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D u e t o t h e p r o g r e s s in t h e f i e ld o f l ig n l n s t u d i e s i n r e e e n t y e a r s ,

t h e l i g n i n b ios y n t h e s i s p a t h w
a y h a s b e e n r e v ls e d

.

H
e r e

w
e

d
一s e u s s

so m e g e n e t i e e n g 一n e e r i n g a p p ro
a e

h
e s o n l i g n i n b io s y n t h e s一s

,
a n d e o n e e i v e

s t r a t e g y t o r e g u l
a t e

l i g n i n b i o s y n t h
e s l s i n o r d

e r t o u s e l ig n l n r e s o u r e e
m o r e e

f f i e i e n t ly i n 昭 r l e u l t u r a l a n d i n du s t r l a
l p ro d u e t io n s

,

K e y w o r d s : l i g n i n
,

b i o s y n t h e s i s ,

m o l e c u l a r r e g u l a t i o n , g e n e t i c m a n iP u l a t i o n
.

L i g n i n 15 a m aj o r s t r u e t u r a l e o m p o u n d o f e e ll

w a l l in v a s e u la
r

p l a n t s ( p t e r id o p h y t e s ,

g y m n o s p e r m
s

a n d a n g i o s p e r m s )
,

b e i n g in e o r p o r a t e d i n t o t h e C e l l

w a l l t o g e t h e r w i t h t h e p r o e e s s o f t h i e k e n i n g p la n t s e e -

o n d a r y w a ll
.

D i s t i n e t f r o m o t h e r m a e r o m o l e e u le s s u e h

a s p or t e i n a n d e e ll u lo s e i n w h i e h a l l s u b u n i t s a r e

1i n k e d v ia r e g u l a r bo n d s ,

li g n i n 15 d e r i v e d f r o m d e h y
-

d r o g e n a t iv e p o ly m e r i z a t i o n o f t h r e e m a i n m o n o li g
-

n o l s
, n a m e d a s P

一 e o u m a r y l a l e o h o l
, e o n i f e r y l a l e o h o l

a n d s i n a p y l a l e o h o l
.

T h o s e m o n o li g n o l s a r e a ll h y
-

d r o x y e i n n a m y l a le o h o ls
,

d if f e r in g f r o m e a e h o t h e r o n -

l y in t h e d e g r e e o f h y d r o x y l a t io n a n d m e t h y la t i o n
.

T h e s e t h r e e m o n o l i g n o l s a r e l i n k e d t o g e t h e r t o f o r m

h i g h m o l e e u l a r li g n in v i a v a r io u s k i n d s o f in t e r -

m o n o m e r i e l in k a g e s
.

T h e r e a r e 1 6 k i n d s o f in t e r -

m o n o m e r i e l in k a g e s i n t h e o r y
.

T h i s le a d s t o f o r m i n g

h y d r o x y p h e n y l ( H )
,

g u a ia e y l ( G ) a n d s y r in g y l ( S )
u n i t s i n l i g n i n p o l y m e r s r e s p e e t i v e l y

.

N o w
, o t h e r u n -

e o m nr o n P h e n y lp or P a n o id r a m i f i e a t i o n s ,

f o
r e x a nr p l e

,

e o n i f e r a l d e h y d e ,

5
一

h y d r o x y e o n i f e r a l d e h y d e a n d

e o u m a r a ld e h y d e ,

h a v e a l s o b e e n f o u n d t o b e i n e o r p o -

r a t e d i n t o li g n i n [1 〕
.

P e r o x i d a s e s a n d za e e a s e s a r e p or
-

p o s e d t o e a t a l y z e t h e p o ly m e r i z a t io n o f m o n o li g n o l s

i n t o l ig n i n
.

v o lv e d i n m e e h a n ie a l s u p p o r t o f p la n t s t e m s a n d h y
-

d r o p h o b i e i t y p
r o t e e t i o n o f p l a n t e e l l w a l l

.

I n p la n t e e l l

w a l l
,

li g n in 15 l i n k e d t o e e l lu lo s e ,

h e m i e e ll u l o s e a n d

o t h e r e e l l w a l l p o l y m e r s t o fo r m e x t r a e e l lu l a r m a t r i x
,

t h i s s t r u e t u r e i n e r e a s e s t h e m e e h a n i e a l i n t e n s i t y a n d

s u p p o r t a b l
e a b i li t y o f P l a n t t i s s u e s

.

I t e o n t r i b u t e s

r i g id it y a n d e o rn p r e s s i v e s t r e n g t h t o p l a n t s t e m
,

w h i e h 15 r e l a t e d t o t h e lo d g i n g
一 r e s i s t a n t p h e n o t y p e i n

e r o p p l a n t s s u e h a s w h e a t
, r i e e a n d m a i z e

.

B e e a u s e o f

i t s n a t u r a l p r o p e r t y o f h y d r o P h o b i e i t y
,

l ig n i n im p a r t s

w a t e r im p e r m e a b l e t o p l a n t e e ll s a n d t is s u e s
.

T h is

f u n e t i o n 15 v e r y im p o r t a n t
, n o t o n l y in x y le m a n d

p h lo e nr t o t r a n s p o r t w a t e r a n d m in e r a l e o m p o n e n t s

b u t a ls o f o r t h e s u e e e s s f u l e o l o n i z a t io n o f l a n d b y

p la n t s
.

In f a e t
,

t h e t e r r e s t r ia l v a s e u l a r p la n t s a r e p r o -

p o s e d t o e v o l v e o n t h e e a r t h b y t h e e o n e o m i t a n t e v o -

l u t i o n o f l ig n i n b i o s y n t h e s is
.

I n a d d i t i o n ,

li g n in a e e u -

m u l a t i o n i n t h e e e l l w a ll f o r m s a p h y s i e a l l y s t r u e t u r a l

b a r r ie r t o e f f e e t iv e ly p r o t e e t p la n t f or m p a t h o g e n s a n d

1ig n i n s y n t h e s is w i l l b e i n d u e e d i n r e s p o n s e t o v a r i o u s

k i n d s o f a b i o t i e a n d b i o t i e s t r e s s e s s u e h a s p a t h o g e n

i n f e e t io n a n d w o u n d i n g
.

L ig n i n 15 p r i n e i P a ll y d e p o s i t e d i n t h e s e e o n d a r y

w a ll o f e e r t a i n p l a n t t i s s u e s ,

i n e l u d i n g x y le m
, s e le

-

r e n e h y m a ,

p h l o e m f i b e r s a n d p e r i d e r m
,

w h ie h a r e in
-

S e e o n d t o o n l y e e ll u l o s e ,

l i g n i n 15 t h e m o s t a b u n -

d a n t b io p o l y m e r i n n a t u r e ,

w h i e h a e e o u n t s f o r a b o u t

30 0,0 。 f c a r b o n ( a b o u t 4
.

2 X 1 0“ k g ) f i x e d i n t。 t e r -

r e s t r i a l p l a n t e a e h y e a r [2 ]
.

L i g n i n e o n t e n t v a r i e s a -

m o n g d i f f e r e n t p la n t s
.

In t r e e s ,

l ig n i n e o n t e n t r e p r e -
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32 2 P r o g r e s s I n N a t u r a
l S e i e n e e

V o l
.

1 3 N o
.

5 2 0 0 3

s e n t s 2 7 % 一 3 2 % o f t h e p la n t d
r y w e i g h t

,

w h i l e it

o n l y r e p r e s e n t s a p p r o x im a t e l y 1 4 % 一 2 5% o f d r y

w e i g h t i n h e r b a e e o u s p l a n t s
.

A s a b i o d e g r a d a b le

b i o p o l y m e r i n n a t u r e ,

l ig n i n 15 i n t im a t e ly r e la t e d t o

h u m a n l i f
e

.

L i g n i n q u a n t i t y a n d e o m p o s i t io n b e e o m e

a
lim i t i n g f a e t o r t h a t a f f

e e t s n o t o n l y t h e q u a li t y o f

p a p e r ,

b u t a ls o t h e d i g e s t i b i l it y o f f o r a g e e r o p s
.

In

p u lp in g i n d u s t r y
,

l ig n i n 15 a n u n d e s i r a b l e e o m p o n e n t

t h a t nr u s t b e r e m o v e d i n t h e e h e m i e a
l p r o e e s s ,

w h i e h

15 n o t o n l y e x P e n s iv e b u t a l s o l e a d s t o s e v e r e e n v i r o n -

m e n t a l p o l l u t io n
.

L i g n i n e o n e e n t r a t io n a n d m e t h o x y l

e o n t e n t a r e n e g a t iv e l y e o r r e la t iv e w i t h f o r a g e d i
-

g e s t i b i li t y f o r r u m i n a n t a n im
a
l s

.

B e e a u s e o f im p o r t a n t r o le s o f li g n i n b o t h i n p la n t

g
r o w t h a n d d e v e lo p m e n t a n d i n a g r i e u l t u

r e a n d in d u s -

t r y
,

t h e r e 15 e o n s i d e r a b l e a t t e n t io n t o l ig n i n b i o s y n -

t h e s i s i n r e e e n t d e e a d e s
.

A s t h e a p p l ie a t io n o f m o l e e u -

l a r b io l o g y a n d g e n e t i e m a n i p u l a t io n i n t h e a r e a o f

l i g n i n r e s e a r e h
, u n d e r s t a n d i n g o f l ig n i n b i o s y n t h e s i s

h a s b e e n d e e p e n e d a n d a l t e
r n a t io n o f li g n in q u a n t it y

a n d e o m p o s i t i o n w i l l b e e o m e r e a li t y
.

1 T h e P a th w a y o f l i g n i n b i o s y n th e s i s

L ig n i n b i o s y n t h e s i s 15 a e o m p le x p h y s i o l o g i e a l

a n d b i o e h e m i e a l p a t h w a y i n p l a n t
.

T h i s p a t h w a y 15

in v o lv e d i n d e a m i n a t i o n o f L
一

P h e n y l a l a n in e ,

h y d r o x -

y la t i o n ,

m e t h y la t i o n , r e d u e t i o n a n d p o l y rn e r i z a t i o n o f

m o n o l i g n o l
s

.

M o n o li g n o ls 15 s y n t h e s iz e d i n t h e e y t o
-

P la s m
, a n d t h e n t r a n s P o r t e d t h r o u g h t h e p l a s m a

m e m b r a n e i n t o t h e e e l l w a ll w h e r e P o l y m e r i z a t io n o f

m o n o li g n o ls o e e u r s
.

T h e r e a r e s e v e r a l l i t e
r a t u r e s i n

w h i e h li g n in b io s y n t h e s i s a r e s u m m a r i z e d
.

H e r e 访 e

r e v i s e s o m e m i s u n d e r s t a n d i n g s a n d p r o p o s e a p o s s i b l e

p a t h w a y o f li g n in b i o s y n t h e s i s a e e o r d i n g t o r e e e n t

p r o g r e s s i n t h i s f i e l d
.

A m o n g t h e m
,

t h e im p o r t a n t

p r o g r e s s r e s u lt e d f r o m t h e i s o la t i o n a n d
. e h a r a e t e r i z a -

t i o n o f c o u m a r i C a e i d 3
一

h d or x y l a s e ( C 3H ) g e n e a n d

s i n a p y l a l e o h o l d e h y d r o g e n a s e ( SA I ) ) g e n e , r e d e f i n i
-

t io n o f f e r u la t e s
一

h y d r o x y l a s e ( F SH ) a n d b is p e e i f i e

e a f f e i c a e i d / 5
一

h y d r o x y f e r u li c a e i d ( )
一

m e t h y l t r a n s f e r -

a s e ( C O M T ) b a s e d o n k i n e t i e a n a l y s e s o f t h o s e t w o

e n z y m e s
.

T h o s e e n z y m e s h a v e a n e w P o s i t io n in t h e

s u e e

ess i v e

acer
t io ns o f h y d or x y la t ion an d me

t h y la t io n
.

C Y P 9 8 A 3 p l a y e d a r o l e i n li g n i n b io s y n t h e s i s
.

A n a ly
-

5 15 o f A ar b i d o P s i s m u t a n t t e r m e d er 声 P r o v e d t h a t

C Y P 9 8 A 3 w a s C 3 H
.

L ig n i n e o n e e n t r a t i o n w a s r e -

d u e e d d r a m a t i e a l l y i n 八汀召 nr u t a n t
.

A n d a l s o l ig n i n i n

t h is m u t a n t e o n t a i n e d m a in l y P
一 e o u m a r y l a l e o h o l

,

i n
-

s t e a d o f g u a i a e y l a n d s y r i n g y l m o n o m e r s i n w i l d
-

t y p e [ 4 〕
.

T h o s e d a t a s h o w e d t h a t s h i k im a t e a n d

q u i n a t e o f P
一 e o u m a r o y l w e r e li k e l y t o b e l ig n i n

b i o s y n t h e t i e i n t e r m e d i a t e s
.

F S H 15 a n o t h e r m o n o o x y
-

g e n a s e d e p e n d e n t o n e y t o e h r o m e P 4 5 0 t h a t 15 t h o u g h t

t o e a t a l y
z e t h e h y d r o x y l a t io n a t t h e C S p o s i t i o n o f f e r -

u l ie a e i d t o f o r m s
一

h y d r o x y f e r u li e a e i d
.

H o w e v e r ,

o v e r 一 e x p r e s s io n o f F SH i n t r a n s g e n i e A ar b i d o P s i s
,

t o b a e e o a n d p o p l a r g a v e r i s e t o li g n in t h a t w a s e o m
-

p o s e d o f a lm o s t 5 u n i t s “ 了
.

F e e d i n g e x p e r im e n t w i t h

la b e le d P r e e u r s o r s i n m a g n o l i a P r o v i d e d e v i d e n e e t h a t

s in a p y l a l e o h o l e a m e f r o m e o n i f e r y l a l e o h o l
.

K i n e t i e

a n a l y s i s o f F S H e n z ym e s h o w e d t h a t t h i s e n z y m e h a d

a t h o u s a n d
一

f o ld g r e a t e r a f f i n i t y f o r e o n i f e r a l d e h y d e

a n d e o n if e r y l a le o h o l t h a n f o r f e r u l ie a e i d 〔6 〕
.

T h e

s im i l a r r e s u l t s d e r i v e d f
r o m k i n e t ie e h a r a e t e r i z a t i o n o f

C O M T i n d i e a t e d t h a t s
一

h y d r o x y e o n ife r a ld e h y d e a n d

5
一

h y d r o x y e o n i f e r y l a l e o h o l s h o u l d b e t h e s u i t a b l e s u b
-

s t r a t e s o f t h i s e n z y m e ,

w h ie h w a s t h e p r o d u e t s o f

e o n i f e
r a l d

e
h y d e a n d e o n if e r y l a l e o h o l h y d r o x y l a t i o n

e a t a ly z e d b y F SH
.

T a k e n t o g e t h e r ,

F S H a n d C O M T

li k e l y a e t o n h y d or x y la t i o n a n d m e t h y la t i o n a t t h e

l e v e l s o f a ld e h y d e s a n d a l e o h o l s
, n o t P r e v io u s l y d e -

s e r i b e d a t f r e e a e i d l e v e l s
.

R e e e n t l y
,

C 3 H a n d C Y P 9 8 A 3 f r o m A ar b i d o
P s i s

w e r e id e n t if ie d a s a P 4 5 0 p or t e in b y t h e f u n e t i o n a l g e -

n o m i e s a p P or a e h
,

w h i e h e a t a l y
z e s t h e e o n v e r s i o n o f s

-

O
一 s h ik im a t e a n d s

一

O
一

D
一
q u in a t e e s t e r s o f P

一 e o u m a r a t e

i n t o t h e i r e o r r e s p o n d i n g 。 a r f e i。 a e i d 。 o nj u g a t e s 工3 〕
.

F r a n k e e t a l
.

s im u l t a n e o u s l y d e m o n s t r a t e d t h a t

C i n n a m o y -l oC A r e d u e t a s e ( C C R ) C a t a l y z e S t h e

r e d u e t i o n o f h y d or x y e i n n a m o y l
一

OC A e s t e r s in t o e o r r e -

s p o n d i n g a ld e h y d e s ,
t h e f ir s t s t e p o f l i g n i n b r a n e h

p a t h w a y
.

T h i s s t e P m a y b e t h e k e y p o i n t t h a t e o n -

t r o l s t h e i n f l u x o f e a r b o n i n t o l ig n i n b io s y n t h e t ie

P a t h w a y
.

W h e n C C R a e t i v i t y w a s i n h i b i t e d i n t r a n s -

g e n i e t o b a e e o ,

K l a s o n l ig n i n e o n t e n t d e e r e a s e d b y a p
-

p r o x im a t e l y 5 0 % w i t h t h e a s s o e ia t i o n o f t h e a l t e r e d

p l a n t d e v e l o p m e n t s u e h a s r e d u e e d s i z e , a b n o r m a l

m o r p h o l o g y o f t h e le a v e s a n d e o ll a p s e d v e s s e ls
.

R e -

e e n t l y
, a ir o v e l g e n e e n e o d i n g s i n a p y l a l e o h o l d e h y

-

d r o g e n a s e ( S A I ) ) w a s id e n t i f ie d for m p o p l a r
.

S A I ) 15

s im i l a r t o C A I〕 b u t w i t h d i f f e r e n t s u b s t ar t e s p e e i f i e i t y

a n d e x p r e s s i n g l o e a l i z a t io n
.

SA I ) e a t a l y
z e s t h e r e d u e -

t i o n o f s i n a p a ld e h y d e ,

w h i l e C A I ) 15 r e s p o n s i b l e f o r

t h e r e d u e t i o n o f e o n i f e r a l d e h y d e
.

SA D
,

t o g e t h e r w i t h

F S H a n d C O M T
,

15 e x p r e s s e d a n d lo e a li z e d i n e e ll s

a n d t is s u e s w it h 5 u n i t s o f li g n i n
,

h o w e v e r ,

C A I ) a e -

t i v i t y 15 d e t e e t e d i n t i s s u e s t h a t h a s G li g n i n s y n t h e -

5 15 [7 〕
.

T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t t h e d i f f e r e n t m o n o lsg
-

n o ls a r e li k e l y t o b e r e d u e t io n v ia d i f f e r e n t p a t h w a y s
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O H

P
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H

oACHeses沪、 l夕C沼气华

备
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`

c o n ife yr l a ICo h o l s
一

hv d or x v e o n一免 yr l a l e ho o l s . n a yP l a lc o h o l

条
“ ” ” ” “ “

番
· ” M /

p
一

yH d r 0 Xy Ph e ny l lig n in G u a ia e y l Iig n in S y r in gy l lig n in

F i g
.

1
.

P a t h w a y o f l i g n i n b i o s y n t h e s i s
.

B l a e k a r r o w
s a n d bl

a e k e n z ym e s a r e u s e
d t o 1n d

l e a t e
卯

s s ib l e e h a n n e l
s o f l i g n in b i o s y n t h

e s i s
,

b u t

f i n
e a r r o w

s s
h o w t h

e r e v i s e d p a r t s i n l ig n i n b ios y n t h e s i s
.

C A L〕
, e l n n a

m y l
a
l e o h o l d e h y d ro g e n a s e ; C CR , e in n a m o y l

一

oC A
r e

d u e t a s e ; C 3 H
,

e o u m a r i e a e id 3
一

h d r o x y l a s e ;

4C H
,

e i n n a m
, C a e id 4

一

h y d r o x y la s e ; 4 e L
,

4
一 e o u m

a r a t e

oC A I
; g a s e ; e O M T

,

B i s p e e i fi c e a f f
e i e a e id / 5

一

h y d
r o x

-

y f e r u li e a e id o
一

m e t h y lt r a n s f
e r a s e ; C CO M T

,
a f f

e o y l
一

oC A O
一

m e t h y l t r a n s f e r a s e ; C Q T
,

h y d r o x y e i n n a m o y l oC A
: q u i n a t e h y d ro x y e i n

-

n a m o y l t
r a n s

f e r
as e ; C S T

,

h y d r o x y e i n n a
m o y l oC A

; s h iki m a t e h y d
r o x y e ln n a m o y l t r a n s f e r a s e ; F S H

,

f e r u l i e a e 一d s
一

h y d
r o x y l a s e : P A L

,

p h e n y l a l a n i n e a m m o n i a
一

ly
a s e ; S A 】)

,
s in a p y l a l e o h o l d e h y d ro g e n a s e

.

a t t h e l a s t s t e p
, a n d d i f f e r e n t e n z y m e s w i l l p l a y t h e

r o l e s in t h o s e p a t h w a y s
.

A s a n e x t r ao r d i n a r y e o m P le x p r o e e s s ,

b y r e d o x e n z y m e s s u e h a s p e r o x i d a s e s a n d la e e a s e s
.

D i r e e t e v i d e n e e o f i n vo lv e m e n t o f t h o s e e n z y m e s in

t h e m o n o li g n o l p o l y m e r i z a t i o n ,

h o w e v e r , a r e s t il l

1im it e d
.

R e e e n t ly
,

H a n s e t a l
.

r e p o r t e d t h a t M n Z +

/
t i o n 15 i n v o lv e d i n p o ly m e r i z a t i o n o f r a d ie a ls

li g n if ie a -

in i t i a t e d
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.

5 2 0 0 3

M
n 3 ` r e

d o x s h u t t l e p la y e d a n im p o r t a n t ro le i n t h e

1i g n i n f o r m a t io n
.

T h e p o l y m e r s s y n t h e s i z e d i n v i t ro

w e r e v e r y s im i la r t o n a t u r a l l ig n i n in s t r u e t u r e
.

A I
-

t h o u g h it w a s s u g g e s t e d t h a t p e r o x id a s e t o o k p a r t i n

t h e li g n i n s y n t h e s i s
, t h i s e n z y m e d i d n o t e o n t a e t d i

-

r e e t l y w i t h a n y l ig n i n m o n o m e r s i n t h e p r o e e s s o f

p o ly m e r i z a t io n
.

I n s t e a d
,

p e r o x i d a s e o x id i z e d M n Z + t o

M
n 3 ` , a n d M n 3 ” o x id i z e d m o n o l ig n o l s t o r a d i e a l s t o

-

g e t h e r w i t h r e d u e t io n o f M n 3 + t o M n Z +
.

T h i s w a s

e a l le d
a s M n Z 十 / M n 3 + r e d o x Sh u t t l e

.

T h e m o n o li g
-

n o l s w i t h r a d ie a l
s w i l l f o r m h i g h m o l e e u l a r li g n i n b y

v a r i o u s
k in d s o f e o v a l e n t l i n k a g e s t h r o u g h a n a u t o

-

m : t t ie p r o e e s s [8 〕
,

C u r r e n t l y
,

t h e r e a r e s e v e r a l m o d e l s t o e x p la in

t h e li g n in fo r nr a t io n
.

T h e r a n d o m e o u p l i n g m o d e l w
a s

p r o p o s e d f or m s o m e e a r
l y r e s e a r e h w o r k

.

I t w a s s u g
-

g e s t e d t h a t l ig n i n w a s a s s e m b le d v i a e o u p l i n g o f in d i
-

v i〔l u a
l m o n o m e r s i n a r a n d o m f a s h io n

.

A s t h e r e s u l t s ,

t h e a
m o u n t a n d t y P e o f m o n o l ig n o ls a t t h e li g n i n r a d i

-

e a ls s i t e a n d e h e m ie a l e o u p l i n g f e a t u r e s w o u ld d e t e r -

m i n e f i n a l l ig n i n f o r m a t i o n , a n d d i f f e r e n t m o n o li g n o l s

e o u ld f r e e l y e x e h a n g e in l i g n i n s t r u e t u r e [ 9 ]
.

T h i s h y
-

p o t h e s is e a n a e e o u n t f o r t h e p l a s t ie i t y o f li g n in b i o s y n -

t h e s i s i n s o m e m u t a n t s a n d t r a n s g e n i e p l a n t s
.

T h e

d i r ig e n t p r o t e i n m o d e l w a s p r o p o s e d r e e e n t l y a f t e r t h e

d i s e o v e r y o f d i r ig e n t p r o t e i n i n p l a n t s
.

T h e d i r i g e n t

p r ( ) t e l n w a s d e m o n s t r a t e d t o e o n t r o l t h e f o r m a t i o n o f

i n d i v l
d u a l b o n d s b e t w e e n s p e e i a l m o n o li g n o l s [ 1 0 〕

.

A e -

e o r
d i n g t o t h i s m o d e l

,

li g n i n f o r m a t i o n s h o u l d b e a

s t r ie t l y r e g u la t e d p r o e e s s u n d e r s p e e i a l p r o t e i n t e rm e d

d i r i g e n t p
r o t e i n a n d i t s h o m o lo g u e s

.

T h is m o d e l e a n

e x p l a i n t h e i s s u e w h y t h e m aj o r i t y o f b o n d s in li g n i n

a r e s
一

O
一

4
.

I n a d d i t io n ,

D ix o n e t a l
.

s u g g e s t e d t h a t

m e t a b o l i e e h a n n e l i n g w a s e x is t e d t h a t a ll o w e d fo r G

a n d 5 li g n i n fo r m a t i o n t h r o u g h i n d e p e n d e n t p a t h
-

w a y s [ 1 1〕
.

I n t h i s m o d e z
, a m ie r o s o m a l

一 a s s o e ia t e d

e o m p o u n d in e l u d i n g m o s t e n z y m e s in s p e e ia l a r r a n g e -

m e n t w a s i n v o l v e d i n t h e b io s y n t h e s i s o f 5 l i g n i n
.

C in n a m ic a e i d 4
一

h y d
r o x y la s e ( 4C H )

,

C 3 H a n d F S H
,

w h i e h w e r e a ll e y t o e h r o m e P 4 5 0 e n z ym e s ,

w e r e e o m
-

b i n e d w i t h t h i s e o m p o u n d t h r o u g h e n d o p la s m i e r e t i e
-

u l u m ( E R ) s y s r e m
.

A s a r e s u l t
,

t h e m e t a bo l i e e h a n -

n e l t o 5 m o n o l ig n o l w a s e o n d u e t e d i n t h e m e m b r a n e

s y s t e m
.

B e e a u s e p h e n y l
a
l a n in e a m m o n i a

一

l y a s e

( P A L )
, c a ff仪

〕y l
-

C Q A ( ) me
t h y lt ar n s f

e

~ ( C C《)M T )
,

C C R a n d C A I〕 a ls o e x i s t i n a s o l u b l e f o r m
s , a P

a t h
-

w a y t o G m o n o li g n o l fo rm a t i o n w a s e o n d u e t e d in e y
-

t o p l a s m
,

w h i e h w a s d if f e r e n t f r o m 5 li g n i n e h a n n e l
.

2 M o l e c u l a r r e g u l a t i o n o f l i g n i n b i o s y n t h e s i s

D u e t o t h e p o t e n t i a l e e o n o m i e im p o r t a n e e o f

1i g n in o n p a p e r
p u lp i n g a n d f o r a g e in d u s t r y

,

p e o p le

h a v e p a id m u e h a t t e n t i o n t o m o d if y l ig n in q u a n t i t y

a n d e o m P o s i t i o n i n s u e h im P o r t a n t r e s o u r e e P la n t s a s

p u r p l e m e d ie
,

E u c a lyP z u s g u n n i i a n d p o p l a
r u s i n g

g e n e t i e e n g in e e r i n g a P P r o a e h
.

T o d a t e
,

m o s t g e n e s

i n v o l v e d i n l ig n i n b i o s y n t h e s i s h a v e b e e n i s o la t e d f r o m

v a r io u s p l a n t s
, a n d m a n y t r a n s g e n ie p l a n t s h a v e be e n

e o n s t r u e t e d ( T a b l e l )
,

i n e l u d i n g g e n e s o f C ( ) M T
,

C C O M T
,

F SH
,

C C R a n d C A D t h a t h a v e t h
e e r i t i e a l

r o l e in l ig n i n b i o s y n t h e s i s
.

T
a
b l e l G e n e t i e e n g l n e e r l n g o f l

l g n l n b
一o s y n t h e s z s

(二e n e
P l

a n t T e e h n iq u e A
e t l v i t y r e

d u e e d ( % ) C o m P o s i t i o n C o n t e n t
( % )
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T h e K l a so
n l i g n i n d e e r e a s e

d d r a m a t i e a ll y w h e n

P A L o r

4C H a e t i v it y w a s d o w n 一 r e g u l a t e d i n t r a n s -

g e n i c t o b a e e o ,

w h i e h l e d t o a l t e
r n a t i o n o f s / G r a t i o

.

D o w n 一 r e g u la t i o n o f 4C H r e s u l t e d i n a r e d u e t io n o f s

u n i t s , s im i la
r t o t h e r e s u l t s f or m do w n 一 r e g u la t i o n o f

C O M T a n d F S H i n A ar bi d o P s i s m u t a n t a n d t r a n s -

g e n i e t o b a e e o
.

T h e r e f o r e ,

i t 15 p o s s i b l e t h a t C 4 H 15

in v o lv e d i n t h e p o l y
一 e n z y m e e o m P l e x d i r e e t e d t o s

li g n i n b i o s y n t h e s is
,

w h i l e G l i g n i n 15 fo r m e d t h r o u g h

a n o t h e r p a t h w a y b y p a s s i n g 4C H
.

O v e r 一 e x p r e s s io n o f

F SH i n A ar b i d oP
s i s e o n t r i b u t e d t o li g n i n t h a t w a s

m o s t l y e o m p o s e d o f 5 u n i t s
.

D o w n 一 r e g u la t i o n o f

F SH
,

h o w e v e r ,

in d u e e d a d e e r e a s e o f 5 u n it s e o n t e n t

i n l ig n i n
.

T h is e o n f i
r
m e d t h a t F S H s h o u ld b e a b o t

-

t le
一 n e e k i n t h e P a t h w a y t o 5 li g n i n s y n t h e s i s

.

C 3H

e a t a l y
z e s t h e h y d or

x y la t i o n a t t h e C 3 p o s i t io n o f P
-

e o u m a r i e a e i d t o c a f f e ie a e id
.

T h e
.er f召 m u t a n t d e f e e -

t iv e i n t h e g e n e e n e o d in g C 3 H h a d d i v e r s e e h a n g e s in

li g n in m e t a b o l ism
,

f o r e x a m p le
,

t h e 2 0 % 一 4 0 % r e -

d u e t io n o f li g n i n e o n t e n t
, a e e u m u l a t io n o f l i g n i n

w h ie h f o r m s p r im a r i l y for m H u n i t s
, a n d a p p e a r a n e e

o f u n e o mmo
n e o m Po n e n t i n t h e li g n i n

.

F u r t h e rm o r e

t h is m u t a n t s h o w e d a d e f e e t i v e d e v e l o p m e n t a n d s e n -

s i t i v i t y t o f u n g a l a t t a e k
,

w h i e h s u g g e s t s t h a t C 3H 15

n e e e s s a r y f o r b o t h t h e g r o w t h a n d d e v e l o p m e n t o f

p la n t a n d t h e r e a e t i o n s o f d i s e a s e r e s is t a n e e 〔1 4 ]
.

t h a t i n e l u d i n g o f d e e r e a s e i n b o t h G a n d 5 m o n o m e r s ,

b u t a e e t y lb or m i d e s o l u b le l ig n i n w a s n o t r e d u e e d [2 4 ]
.

O u r r e e e n t w o r k i n d i e a t e d t h a t t h e e x p r e s s io n o f

C O M T g e n e is o l a t e d f r o m w h e a t w a s r e l a t e d t o s t e m
r ig id i t y a n d l o d g i n g

一 r e s i s t a n t e h a r a e t e r o f w h e a t [ 3 2 ]
.

C C O M T a lso
e a t a l y z es m e t h y la t i o n r e a e t i o n i n

a n o t h e r p a t h w a y o f li g n i n b io s y n t h e s i s
.

T h e K l a s o n

1i g n i n e o n t e n t w a s d e e r e a s e d i n t r a n s g e n ie t o b a e e o a n d

a l f a lf a w h e n C C O M T a e t i v i t y w a s
do w -n r e g u l a t e d

.

G

li g n i n e o n e e n t r a t io n i n t h e t r a n s g e n i e a lf a l f a w a s

d r o p p e d b y 5 0 %
,

b u t 5 li g n i n e o n e e n t r a t io n d i d n o t

h a v e a n y e h a n g e s w h e n C C O M T a e t i v it y w a s a lm o s t

e o m p l e t e l y i n h i b i t e d [ 1 3了
.

T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t

C C O M T e o u ld p a r t i e i p a t e i n t h e m e t h y l a t io n r e a e t io n

o f G l ig n i n s y n t h e s i s
,

w i t h o u t t h e r e la t io n t o 5 li g n in

f o r m a t io n
.

oC
n s e q u e n t l y

,
t h e r e a r e d i f f e r e n t p r o e e s s -

e s i n m e t h y la t i o n r e a e t i o n b e t w e e n G a n d 5 li g n in

s y n t h e s i s
.

I n t h e t r a n s g e n i e t o b a e e o ,

p o p la r a n d a lf a l f a
,

t h e

e f f e e t s o f C O M T d o w n 一 r e g u l a t io n w e r e m o r e s i g n i f i
-

e a n t o n 5 u n i t t h a n o n G u n i t in li g n in e o m P o s i t i o n
.

T h i s P or v i d e d t h e e v i d e n e e o f r e 一

l o e a l i z a t io n o f C O M T

p o s i t io n i n t h e li g n in b i o s y n t h e s i s
.

T h e b or w n

m i d r
i b 3 m u t a n t w a s r e s u l t e d f or m t h e i n s e r t io n o f a

r e t or
一
t r a n s p o s o n in t o t h e CO M T g e n e i n m a i z e

.

T h is

m u t a n t s h o w e d 2 0 % r e d u e t io n o f C O M T a e t i v i t y

e o m p a r i n g w i t h w i l d P l a n t
, a n d t o g e t h e r w i t h d e -

e r e a s e in s / G r a t i o
,

b u t w i t h o u t c h a n g e i n l i g n i n c o n -

t e n t
.

D i r e e t e d u n d e r a v a s e u l a r 一 t i s s u e s p e e if i e p r o m o t
-

e r i n t r a n s g e n i e a l f a l f a
,

d o w n 一 r e g u la t io n o f C O M T

r e s u l t e d i n 3 0 % r e d u e t i o n i n K l a so
n l i g n i n e o n t e n t

D o w n 一 r e g u la t i o n o f 4
一。 o u m a r a t e :

oC A l ig a s e ( 4
-

C L ) i n d i f f e r e n t p l a n t s
,

h o w e v e r ,

h a d t h e e o n t r a d i e
-

t o r y r e s u l t s
.

T h e i n h ib it io n o f 4
一

C L a e t i v i t y i n t r a n s -

g e n i e t o b a e e o r e s u l t e d i n r e d u e t i o n i n t o t a l li g n in le v -

e ls
.

T h e l i g n i n e o m Po s i t i o n w a s a l s o e h a n g e d t h a t

m a i n l y o n 5 l i g n i n
,

w h i e h I e d t o S/ G v a l u e f r o m 4
.

5

t o 2
.

0
.

T h e r e d u e t io n o f 4
一

C L a e t i v i t y o n ly d e e r e a s e d

G li g n in i n t r a n s g e n i e a l f a lf a ,

b u t w i t h o u t in f l u e n e e

o n 5 l ig n i n
.

I n t r a n s g e n ie p o p l a r ,

i t w a s r e p o r t e d t h a t

d o w n 一 r e g u la t i o n o f 4
一

C I
J

l e d t o r e m a r k a b le r e d u e t i o n

i n li g n in q u a n t i t y
,

w i t h o u t i n f lu e n e e o n l ig n i n e o m p o -

s i t i o n [ 1 7〕
.

D o w n 一 r e g u l a t io n o f C C R a e t i v i t y u p t o 7 0 % b y

a n t is e n s e t e e h n o l o g y l e d t o d e e r e a s e i n b o t h l ig n i n

e o n t e n t a n d G u n i t e o m Po s i t io n
.

A s a r e s u l t s / G r a t io

w a s i n e r e a s e d
.

T h e i xr 4 m u t a n t
,

d e f e e t i v e i n C C R

g e n e i n A ar b i d o P s i s
,

h a d o n ly 5 0 % le s s li g n in t h a n

w i ld t y p e p la n t s
.

T h e g r o w t h o f t h is m u t a n t w a s

s l o w e r t h a n w i ld t y p e p la n t s
.

T h is m u t a n t a l s o l a e k e d

t h e u p r i g h t g r o w t h h a b i t a n d e x h i b i t e d t h e e o l l a p s e d



3 2 6 P ro g r e s s z n N a t u r a
l S e一 e n e e

V o l
.

1 3 N ()
.

5 2 0 03

x y le m P h e n o ty p e
.

I t s f e r t i li ty r e du e e d a t e le v a t e d

te m p e r a t u r e ( 3 1 ℃ ) [ 27 ]
.

w e ha v。 a n a ly z e d w h e a t

C C R e x p
r e s s io n i n di f r e r e n t o rg a n s o f w he a t I3 3 ]

, a n d

o b t a i n e d s o m e t r a n s g e n i e t o b a e e o li n e s t h a t h a d i n t e -

g r a t e d w h e a t C C R g e n e
.

T h e K la s o n l ig n i n e o n t e n t

d e e r e a s e d a b o u t 1 1
.

7 % i n t h e s e t r a n s g e n i e t o b a e e o

1i n e s
.

T h e s e t r a n s g e n i e li n
e s a l s o g r e w m o r e s lo w l y

t h a n w i l d t y p e t o b a e e o ( d a t a n o t S h o w n )
.

D o w n 一 r e g
-

u l a t io n o f C A D r e s u l t e d i n d e e r e a s e o f 5 u n i t s b u t

w i t h o u t e h a n g e s i n a e t u a l li g n i n e o n t e n t
.

A t t h e s a m e

t im e , s o m e n e w e o m P o n e n t s w e r e f o u n d i n t h e s e

t r a n s g e n i e l in e s s u e h a s e i n n a m a ld e h y d e [2 8 ]
.

T h e h y
-

b r id
s ,

i n w h i e h C A D a n d C C R a e t i v i t i e s w e r e s im u l
-

t a n e o u s l y d o w n 一 r e g u l a t e d
,

d is p la y e d a s t r o n g d e e r e a s e

d o w n t o 5 0 % in l ig n i n e o n t e n t w i t h o u t s i g n if i e a n t a l
-

t e r a t i o n i n p la n t d e v e lo p m e n t
.

T h e s e h y b r i d s h a d lo w

le v e 一5 o f G a n d 5 u n i t s 仁34 ]
.

I t 15 p or p o s e d t h a t e e R

a n d C A I ) a r e n e e e s s a r y fo r b o t h G a n d 5 l ig n i n

b io s y n t h e s i s
,

b u t F SH a n d C OM T a r e o n l y r e s P o n s i v e

f o
r 5 lig n i n f o r m a t i o n b e e a u s e o f t h e i r d i f f e r e n t e f f e e t s

o n s / G r a t io b e t w e e n C C R / C A工) a n d F S H / C O M T
.

3 G e n e t i e e n g i n e e r i n g o f l i g n i n b i o s y n t h e s i s

I t 15 o b v io u s t h a t g e n e t ie m a n ip u la t i o n w i l l p la y

a n im p o r t a n t r o l
e n o t o n ly i n d e f i n i n g t h e li g n in

b i o s y n t h e s i s p a t h w a y
,

b u t a l s o i n e x p l o r i n g n e w p l a n t

r e s o u r e e s
.

A lm o s t a ll o f t h e g e n e s o n li g n in p a t hw a y

h a v e b e e n e l o n e d f r o m v a r i e t y o f p la n t s
.

oC
n s e q u e n t

-

l y
,

g e n e t i e e n g i n e e r in g a p p r o a e h w i l l b e u s e d t o m o d i
-

f y li g n in p r o f i le s u e h a s it s s t r u e t u r e , e o n t e n t a n d

e o m p o s it io n t o f i t fo
r t h e r e q u i r e m e n t o f h u m a n b e -

i n g
.

N o w w e s u m u p t h e P o t e n t i a l s t r a t e g i e s o f g e n e t
-

i e m a n i Pu la t i o n i n t h i s f i e ld
.

3
.

1 G e n e t i e e n g in e e r i n g o f s i n g le g e n e

A t p r e s e n t
,

m o s t t r a n s g e n i e r e s e a r e h w o r k p a y

a t t e n t i o n t o a s i n g le g e n e i n t h e l i g n i n b i o s y n t h e t i e

p a t h w a y t o r e g u la t e t h e q u a n t i t y a n d q u a l i t y o f l ig n i n

t h r o u g h a n t i s e n s e a n d s e n s e R N A t e e h n i q u e
.

A l f a l f a
,

p o p la r ,
p i n e ,

m a i z e a n d w h e a t a r e p r im a r y p la n t s t o

be i n v e s t i g a t e d
.

I t 15 d e l i g h t i n g t h a t m aj o r i t y o f

t r a n s g e n i e p la n t s h a s a l t e r n a t i o n i n li g n in e o n t e n t a n d

e o m p o s i t i o n , a s w e l l a s a b n o r m a l d e v e l o p m e n t o f

p za n t工3̀ 〕
.

B e e a u s e t h e r e a r e d i f f e r e n e e s i n t h e d e g r e e

o f m e t h y la t io n b e t w e e n 5 a n d G m o n o l i g n o l s t h a t

l e a d s t o d if f e r e n t p o s s i b i l i t y t o f o r m C : 一

CS c o v a le n t

b o n d s a m o n g m o n o l ig n o ls
,

i t 15 d i s a d v a n t a g e o u s fo r

p a p e r p u lp i n g i n d u s t r y t o r e m o v e l ig n i n i f t h e a m o u n t

o f 〔二 u n i t i n li g n i n 15 h i g h
.

F r o m t h i s e o n s i d e r a t i o n ,

t h e s t r a t e g i e s w i ll b e n o t o n l y o n r e d u e in g t h e l ig n i n

e o n t e n t
,

b u t a ls o o n m o d i f i e a t i o n o f t h e l ig n i n s t r u e -

t u r e a n d e o m P o s i t io n
.

T h e t r a d i t i o n a l t e e h n iq u e s o f

a n t i s e n s e R N A a n d s e n s e e o 一 s u p p r e s s i o n d e p e n d o n a

s i n g l e g e n e t o a lt e r t h e li g n i n m e t a b o li s m
.

I n f a e t
,

t h is s t r a t e g y la e k s v e r s a t i l i t y b e e a u s e t h e i n s e r r i o n o f

h e t e r o g e n e s i n t o a p la n t g e n o m e 15 a r a n d o m p r o e e s s

t h
a t m a y r e s u l t i n g e n e s i l e n e e f o r t h e i n f l u e n e e s o f

e o p y n u m b e r a n d lo e i o f h e t e r o g e n e in t h e p la n t

g e n o m e [ 36 ]
.

T h o u g h s o m e d e s i r a b l e t r a n s g e n i e l i n e s

h a v e b e e n s e le e t e d f r o m d i f f e r e n t p la n t s ,

f r e q u e n t l y

w e e a n n o t do i t a s w h a t w e w a n t j
u s t t h

r o u g h o n e

g e n e r e g u l a t i o n i n t h e m e t a b o l is m p or e e s s , e s p e e i a ll y

i n t h e l i g n i n b io s y n t h e s i s Pa t h w a y
.

Sm a l l i n t e r f e r i n g R N A s ( s i R N A ) 15 o n e k i n d o f

d o u b l已 s t r a n d e d R N A o f a b o u t 2 1 一 2 6 n u e l e o t i d e s

( n t )
.

I t C a n in d u e e S i l e n e e o f h o m o lo g o u s g e n o rn ie

D N A v ia d e g r a d in g h o m o l o g o u s d s R N A a n d m e t h y
-

la t i n g o r s u p p r e s s i n g t r a n s e r i p t i o n o f it s h o m o lo g o u s

g e n e i n g e n o m e [ 37 1
.

s iR N A e a n be u s e d i n a xm o s t a ll

e u k a r
扣 t e s t o s u P p

r e s s t h e e x p r e s s i o n o f a n y g e n e s i n

g e n o m e
.

T h i s t e e h n i q u e h a s b e e n a p p l ie d in s y s t e m i e

d e f e n e e r e a e t i o n s o f a n im a l s a n d p l a n t s b y e lim i n a t i n g

s u p e ar b u n d a n t a n d d e f e e t i v e m R N A 仁3 8 ]
.

N o w i t h a 、

b e e n b e e o m i n g a r a p i d a n d e f f e e t i v e t e e h n i q u e t o a n a -

ly
z e g e n e f u n e t io n s

.

T h e e x p r e s s i v e e o n s t r u e t e o n -

t a i n in g a p or m o t e r , a t e r m i n a t o r a n d s o nr e p a r t s o f a

g e n e e o d i n g s e q u e n e e t h a t 15 li n k e d i n r e v e r s e d d i r e e -

t io n e a n b e u s e d t o t r a n s f o r m p l a n t s
.

T h i s e o d i n g s e -

q u e n e e w o u ld fo r m d o u b l e
一 s t r a n d e d s iR N A a b o u t 2 1

一 2 6 n t i n l e n g t h t h a t e a n s u p P r e s s e x p r e s s i o n o f e n -

d o g e
no

u s t a r g e t e d g e n e s
.

T h e r e a r e m a n y s u e e e s s f u l
r e p o r t s u s in g T

一

D N A t o g e n e r a t e s sR N A [ 39 ]
.

u p r o

d a t e ,

it 15 s t i l l a n o p e n a r e a i n t h e r e s e a r e h o f li g n i n

b i o s y n t h e s is
.

3
.

2 R e g u l a t io n o f m u l t i
一

g e n e i n li g n i n b i o s y n t h e s i s

L ig n i n m e t a b o l is m 15 a f a i r ly e o m p le x b io e h e rn
z -

e a l p r o e e s s i n p la n t
.

T h or u g h d i ffe
r e n t e o m b i n a t i o n o f

l ig n i n g e n e s i n t r a n s g e n i e p la n t s ,

w e m a y b e t t e r u n -

d e r s t a n d t h e f u n e t i o n s o f t h e s e g e n e s , a t t h e s a m e

t im e t o e x p lo i t m o r e u s e f u l p l a n t r e s o u r e e s fo r a g r i e u l
-

t u r e a n d in d u s t r y
.

S e v e r a l u s e f u l a p p r o a e h e s h a v e

b e e n a p p li e d i n e o 一 r e g u la t i o n o f m u l t i
一

g e n e s u e h a s

s e x u a l e r o s s i n g w i t h h o m o z y g o u s t r a n s g e n i e l i n e s , r e /

m u lt 卜t r a n s f o r m a t io n u s i n g d i f f e r e n t g e n e s , a r i d e ( ) -

t r a n s f o r m a t io n b y s e v e r a l g e n e s
.

E a e h m e t h o d h a s i t s

a dv a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s , a n d w e s h o u ld s e le e t

s u i t a b l e m e t h o d s in t e r m s o f t h e d i f f e r e n t e x p e r im e n -

t a l e o n d i t i o n s ,

m a t e r i a l s a n d in t e n t io n s
.



P r o g r e s s in N a t u r a
l S e i e n e e V o l

.

1 3 N o
.

5 2 0 0 3 3 2 7

3
.

2
.

1 S u p p r e s s i o n o f m u l t i
一
g e n e in l i g n i n b io s y t h e -

5 15 T r a n s g e n i e p l a n t s t h a t e o m b i n e d C O M T
,

C C R o r C A D w e r e o b t a i n e d t h or
u g h s e x u a l e r o s s in g

.

T h e g e n e s i le n e e p h e n o m e n a w e r e o b s e r v e d i n p or g e -

n ie s o f t h e s e t r a n s g e n i e h y b r i d s o n a l l t a r g e t i n g g e n e s

i n e l u d i n g C O M T
,

C C R a n d C A I〕
.

T h i s 15 p or b a b ly

d u e t o t h e s a m e p r o m o t e r ,

3 5 5 o f C a M V
, u s e d i n t h e

d i f f e r e n t t r a n笔 e n ie p l a n t s
.

T h e e x p r e s s io n s o f

C O M T
,

C C R a n d C A D w e r e s u p p r e s s e d i n t h o s e h y
-

b r id s ,

b u t t h e im p a e t o f s u p p
r e s s io n o n li g n in p or f i l e

w a s n o t s t a b l e a s e x p e e t e d [ 4 0 〕
.

T r a n s g e n i e p o za r o f

e o 一 s u P P r e s s i o n o f C O M T a n d C A I〕
, a s w e l l a s t r a n s -

g e n i e t o b a e e o w i t h e o 一 s u P P
r e s s i o n o f C O M T a n d

C C OM T b y r e 一 t r a n s f o r m a t io n a p p r o a e h w e r e r e p o r t
-

e d [4 ` 〕
.

T h e a d v a n t a g e o f : e / m u l t i
一
t r a n s f o r m a t io n a p

-

P or
a e h 15 t h a t i t e a n s u e e e e d i n i n t r o d u e i n g d i f f e r e n t

g e n e s i n t o p la n t s
.

T h i s w i l l s a v e t im e t o e o n d u e t t h e

s e x u a l e or s s i n g
.

H o w e v e r ,
t h is a p p r o a e h w il l i n d u e e

g e n e s il e n e e a s d i s e u s s e d a b o v e , a n d t r a n s g e n e s i n

p l a n t s w i l l b e s e x u a l l y s e g r e g a t e d i n t h e p or
e e s s o f

p l a n t p r o p a g a t i o n , e s p e e ia l ly w h e n t h e i n t e g r a t e d f o r -

e i g n g e n e s a r e lo e a t e d i n a l o n g d is t a n e e i n g e n o m e
.

p e p t id e o f 19 a m in o a e i d s e o m p r is e d Q L L N F D L L K
-

L A (子D V E S N P G
.

T h i s p e p t i d e o f f e r s a e l e a v a g e s i t e

o f p o l y
一

p r o t e i n d i s s o e i a t i o n a t i t s C
一
t e r m i n u s [ 4 3 〕

.

A t

t h e t r a n s l a t io n le v e l s ZA e a n l e a d t o i s o l a t i o n o f t w o o r

m o r e p r o t e i n s l i n k i n g w it h t h i s r e g i o n ,
t h e n p r o d u e e

p
r o t e i n s w i t h t h e b i o lo g i e a l f u n e t io n s

.

A t b e g i n n i n g
,

Z A p o ly
一

p
r o t e i n s y s t e m w a s u s e d t o o v e r 一 e x p r e s s t h e

p r o t e i n s o f h u m a n ,

m a m m a l
,

i n s e e t , a n d y e a s t
.

N o w
,

it h a s
b e e n a p p l i e d t o p la n t s

, e s p e e i a l l y i n t h e

r e s e a r e h o f e o m p l e x l i g n i n m e t a b o l i e p a t h w a y
.

F r a n k e e t a l
.

f i r s t l y u s e d t h i s a p p r o a e h t o o v e r -

e x p
r e s s F SH f r o m A ar b id o P s i s i n t r a n s g e n i e t o b a e e o ,

w h i e h r e s u l t e d in a s ig n i f i e a n t i n e r e a s e o f t h e s
一 u n i t

1ig n i n i n t h e s t e m o f t r a n s g e n i e t o b a e e o
.

T h e y e o n -

s t r u e t e d t h e p or t e in s y s t e m s o f G U S
一

Z A
一

F S H a n d

G U S
一

ZA
一

C O M T
一

ZA
一

F SH
.

A f t e r b e i n g e o r r e e t l y

t r a n s l a t e d
,

t h e s e s y s t e m s s p l i e e d a n d s e p a r a t e d i n t o

f u n e t i o n a l p r o t e i n s o f G U S
一

ZA
,

C O M T
一

ZA a n d F SH
.

M o r e o v e r ,
t h e s P l i e e d F SH P or t e i n e o u ld b e s e t i n t h e

a P P r o P r ia t e d s it e

d e m o n s t r a t e d t h a t

d e s i r a b l e a p p r o a e h

o f

2 A
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m e m b r a n e L

Po l y
一

p or t e i n

T h e s e r e s u l t s

t O o v e r 一 e x P r e S S

b i o s y n t h e s is
.

s y s t e m w o u ld b e a

m u l t i
一

g e n e i n o r d e r

A n o v e l a p p r o a e h w h i e h u s e s o n e e h im e r i e g e n e

t o s u p p r e s s t h e e x p
r e s s io n o f s e v e r a l g e n e s s im u l t a n e -

o u s ly w a s r e p o r t e d r e e e n t l y
.

T h e e h im e r i e g e n e w a s

e o n s t r u e t e d b y e o m b i n a t io n o f p a r t o f d if f e r e n t g e n e s

t o g e t h e r i n t o a n e x P r e s s i o n v e e t o r
.

T h is e h im e r i e

g e n e e a n b e i n t or d u e e d i n t o p la n t s j u s t li k e o n e g e n e
.

B y t h is a P P r o a e h
,

C ( )M T
,

C C R a n d C A I〕 e a n b e

d o w --n r e g u l a t i o n i n i u s t o n e t r a n s f o r m a t io n
.

U s in g

d i f f e r e n t co m b i n a t i o n s o f C O M T
,

C C R a n d C A D

g e n e s ,

A b b o t t e t a l
.

o b t a in e d t h e t r a n s g e n i e t o b a e e o

p l a n t s in w h i e h t h e a e t i v i t y o f b o t h o r a ll o f t h e

C O M T
,

C C R
,

C A I ) w a s d e e r e a s e d d r a m a t i e a l ly
,

t o
-

g e t h e r w i t h a d e e r e a s e o f t h e l i g n i n e o n t e n t a n d g r e a t

e h a n g e i n li g n in e o m P o s i t io n
.

T h e g r o w t h a n d d e v e l
-

o p m e n t o f t h e s e t r a n s g e n i e p la n t s w e r e a l s o a f f e e t
-

e d [4 2 2
.

t o r e g u la t e t h e l ig n i n

4 P r o s P e e t i v e

3
.

2
.

2 O v e r 一 e x p r e s s i o n o f m u l t i
一

g e n e i n li g n i n

b io s y n t h e s is T h e r e w e r e f e w r e p o r t s e o n e e r n i n g

o v e -r e x Pr e s s i o n o f m u l t i
一

g e n e i n l i g n i n b i o s y n t h e s is
.

A l t h o u g h s o m e t r a n s g e n i e p l a n t s h a v e b e e n g e n e r a t e d

t h r o u g h s e n s e D N A t e e h n i q u e ,
t h e y d i d n o t s h o w a n

in e r e a s e i n t h e l ig n i n e o n t e n t
.

I n e o n t r a s t
,

li g n i n e o n -

t e n t
, s t r u e t u r e a n d e o m Po s i t i o n i n s o m e o f t h e s e s e n s e

t r a n s g e n i e p l a n t s w e r e s im i l a r t o t h o s e i n t r a n s g e n i e

p la n t s w i t h a n t i s e n s e g e n e s
.

I t w a s s u p p o s e d t h a t

t h e s e r e s u lt s w e r e d u e t o t h e e o 一 s u p p r e s s i o n o f e n -

d o g e n o u s a n d h e t e r o g e n o u s g e n e s
.

ZA r e g io n i s a

D N A f r a g m e n t f r o m a p h t h o v i r u s ,

w h i e h e n e o d e s a

M a n y m o d e l s a b o u t li g n i n b i o s y n t h e s i s p a t h w a y

h a v e b e e n p or p o s e d a t p r e s e n t
,

b u t s t il l t h e s e m o d e ls

e a n n o t e o m p le t e ly e x p l a i n a l l a s p e e t s i n li g n in b i o s y n -

t h e s i s
.

F o r e x a m p le
,

t h e l ig n i n e o n t e n t
, e o m P o s i

-

t ion
, s t r u e t u r e a n d m e t a b o l i e p a t h w a y a r e d i f f e r e n t

f r o m e a e h o t h e r i n d i f f e r e n t s P e e i e s ,
t is s u e s a n d o r -

g a n s , a n d a t d if f e r e n t d e v e lo p m e n t a l s t a g e s
.

T h e r e a -

s o n s f o r t h e s e d i f f e r e n e e s a r e la r g e l y o p e n t o in v e s t i
-

g a t e
.

A t p r e s e n t i t 15 s t i ll d if f i e u l t t o a e e u r a t e l y r e g u -

la t e t h e l i g n i n b i o s y n t h e s is
.

T o o b t a i n t h e t r a n s g e n i e

p l a n t s t h a t a r e f i t f o r p r a e t i e a l a p p l ie a t io n w il l r e m a i n

t h e l o n g
一

d i s t a n t g o a l s o f r e s e a r e h
,

t h o s e i n e lu d e t o d e -

e r e a s e li g n in e o n t e n t a n d a l t e r l ig n i n e o m p o s i t i o n b y

d o w n 一 r e g u l a t io n o f li g n i n g e n e s f o r p u lP i n g p a p e r a n d

f o r a g e i n d u s t r y
, a n d t o in e r e a s e l ig n i n e o n t e n t b y

o v e -r e x p r e s s i o n o f l ig n i n g e n e s i n o r d e r t o im p or v e

lo d g i n g r e s is t a n t a b i l i t y i n e
or p p la n t s

.

H 〔 )w e v e r , a s

m o r e a n d m o r e n e w a p p r o a e h e s a r e u s e d in t h i s f i e ld
,

s u e h a s im m u n o l o e a l i z a t io n ,

i n v i vo la b e l i n g a n d 15 0 -

t o P e , c o 一 l
m m u n O P r e c l

P
l t a t l o n , z n v z t or P or t e l n e x -

P r e s s i o n s y s t e m
,

y e a s t t
wo

一

h y b
r i d a s s a y a n d g e n e t ie

m a n i p u la t i o n ,

m o r e e o m p r e h e n s i v e k n o w l e d g e o f

li g n i n b io s y n t h e s i s w i l l b e e x p e e t e d a n d t h e p l a n t w i t h

n e w li g n in e h a r a e t e r s w i ll b e d e v e lo p e d w h ie h w i l l b e

g r e a t l y b e n e f i t fo r h u m a n l i f e a n d e n v i or n m e n t i n t h e




