s  h a v e  b e e n  

d o n e  in  E. coil s u c h  as CYP74C in  R ice , C Y P 7 9 B 1  in  Pichea sitchensis (K u ro d a  e t  a l ,  

2 005 ; N a u r  e t  a l ,  2 0 03 ) a n d  t h e  g e n e s  CsGlOH, CsGG18H, a n d  CsCPR o f  c. 

steliotopiiosus  O h b a  u s e d  in  th is  s tu d y . เท c a s e  o f  t ry in g  t o  s o lu b i l iz e  t h e  e n z y m e  

u s in g  t h e  ly s is  b u ffe r , o n ly  t h e  ly s is  b u f fe r  c o n ta in in g  t h e  T r is -H C i p H 7 .6  c a n
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s o lu b i l iz e d  a b it  o f  t h e  e n z y m e  d e t e c t e d  b y  S D S -P A G E . F o r  c h a r a c te r is t ic  o f  p la n t  

P 4 5 0  a n d  C P R , a s  a s o lu b le  e n z y m e  t h e  s o lu b i l iz e d  b u f fe r  w o u ld  b e  in  t h e  s t e p  o f  

t h e  e n z y m e  p re p a r in g .

6 .4  C y t o c h r o m e  P 4 5 0  a n d  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  R e d u c t a s e  c h a r a c t e r i z a t io n

B o th  C s G lO H  a n d  C s G G 1 8 H  a c t iv it ie s  w e r e  t e s t e d  fo r  t h e  ra te  l im it in g  s te p ,  t h e  

s p e c t r u m  c h r o m a to g r a m  c o u ld  b e  s h if t e d  f r o m  t h e  w a v e le n g th  o f  4 1 3  t o  4 2 0  n m , 

c o n f irm in g  t h a t  it h a s  P 4 5 0  c h a r a c te r iz a t io n .  B o th  p a t te rn s  o f  t h e  s p e c t r u m  

c h r o m a to g r a m s  w e r e  r e la t iv e ly  t h e  s a m e . T h e  r a te  l im it in g  s t e p  d e s c r ib e d  t h e  

c a t a ly t ic  m e c h a n is m  o f  P 4 5 0  t h a t  h e m e - p o s t h e t ic  g ro u p  in  t h e  p r o te in  c a n  a lt e r n a t e  

b e tw e e n  t h e  fe r r o u s  a n d  o x id e  (F e rr ic , F e 3+) s ta te s  d u r in g  t h e  e le c t r o n  t r a n s p o r t  o f  

t h e  r e d u c e  (F e r ro u s , F e 2+) fo rm  w ith  c a r b o n  m o n o x id e  b in d in g  t h a t  g iv e  an  

a b s o r b a n c e  a t 4 5 0  n m . T h e  4 5 0  n m  a b s o r b a n c e  p e c k  c o u ld  n o t  d e t e c t  f r o m  b o th  

p la n t  P 4 5 0  is o la t e d  f r o m  t h e  c. stellatopilosus  a f te r  C O  b o u b l in g .  T h e  p o s s ib le  

r e a s o n  is P 4 5 0  in  th is  s t u d y  w a s  a lo n e  d id  n o t  h a d  a c o u p le  e n z y m e  a s  C P R  t o  d o n o r  

t h e  e le c t r o n  as re a l. T h e  in vitro w a s  s e t  b y  a d d in g  t h e  s t ro n g  r e d u c in g  a g e n t  as 

d i t h io n i t e  in  o r d e r  t o  c h a n g e  t h e  s ta te  o f  t h e  fe r r o u s  w h ic h  s h o w  t h e  c h a r a c te r iz a t io n  

o f  t h e  P 4 5 0  b e fo r e  in c o r p o r a t e d  w ith  t h e  C O .

F o r  C s C P R , t h e  e n z y m e  w a s  t e s t e d  fo r  t h e  e le c t r o n  d o n o r  b e tw e e n  N A D P  a n d  N A D PF l 

t o  c y t o c h r o m e  c , t h e  r e a c t io n  s t r o n g ly  t r a n s fe r  e le c t r o n  in  N A D P F l b y  in c r e a s e  t h e  

5 5 0  n m  a b s o r b a n c e  p e c k .  C P R  is b e lo n g in g  t o  t h e  f e r r o d o x in  s u p e r f a m i ly  w h ic h  c o u ld  

b o n d  t o  t h e  c y t o c h r o m e  c, c y t o c h r o m e  b 5  a n d  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  s o  in  th is  

e x p e r im e n t ,  C P R  is o la t e d  f r o m  c. stellatopilosus  c o u ld  b e  d o n o r  t h e  e le c t r o n  u s in g  

t h e  N A D P F l t o  t h e  c y t o c h r o m e  c  r e p r e s e n t e d  t h e  C P R  c h a r a c te r iz a t io n .

6 .5  E n z y m a t ic  r e a c t io n

T h e  ทาic r o s o m e  f r a c t io n s  o f  C sG G 18P I w e r e  fu r th e r  t e s t e d  fo r  t h e ir  f u n c t io n a l  a c t iv it ie s  

u s in g  th in  la y e r  c h r o m a to g ra p h y .  T h e  p r o d u c t s  c o u ld  o n ly  p r o d u c e  w h e n  t h e  

r e a c t io n  is a d d e d  w ith  t h e  a s s o c ia t e d  e n z y m e  C s C P R  a n d  N A D PF l a s c o - e n z y m e .  T h is  

m e a n s  t h a t  t h e  P 4 5 0  n e e d s  t h e  a s s o c ia t e d  e n z y m e  C P R  to  c a t a ly z e  b y  d o n o r  t h e  

e le c t r o n  f r o m  N A D P F l t o  p r o d u c e  t h e  p r o d u c t s .  F lo w e v e r  t h e  c o - e x p r e s s io n  o f  t h e  

P 4 5 0  a n d  C P R  w i l l  b e  n e e d  t o  c o n f irm  o n  t h e  s a m e  p la s m id .
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T h o ro u g h  s e q u e n c e  c o m p a r is o n  c o n f irm e d  t h a t  CsGG18H a n d  CsCPR c a n  b e  

c la s s i f ie d  in to  t h e  C Y P 9 7 C  s u b fa m ily ,  a n d  C P R  c la s s  I, r e s p e c t iv e ly ,  a c c o rd in g  t o  t h e  

p r e v io u s  re p o r ts .  W ith in  C Y P 9 7  fa m ily ,  t h e  e n z y m e  f u n c t io n  is s t i l l  n o t  c le a r  b u t  h a s  

b e e n  p r o p o s e d  t o  b e  in v o lv e d  in  t h e  c a r o t e n o id  p a th w a y ,  t e n t a t iv e ly  is c la s s i f ie d  in 

t h e  C Y P 9 7 C  w h ic h  is e p s i lo n - r in g  c a r o t e n o id  c a t a ly t ic  g ro u p . T h e  c lo s e ly  r e la t e d  

C Y P 9 7 C  in  V. vininfero h a s  n o t  y e t  r e p o r te d  t h e  e x a c t  c a t a ly t ic  re a c t io n .

F o r  C P R , C s C P R  is c la s s i f ie d  in  c la s s  I w ith  t h e  o th e r  d ic o t y le d o n  p la n t  g ro u p  a n d  o n ly  

o n e  is o fo rm  f r o m  c. stellatopilosus  O h b a  c o u ld  b e  is o la t e d .

P la n t  C R P s  a re  g r o u p e d  as e it h e r  A - t y p e  o r  n o n -A - t y p e  b a s e d  o n  b o t h  t h e  a v a i la b le  

s e q u e n c e s  in  11 p h y lo g e n e t ic a l ly  d is t in c t  c la n s  (B a k  e t  a l., 2 0 1 1 )  a n d  t h e  

p h y lo g e n e t ic  t r e e s  (D u rs t  a n d  N e ls o n ,  1995). T h e  A - t y p e  P 4 5 0 s  c o n s t i t u t e  a 

ทาo n o p h y le t ic  c la d e  a re  c u r r e n t ly  t h e  C Y P 7 1  c la n s  w h e r e a s  t h e  m o r e  d iv e r s e  n o n -A -  

t y p e  P 4 5 0 s  a re  t h e  re m a in in g  10 c la n s  (B ak  e t  a l., 2 011 ). It w a s  o r ig in a l ly  p o s t u la t e d  

t h a t  t h e  A - t y p e  P 4 5 0 s  w e re  in v o lv e d  in  s e c o n d a r y  m e ta b o l is m ,  a n d  t h e  n o n -A - t y p e  

P 4 5 0 s  w e re  in v o lv e d  in  p r im a ry  m e ta b o l is m  (C h a p p ie ,  1998; W e r c k -R e ic h h a r t  e t  a l.,

2002 ). H o w e v e r ,  th is  v ie w  is o v e r  s im p li f ie d  b e c a u s e  t h e r e  a re  s e v e r a l n o n - A - t y p e  

C Y P s  t h a t  h a v e  b e e n  c a te g o r iz e d  in  t h e  s e c o n d a r y  p la n t  m e t a b o l is m  g ro u p  (W e rc k -  

R e ic h h a r t  e t  a l ,  2002 ). B io c h e m ic a l ly ,  p la n t  P 4 5 0 s  a re  in v o lv e d  in  ล w id e  ra n g e  o f  

s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  b io s y n t h e t ic  r e a c t io n s , w h ic h  a re  g r o u p e d  in to  t h r e e  m a jo r  

c la s s e s ,  t e r p e n o id s ,  p h e n y lp r o p a n o id s  a n d  n it r o g e n - c o n ta in in g  c o m p o u n d s ,  in c lu d in g  

a lk a lo id s ,  c y a n o g e n ic  g lu c o s id e s  a n d  g lu c o s in o la t e s  (H a m b e rg e r  a n d  Bak , 2013 ).

6 .6  T r a n s c r ip t s  o f  g e n e s

T h e  in v o lv e m e n t  o f  CsGG18H a n d  CsCPR in  t h e  b io s y n th e s is  o f  p la u n o t o l  is a ls o  

s u p p o r t e d  b y  t h e  r e s u lt s  o f  t h e  r e a l- t im e  e x p re s s io n  o f  t h e  tw o  g e n e s  in  t h e  s h o o t s ,  

le a v e s  a n d  s ta lk s . T h e  e x p r e s s io n  o f  CsGG18H c le a r ly  s h o w e d  t h e ir  c o r r e la t io n s  w ith  

t h e  a c c u m u la t e d  c o n t e n t  o f  p la u n o t o l  in t h e s e  p la n t  p a rts , a l t h o u g h  it a p p e a r e d  

t h a t  GGPP5 h a d  l im it e d  e x p r e s s io n  in t h e  s h o o t s ,  a n d  DX5 a n d  DXP h a d  l im it e d  

e x p r e s s io n  in  t h e  tw ig  as w e l l .  H o w e v e r ,  t h e  o b s e r v e d  in - p a r a l le l  l e v e ls  o f  CsGG18H 

a n d  CsCPR e x p r e s s io n  in  t h e  s h o o t  a n d  tw ig  a ls o  s u g g e s te d  t h a t  b o t h  g e n e s  a re  n o t  

c lo s e ly  a s s o c ia te d .  It is l ik e ly  t h a t  t h a t  CsGG18H s p e c i f ic a l ly  f u n c t io n s  in  p la u n o t o l  

b io s y n th e s is ,  w h e r e a s  C s C P R  h a s  a m o re  c o m m o n  f u n c t io n  w ith  o t h e r  C Y P s  in  t h e  

s a m e  p la n t .
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