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(67) Resumo: METODOS PARA MODIFICAGAO DA
MORFOLOGIA DA PLANTA. A presente invencéo refere-se a DNAs
que codificam reguladores de xilogénese de planta e DNAs promotores
destes, e objetiva proporcionar métodos de modificagéo de morfologia
de planta, tais como morfologia de flor, morfologia de folha, e altura,
pela expressdo dos DNAs ectopicamente em dérgéos diferentes. Os
presentes inventores decidiram expressar ectopicamente reguladores
transcricionais derivados de eucalipto que regulam a morfogénese de
células de madeira, e analisar seus efeitos de modificagio de érgaos
em uma planta. Para analisar os efeitos de expressdo ectopica, os
presentes inventores introduziram promotores que podem acionar uma
sobreexpressédo constitutiva de gene em todos os drgdos de uma
planta, e reguladores transcricionais de formagio de xilema de
eucalipto em tabaco e eucalipto; em seguida, eles analisaram os
efeitos. Como um resultado, eles obtiveram sucesso na modificagao de
morfologia, tais como morfologia de flor, morfologia de folha, e altura.
Desse modo, os presentes inventores descobriram que ndo somente a
morfologia do xilema, mas também a morfologia do corpo da planta,
pode ser modificada pela expressio ectépica do regulador
transcricional de formagéo de xilema de eucalipto.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "METODOS
PARA MODIFICACAO DA MORFOLOGIA DA PLANTA".
CAMPO DA INVENCAQ |
A presente invengdo refere-se a meétodos para produgdo de

.
01924 -0

plantas nos quais morfologia de flor, morfologia de folha, e altura foram mo-
dificadas. A presente invengdo também refere-se a plantas obtidas pelo uso
destes métodos, e aos usos destes. | o
ANTECEDENTES DA INVENCAQ | |

A modificacdo da morfologia de flores, folhas e altura em plantas

pode conduzir a criagdo de novas flores, plantas ornamentais e plantas de
horticulfura, e pode alcangar produgdo eficiente de gréos, biomassas e simi-
lares. Portanto, tal modificagdo é altamente Util na agricultura e industria.
Métodos convencionais para modificagdo da morfologia da planta inclui ge-
racao por cruzamento da mesma espécie ou espécie proximamente relacio-
nada e geracdo de mutagdo através de tratamento mutagénico por radiagao.
Contudo, com tal gefagéo convencional, a produgdo de plantas tendo uma
morfologia desejada requer muitos anos e muita pericia; portanto, existe
uma necessidade de métodos simples e seguros para modificagdo da morfo-
logia de plantas.

Nos anos recentes, geragdo molecular por métodos de recombi-
nagcdo genética (transformag&o) é amplamente praticada como um método
para modificar eficientemente a mon‘blogia da planta. Exemplos de métodos
de morfologia de flor por engenharia genética conhecidos até aqui incluem o
método de suprimir a expressdo do gene APETALA3 (AP3) de Arabidopsis
thaliana, que € um dos genes que régulam formagdo de pétala, usando um

repressor que se liga a regidao promotora do gene AP3 para obter fendtipos

similares a mutantes de gene AP3 (Documento de Nao-Patente 1). Além

disso, exemplos conhecidos de métodos de modificacao de morfologia de
folna por engenharia genética sdo os métodos que introduzem um gene
quimérico contendo um fator regulatério que é presumido para ser envolvido
na morfogénese de folha, e ao qual um dominio inibitorio estava ligado (Do-
cumento de Nao-Patente 1 a 3). Em adicdo, um exemplo conhecido de
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métodos para modificagdo da altura por engenharia genética é o método de
introduzir o gene citoquina hidroxilase, que € um dos genes envolvidos na
sintese de horménio de planta (Documento de Patente 4). Contudo, visto
que plantas transformadas obtidas por tecnologia conhecida frequentemente
exibém morfologias que sdo anormais, ou ndo séo industrialmente Uteis, elas
estdo longe de produzir efeitos comefcialmente valiosos.

Nos anos recentes, varios fatores regulatorios transcricionais
(reguladores transcricionais) envolvidos em xilogénese foram reportados. O
Documento de Nao-Patente 2 descreve 0 regulador transcricional MYB de
um grupo de genes de enzima envolvido em uma trajetéria sintética para
fenilpropandide (por exemplo, lignina), que é um dos componentes na pare-
de de célula secundaria em células de xilema. O Documento de Nao-Patente
3 descreve os fatores regulatérios da familia NAC envolvidos na diferencia-
¢do de células de vaso xilema em plantas herbaceas. A sobree)kpresséo
destes genes tem conduzido & observagao de algum tipo de mudanga em
cada uma das células no xilema. Contudo, com relagéo aos efeitos de ex-
pressao ectépica destes fatores regulatérios em outros 6rgéos, existem so-
mente uns poucos relatérios descrevendo ocorréncia de leve impedimento
de crescimento (Documentos de Ndo-Patente 2 e 3), e ndo existem relato-
rios descrevendo que podem ter utilidade industrial particular. Consequen-
temente, existem conhecimentos muito limitados sobre efeitos de expressao
ectopica de reguladores de xilogénese, ou mais especificamente, efeitos na
modificagdo morfoldgica de flores, folhas, altura.

Os Documentos que descrevem tecnologias conhecidas em re-
lagdo a presente invengdo séo listados abaixo.

[Documento de Patente 1] Publicagdo Kokai de Pedido de Pa-
tente Japonés N2 (JP-A)2005-204573 (pedido de patente japonés publicado
nao-examinado).

[Documento de Patente 2] JP-A (Kokai) 2006-6248.

[Documento de Patente 3] JP-A (Kokai) 2006-20607.

[Documento de Patente 4] JP-A (Kokai)2006-314206.

[Documento de Patente 5] WO2006/109424.
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[Documento de N&o-Patente 1] Guan, et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA,‘99:13296-13301 (2002).

[Documento de Nao-Patente 2] Goi_coechea et al, Plant Journal
43, 553-567 (2005).

[Documento de N&o-Patente 3] Kubo et al, GENES & DEVE-
LOPMENT 19:1855-1860 (2005).

[Documento de Nao-Patente 4] Zhong et al, Plant Cell 18:3158-
3170 (2006). |

[Documento de Nao-Patente 5] Tamagnone et al, The Plant Ceil
10:135-154 (1998).
SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes inventores encontraram uma ampla variedade de

fatores regulatdrios transcricionais (reguladores transcricionais) que regulam
a morfogénese de células de xilema em eucalipto (WO2006/109424). Aque-
les versados na técnica podem imaginar facilmente que estes reguladores
transcricionais tém efeitos de modificar a formacdo de xilema (xilogénese);
contudo, quando os reguladores transcricionais séo produzidos para funcio-
narem ectopicamente, seus efeitos na modificagdo morfolégica séo comple-
tamente desconhecidos, e existe a necessidade substancial de elucidar tais
efeitos para desenvolver uso industrial de plantas.

A presente invengéo foi alcangada em vista das circunstancias
acima, objetivando em proporcionar novos usos de reguladores xilogénicos.

Como um resultado de pesquisa dedicada, os presentes inven-
tores alcangaram a conclusdo que de modo a solucionar o atual problema, é
desejavel expressar éctopicamente os reguladores transcricionais derivados
de eucalipto que regulam a morfogénese de células de xilema, e analisar
seus efeitos de modificar tais érgdos em uma planta.

Para analisar os efeitos de expresséo ectdpica, os presentes in-
ventores consideraram usar o promotor 35S derivado de virus de mosaico
de couve-flor que pode direcionar sobreexpressdo constitutiva de genes em
todos os 6rgdos de uma planta. Mais especificamente, foi esperado que a

analise nos efeitos de expressdo ectdpica em todos os 6rgaos pode ser feita
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imediatamente por clonagem de um regulador transcricional de xilogénese
de eucalipto a jusante ao promotor 35S, e introduzindo 0 mesmo em uma
planta para produzir um modelo.

Em seguida, os presentes inventores consideraram o uso de ta-
baco e eucalipto ao invés de Arabidopsis thaliana como a planta que servira
como um modelo. As caracten’sticas.morfolégicas da planta Arabidopsis tha-
liana sdo, por exemplo, que as folhas sdo folhas Rosetta, e as flores desen-
volvem a formagdo de hastes proeminentes de flor. Esta morfologia é leve-
mente diferente da morfologia de plantas ordinarias que tém caules e folhas
e flores se formando em suas pontas. Por outro lado, o tabaco e eucalipto
exibem uma morfologia ordinaria de plantas, e desde que eles também tém
similaridades muito grandes com plantas arborizadas conforme observado
na formagéo de xilema secundario, eles s&o considerados como o modelo
de planta‘s' mais adequado para analisar os efeitos de expressao ectopica
em cada 6rgao.

Consequentemente, os presentes inventores introduziram no ta-
baco e no eucalipto um promotor que pode direcionar sobreexpressao cons-
titutiva de um gene em todos os érgdos de uma planta, e um regulador
transcricional de formagao de xilema (xilogénese), e analisados seus efeitos.
Como um resultado, os presentes inventores foram bem-sucedidos na des-
coberta dos efeitos de modificacdo de xilema de uma planta, bem como, 0s
éfeitos de modificagdo da morfologia da flor, morfologia da folha, e altura de
uma planta.

Conforme descrito, a presente invengdo é baseada na desco-
berta que expressao ectépica de reguladores transcricionais de xilogénese
de eucalipto pode modificar a morfologia da planta. Mais especificamente, a
presente invencgao refere-se a DNAs que codificam reguladores transcricio-
nais de plantas, seu promotor de fragmentos de DNA, e usos deste, e pro-
porciona os seguintes [1] a [23]: |

[1] Uma planta transformada com um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual uma ou mais morfologias

da planta selecionada a partir do grupo consistindo em morfologia de flor,
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morfologia de folha, e a altura € modificada:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQIDNOs: 5 a 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
quéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQID NOs: 1a4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituig()es,v retiradas, adicdes
e/ou insergdes de aminodacido na seqiiéncia de aminodcido de qualquer uma
de SEQIDNO:5a8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreéndendo a seqliéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4. |

[2] Uma planta transformada com um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a altura da plana é diminu-
ida:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 5 ou 6;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificag@o da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

| (c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicoes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminodcido na sequéncia de aminodacido de SEQ ID NO: 5
oub6; e | | ‘

(d) um DNA que hibridiza sob condigGes estringentes a um DNA
compreendendo a seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1ouZ2.

[3] Uma planta transformada com um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual morfologia de fibra em xi-
lema da planta é modificada, e/ou uma quantidade de crescimento da planta
é aumentada:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qliéncia de aminoécido de SEQID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificacao da se-
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qgiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qiiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminoécido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou 8.; e | .

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢des estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou 4.

| [4] Uma planta transformada com um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a morfologia em xilema da
planta é modificada, e/ou a morfologia da flor da planta é modificada:
| (a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7; '

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagéo da se-

quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3; | '
| (c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminodcido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminodcido na seqliéncia de aminodcido de SEQ ID NO:
7, 'e ‘
~ (d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

[5] Uma planta transformada com um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a morfolbgia em xilema da
planta é modificada, e/ou o nimero de folhas na planta ¢ aumentado:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoécido de SEQ 1D NO: 7 ou 8; | |

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigdes
e/ou insercdes de aminoacido na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigGes estringentes a um DNA
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compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:.3 ou 4.

[6] A planta de acordo com qualquer um de [1] a [5], no qual a
planta é selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco, eucalipto, &-
lamo, pinho, acacia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, tulipa, rosa, cra-
vo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja e cana-de-
agucar. _
[7] Uma célula isolada a partir da planta de acordo com qualquer
um de [1] a [6]. N

[8] Um material de propagag¢do da planta de acordo com qual-
quer um de [1] a [6]. |

| [9] Um érgéo isolado a partir da planta de acordo com qualquer
um de [1] a [6]. _

[10] Um método de modifica’géo de uma ou mais caracteristicas
de uma planta selecionada a partir do grupo consistindo em morfologia de
flor, morfologia de folha, e a alturé, o método compreendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

| (b) regeneraQéo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: '

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de q'ualq‘uer uma de SEQ ID NOs: 5 a 8;

- (ii) um DNA compreendendo uma regido de codificagédo da se-
gliéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID NOs:‘ 1ad,;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou inser¢des de aminoécido na sequéncia de aminodcido de qualquer uma
de SEQIDNOs:5a8; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condicdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4.
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[11] Um método de diminuir a altura de uma planta, o método
compreendendo as etapas de:

(a) introdUgéo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e }

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA gque codifica uma proteina compreendendo a se-
qliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5 ou 6;

(ii) 'u_m DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequiéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigdes
elou insergbes de aminodacido na seqiiéncia de aminoécido de SEQ 1D NO: 5
ou6; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.

'[12] Um método de aumentar uma quantidade de crescimento
de uma planta, o método compreendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
cbmpreendendo o DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: | | |

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(ii) um DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

| (i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma

sequéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adi¢oes
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e/ou insercdes de aminoacido na sequiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou8; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condi¢des estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

[13] Um método de modificar a morfologia da flor de uma planta,
o método compreendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e | _

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

| no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

() um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7;

(il) um DNA compreendendo uma regiéo de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigdes
e/ou insergdes de aminoacido na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7;e ‘

(iv) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

[14] Um método de aumentar o numero de folhas em uma plan-
ta, 0 método compreendendo as etapas de: '

(a) introd'ugéo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o0 DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-

qiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;
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(ii) um DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequéncia de aminodcido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adi¢goes
e/ou inser¢des de aminodcido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou8;e | |

(iv) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou4.

[15] Um método de modificar a morfologia de fibra no xilema de
uma planta, o0 método compreendendo as etapas de:

(a) introdugéo'em uma célula de 'planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

(b) regeneracdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a); |

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

~ (i) um DNA compreendendo uma regiao de codificagéo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
Seqﬂéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adicoes
e/ou insergdes de aminoacido na sequéncia de aminoéacido de SEQID NO: 7
ou8; e .
(iv) um DNA que hibridiza sob condicdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou 4.

[16] Um método de acordo com qualquer um de [10] a [15], no
qual a planta é selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco, eucalip-
to, alamo, pinho, acécia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, tulipa, rosa,
cravo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja e cana-
de-agucar.

[17] Um agente para modificagéo de uma ou mais morfologias
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de uma planta selecionada a partir do grupo consistindo em morfologia de
flor, morfologia de folha, e a altura, no qual o agente compreende como um
ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a
(d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA:

(@) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminoécido de qualquer uma de SEQID NOs: 5 a 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagio da se-
quiéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQID NOs: 1 a4,

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigoes
e/ou insérgées de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de qualquer uma
de SEQIDNO:5a8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4.

[18] Um 'agente para diminuir a altura de uma planta, no quai o
agente compreende como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo o
DNA: |

_ | (a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoacido de SEQ 1D NO: 5 ou 6;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qléncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢oes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminoacido na seqiiéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 5
ou 6; e

(d) um DNA que hibridiza sob condigcbes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 0ou 2.

[19] Um agente para aumentar uma guantidade de crescimento
de uma planta, no qual o agente compreende como um ingrediente ativo um
DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um
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vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQIDNO: 3ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigbes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de amino&cido na seqiiéncia de aminoacido de SEQIDNO: 7
ou8;e '

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

[20] Um agente para modificagdo da morfologia da flor de uma
planta, no qual o agenté compreende como um ingrediente ativo um DNA
selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor
compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
giiéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 7;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
qliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quiéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢des, retiradas, adigoes

e/ou insercdes de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:

-7 e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

[21] Um agente para aumentar o nimero de folhas em uma
planta, no qUaI o agente compreende como um ingrediente ativo um DNA
selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor
compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regiéo de codificagao da se-
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qliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminodcido com uma ou mais substitui¢es, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ous8; e

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 0u 4.

[22] Um agente para modificagdo da morfologia de fibra no xile-
ma de uma planta, no qual o agente compreende como um ingrediente ativo
um DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou
um vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

~ (b) um DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qliéncia de aminoacido com uma ou mais substituigc”)és, retiradas, adigbes
e/ou inSergées de aminoécido na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou8; e |

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a seqliéncia de nucléotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

[23] Um agente de acordo com qualquer um de [17] a [22], no
qual a planta ¢ selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco, eucalip-
to, alamo, pinho, acécia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, tulipa, rosa,
cravo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja e cana-
de-agucar. |
BREVE DESCRICAQO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma fotografia mostrando uma planta de tabaco

transformada por fator regulatério de eucalipto ID N° 77629 CCAAT. As plan-
tas na sexta semana apds naturalizagdo sdo mostradas. Comparado a cepa
tipo selvagem (Wt), o tabaco transformado por fator regulatério (GM) mos-

trou diminuicdo na altura, e foi impedido de crescer.
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A Figura 2 mostra fotografias de uma planta de tabaco transfor-
mada por fator regulatério de eucalipto ID N® 77062 WRKY. A fotografia A
mostra as plantas na sexta semana apds naturalizagdo. Comparado a cepa
tipo selvagem (Wt), o tabaco transformado por fator regulatério (GM) mos-
trou diminuigdo na altura, e foi impedido de crescer. A fotografia B mostra as
folhas na sexta semana apds naturalizagdo. Comparado a cepa tipo selva-
gem (Wt), o tabaco transformado por fator regulatério (GM) tem folhas meno-
res.

A Figura 3 mostra fotografias de uma planta de tabaco transfor-
mada por fator regulatério de eucalipto ID N? 73448 HD-Zip. A fotografia A
mostra as plantas na sexta semana apos naturalizagdo. Comparado a cepa
tipo selvagem (Wt), o tabaco transformado por fator regulatério (GM) mos-
trou altura e crescimento aumentados. As fotografias B e C mostram as mu-
dangas morfolégicas de folhas de tabaco transformadas na sexta semana
ap6s naturalizagdo. Peciolos de folhas de tabaco transformadas aderidos ao
caule, conforme indicado pela seta, e botdes de flores auxiliares foram de-
senvolvidos conforme indicado pela seta (B). Além disso, nas folhas da plan-
ta transformada, a regido de peciolo estava faltando conforme indicado pela
seta, e, ao invés, a area de fol.ha aderida ao caule se difundiu na porgéo ba-
sal (C). As fotografias D e E mostram cada flor de Wt e GM (a barra de esca-
la corresponde a 1 cm). Comparado a Wt, GM tem flores com largura e
cbmprimento,maiores (D e E), e as constrigdes das pétalas indicadas pelas
setas foram quase perdidas em GM (E).

A Figura 4 mostra uma fotografia de uma planta de tabaco trans-
formada por fator regulatério de eucalipto ID N° 74387 MYB. As plantas na
sexta semana apos naturalizagdo sdo mostradas. Comparado.a cepa tipo
selvagem (Wt), o tabaco transformado por fator regulatério (GM) mostrou
altura aumentada e crescimento aumentado.

A Figura 5 é um grafico mostrando um resultado da comparagao
na altura entre plantas de tabaco transformadas por fator regulatério de eu-
calipto e a cepa tipo selvagem. A altura de cada tabaco transformado por

fator regulatorio € mostrada como percentagem comparada aquela da cepa
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tipo selvagem (100%) crescida no mesmo local.

A Figura 6 é uma fotografia mostrando plantas de eucalipto
transformadas por fator regulatério de eucalipto ID N¢ 73448 HD-Zip Il (a
barra de escala corresponde 5 cm). As plantas tipo selvagens (wt) e as plan-
tas transformadas (GM) s&o plantas de eucalipto na oitava semana de natu-
ralizagdo. Comparado as cepas tipos selvagens, o eucalipto transformado
(GM) tem numero maior de folhas com tamanho maior. -

A Figura 7 é uma fotografia mostrando uma planta de eucalipto
transformada por fator regulatério de eucalipto ID Ne 73448 HD-Zip Il (a bar- -
ra de escala corresponde 5 cm). A cepa tipo selvagem (wt) e a planta trans-
formada (GM) sdo plantas de eucalipto na oitava semana de naturalizagao.
Comparado a cepa tipo selvagem, o eucalipto transformado (GM) mostrou
altura aumentada e crescimento aumentado.

A Figura 8 é uma fotografia mostrando plantas de eucalipto
transformadas por fator regulatério de eucalipto ID N¢ 74387 MYB (a barra
de escala corresponde 5 cm). As plantas na sexta semana apds naturaliza-
cdo sdo mostradas. Comparado as plantas tipos selvagens (wt), as plantas
de eucalipto transformadas por fator regulatério (GM) tinham grande numero
de folhas com dimenséao maior.

A Figura 9 é uma fotografia mostrando plantas de eucalipto
transformadas por fator regulatério de eucalipto ID N° 74387 MYB (a barra
de escala corresponde 5 cm). As plantas na sexta semana apds naturaliza-
¢éo sdo mostradas. Comparado a cepa tipo selvagem (wt), o eucalipto trans-
formado por fator regulatério (GM) mostrou altura aumentada e crescimento
aumentado. | |

A Figura 10 é um grafico mostrando um resultado de compara-
¢do na altura entre plantas de eucalipto transformadas por fator regulatorio
de eucalipto e a cepa tipo selvagem. A altura de cada eucalipto transformado
por fator regulatério € mostrada como percentagem comparada aquela da
cepa tipo selvagem (100%) crescida no mesmo tempo. "73448 HD-Zip II"
indica a altura média da cepa transformada por 1D N‘_—’ 73448 HD-Zip tendo
alta taxa de crescimento. "74387 MYB" indica a altura média das plantas
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transformadas por ID N2 74387 MYB.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO
O uso de DNAs da presente invengao ndo somente produz efei-

tos de modificacdo das propriedades de xilema em plantas, mas também
torna possivel regular artificialmente a formagao de tragos morfoldgicos, tais
como morfologia de flor, morfologia de folha, e altura para modificar a morfo-
logia de plantas. Mais especificamente, os DNAs da presente invengao sao
altamente Uteis na agricultura e industria, visto que eles podem ser usados
para criar novas flores, plantas ornamentais, e plantas de horticultura, que
tém valor estético, e/ou para produgdo eficiente ou aumentada de graos e
biomassa. |

A presente invengao proporciona plantas transformadas com um
DNA que codifica regulador transcricional envolvido em xilogénese, e com-
preendendo modificagdo em uma ou mais morfologias selecionadas a partir
do grupo consistindo em morfologia de flor, morfologia de folha, e altura.

Se a morfologia da planta tiver sido modificada, ela pode ser de-
terminada por comparagdo a um controle. Na presente inven¢ao, um “con-
trole" refere-se a uma planta que pertence a mesma espécie como uma
planta transformada da presente invengao, e que nao tenha sido artificial-
mente introduzida com um DNA da presente invengdo. O controle na presen-
te invencgdo ndo é particularmente limitado, considerando-se que é uma plan-
ta que pertence 4 mesma espécie como a planta transformada da presente
invengado, e que néo tenha sido artificialmente introduzida com um DNA da
presente invengdo. Portanto, o controle da presente invengao inclui plantas
as quais um DNA outro do que um DNA da presente invengao tenha sido
introduzido. Exemplos de tais plantas incluem plantas pertencentes a mesma
espécie como a planta transformada da presente invengao, e tendo sido
transformada com um DNA que outro do que um DNA da presente invengao,
que é um DNA com uma mutagéo de perda de fungdo em um DNA da pre-
sente invengdo, que ¢ uma forma de DNA funcionalmente suprimida conver-
tida de um DNA da presente invengao, ou que é um fragmento de DNA pro-

duzido de uma regido em um DNA da presente invenga@o cuja regiao e insu-
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ficiente para expresséo funcional. Contudo, as plantas ndo estdo limitadas a

estes exemplos.
Um exemplo de fatores regulatérios transcricionais (reguladores

transcricionais) da presente invengao envolvidos em xilogénese é o regula-

dor de ligagdo ID N2 77629 CCAAT. Exemplos de DNAs que codificam o re-

gulador de ligagdo ID N¢ 77629 CCAAT incluem:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreéhdendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5; -

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminodcido na seqiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
5 e '

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1.

, Outro exemplo de reguladores transcricionais da presente in-
vengao envolvidos em xilogénese é o regulador ID N® 72062 WRKY. Exem-
plos de DNAs que codificam o regulador ID N® 72062 WRKY incluem:

| (a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a ‘se-
qiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 6;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagao da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2;

(c) um DNA que'codifica uma proteina compreendendo uma se-
gliéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigbes
e/ou insergdes de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
6; e

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2.

Outro exemplo de reguladores transcricionais da presenté in-
vencdo envolvidos em xilogénese € o regulador ID N2 73448 HD-Zip Il. E-
xemplos de DNAs que codificam o regulador ID N° 73448 HD-Zip |l incluem:
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(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificacdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢oes, retiradas, adi¢oes
e/ou inser¢des de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID.NO: 3.

Outro exemplo de reguladores transcricionais da presente in-
vengdo envolvidos em xilogénese é o regulador ID N° 74387 MYB. Exemplos
de DNAs que codificém d fegulador ID N2 74387 MYB incluem:

~ (a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
gliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificacédo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
guéncia de aminoacido com uma ou mais substituicbes, retiradas, adigdes
e/ou inser¢des de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
8; e ’

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 4.

As regides que codificam aminoacido das seqUéncias de nucleo-
tideo de SEQ ID NO:1 a 4 acima mencionadas sdo como segue.

Regulador de ligagdo ID N° 77629 CCAAT:

Na sequiéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO:1, a se-

~ quéncia entre posigdes 87 e 662 corresponde a regiao de codificagao de

aminoéacido (SEQ ID NO:5).
Regulador ID N 72062 WRKY:
Na sequiéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO:2, a se-

quéncia entre posigdes 48 e 2300 corresponde & regiao de codificagéo de
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aminoacido (SEQ ID NO:6).

Regulador ID N2 72448 HD-Zip Il

Na sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO:3, a se-
quéncia entre posigdes 23 e 778 corresponde a regiao de codificagao de
aminodcido (SEQ ID NO:7).

Regulador ID N¢ 74387 MYB:

Na sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO:4, a se-
quéncia entre posigdes 128 e 790 corresponde a regiao de codificacao de
aminoécido (SEQ ID NO:8).

Conforme aqui usado, os termos "consistindo em" e "compreen-
dendo” sdo concretizados no termo "compreendendo".

A presente invengao também proporciona plantas transformadas
com um DNA que codifica o regulador de ligagdo ID N2 77629 CCAAT, ou
um DNA codificando o regulador ID N2 72062 WRKY, e tendo altura diminui-
da. |

Na presente invengao, "altura” refere-se a altura acima do solo
de uma planta. Se a altura é diminuida ou nao pode ser determinada pela
medig¢ao da altura acima do solo comparando-os a.um controle. Na presente
invencao, a altura é referida para ser "diminuida”, considerando-se que ela é
diminuida mesmo em uma quantidade pequena. Os DNAs da presente in-
vengdo que codificam o regulador de ligagdo ID N2 77629 CCAAT tém as
caracteristicas de diminuir somente a altura de uma planta (Figura 1). Os
DNAs que codificam regulador ID N 72062 WRKY tém as caracteristicas de
diminuir a altura e tamanhos da folha (Figura 2). Os DNAs que codificam o
regulador de ligagao ID Ne 77629 CCAAT, e os DNAs que codificam o regu-
lador ID N@ 72062 WRKY, ambos néo afetam a morfologia da flor. Quando
impedimento de crescimento de uma planta ocorre, todos os érgaos ordina-
rios suportam impedimento de crescimento. Contudo, os DNAs que codifi-
cam o regulador de ligagdo ID N2 77629 CCAAT e os DNAs que codificam o
regulador ID N® 72062 WRKY tém as caracteristicas de causar impedimento
de crescimento somente na altura, e em certos 6rgados, tais como as folhas.

As plantas transformadas da presente invengdo com um DNA
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que codifica o regulador de ligagao ID N2 77629 CCAAT, e as plantas trans-
formadas com um DNA que codifica o regulador ID N° 72062 WRKY nao séo
particularmente limitadas, considerando-se que sua altura é diminuida, e
podem ser modificadas com relagdo a outras partes no corpo da planta. E-
xemplos de modificagdes de outras partes incluem, por exemplo, diminuigao
na largura e/ou comprimento de flores, diminui¢do no numero de folhas, di-
minuigdo na largura e/ou comprimento de folhas, diminuicdo na area e/ou
espessura de folhas, diminuigdo no comprimento e/ou espessura de raizes,
diminui¢do na largura e/ou comprimento do caule, diminui¢ao no tamanho
das sementes, e diminuigdo no nimero de frutos, mas nao limitam estes.

A presente in\)engéo também proporciona plantas que sao trans-
formadas com um DNA que codifica o regulador ID N2 73448 HD-Zip I, ou
um DNA que codifica o regulador 1D N¢ 74387 MYB, no qual morfologia de
fibra no xilema das plantas é modificada, e uma gquantidade de crescimento
é aumentada. |

Na presente invengao, "morfologia de fibra no xilema é modifi-
cada" significa que pelo menos um comprimento de fibra, largura de fibra, e
espessura de parede no xilema da planta € aumentado, comparado aqueles
antes da transformagdo. Alternativamente, também significa que a razao de
Runkel varia comparada aquela antes da transformagéo. Na presente inven-
¢éo, a razdo de Runkel significa o valor obtido pela divisdo da espessura de
parede dupla pelo didmetro do lumen da célula.

Se o comprimento de fibra, largura de fibra, e/ou espessura de
fibra € aumentado ou ndo pode ser determinado pela medi¢do do compri-
mento de fibra, largura de fibra, e/ou espessura de fibra. Se a razao de Run-
kel varia ou ndo pode ser determinada pela medi¢éo da espessura de pare-
des e diémetrb de lumen de célula, e calcula-se a razdo de Runkel. Na pre-
sente invengdo, a morfologia de fibra em xilema é referida para ser "modifi-
cada”, considerando-se que pelo menos um de comprimento de fibra, largu-
ra de fibra e espessura de parede em xilema de uma planta & aumentado
mesmo em uma pequena quantidade, ou considerando-se que a razéo de

Runkel varia mesmo em uma pequena quantidade.
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Na presente invengdo, um "aumento em uma quantidade de
crescimento” refere-se a um aumento na altura, alargamento de didmetro de
caule, um aumento no nimero de folhas, um aumento na area das folhas,
um aumento no numero de flores, € um aumento na massa de secagem. Se
a quantidade de crescimento € aumentada ou ndao pode ser determinada
pela medicéo da altura, didmetro de caule, numero de folhas, area de folha,
numero de flores, e massa de secagem, e comparando-0s équeles de um
controle. Na presente invengdo, uma quantidade de crescimento é referida
para ser "aumentada" considerando-se que ela é aumentada mesmo em
uma pequena quantidade. |

Além disso, a presente invengdo proporciona plantas que sao
transformadas com um DNA que codifica o regulador ID N° 73448 HD-Zip I,
no qual a morfologia de fibra no xilema das plantas é modificada, e/ou a mor-
fologia de flor das plantas € modificada.

Uma "modificagdo da morfologia da flor" na presente invengao
inclui aumento na Iargura_da flor, aumento no comprimento da flor, modifica-
¢bes na morfologia da pétala, mas nao estd limitada a estes. Na presente
invengao, largura de flor refere-se ao didmetro maximo do 6rgdo da flor -
composto de pétalas. Se a largura da flor € aumentada ou nao pode ser de-
terminada pela medigdo do didmetro maximo do 6rgao da flor, e comparan-
do-os a um controle. Na presente invengdo, uma largura de flor é referida
para ser "aumentada" considerando-se que ela é aumentada mesmo em
uma pequena quantidade.

Na presente invengdo, o comprimento da flor refere-se a distan-
cia a partir do limite entre o célice e o pedunculo a ponta da pétala mais dis-
tal. Se o comprimento da flor é aumentado ou nao pode ser determinado
pela medigdo da distancia a partir do limite entre o calice e pedunculo a pon-
ta da pétala mais distante, e comparando-os a um controle. Na presente in-
vengdo, um comprimento de flor é referido para ser "aumentado” conside-
rando-se que ele € aumentado mesmo em uma pequena quantidade.

Uma "modificagdo da morfologia da flor" na presente invengao

inclui modificagdes de morfologia da flor associadas com modificagdes na

\



10

15

20

25

30

22

morfologia da pétala. Um exemplo € o caso onde uma modificagdo na morfo-
logia da pétala faz com que uma regido constrita entre as pétalas desapare-
ca, modificando, desse modo, a morfologia da flor. Mais especificamente,
uma "modificacdo da morfologia da flor" na presente invengao €, por exem-
plo, conversdo de uma morfologia em forma de estrela total da flor devido a
constrigdes entre pétalas em um pentagono quase circular, conforme indica-
do pelas setas na Figura 3E. Contudo, as modificagoes néo estao limitadas a
estas.

Além disso, a presente invengé@o proporciona plantas que sao
transformadas com um DNA que codifica o regulador ID N¢ 73448 HD-Zip I,
ou o regulador ID N 74387 MYB, no qual a morfologia de fibra em xilema
das plantas é modificada, e/ou o niumero de folhas nas plantas é aumentado.

Na presente invengdo, o nimero de folhas refere-se ao nuamero
de folhas formadas durante um dado periodo de tempo em uma planta, ou 0
numero de folhas formadas durante a vida Gtil de uma planta (até morte). Se
o numero de folhas aumenta ou ndo pode ser determinado pela medi¢ao do
nuamero de folhas e comparando-o a um controle. Na presente invencgao, o
numero de folhas é referido para ser "aumentado” considerando-se que ele €
aumentado mesmo em uma pequena quantidade.

N&o existe restrigao particular na forma do "DNA que codifica
um regulador transcricional envolvido em xilogénese" na presente invencgao,
considerando-se que ele pode codificar um regulador transcricional que pode
participar na xilogénese em eucaliptos, ou em plantas outras do que eucalip-
to; e o DNA inclui DNAs gendémicos, DNAs quimicamente sintetizados, bem
como cDNAs. Além disso, DNAs compreendendo uma sequéncia de nucleo-
tideo arbitral baseado na degeneragéo de coddigo genético s&o. também in-
cluidos, considerando-se que eles codificam um regulador transcricional en-
volvido em xilogénese.

Um versado na técnica pode preparar DNAs e cDNAs gendmi-
cos pelo uso de meios convencionais. DNAs genémicos podem ser prepara-
dos, por exemplo, pela extragdo de DNAs genémicos de uma planta; cons-

trucdo de uma biblioteca gendmica (um plasmideo, fago, cosmideo, BAC,
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PAC, ou similares podem ser usados como um vetor); desenvolvimento dos
mesmos; e realizagdo de hibridizagdo de coldnia ou hibridizagao de placa
usando-se uma sonda preparada baseada em um DNA que codifica um re-
gulador transcricional envolvido em xilogénese (por exemplo, um DNA com-
preendendo a sequiéncia de nucleotideo de uma de SEQ ID Nos: 1 a 4). Al-
ternativamente, DNAs gendémicos podem ser preparados pela preparagao de
iniciadores especificos para um DNA qUe codifica um reguladbr transcricio-
nal envolvido em xilogénese, e realizagdo de PCR pelo uso destes iniciado-
res. cDONAs podem ser preparados, por exemplo, péla sintetizagdo de cDNAs
baseados em mRNAs extraidos de eucalipto ou plantas outras do que euca-
lipto, inserindo-os em vetores tais como AZAP, para criar uma biblioteca de
cDNA; desenvolvendo-os; e realizando hibridizagdo de colénia ou hibridiza-
¢do de placa conforme descrito acima. Eles podem também ser preparados
por realizagé@o de PCR.

Além disso, como os DNAs da presente invengao, nao somente
DNAs que codificam a sequiéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQ
ID NO: 5 a 8, mas também DNAs que codificam uma proteina estruturalmen-
te similar aquelas protel'nas (por exemplo, mutantes, derivados, alelos, vari-
antes, e homologos) podem ser usados, considerando-se que eles s&o
DNAs que codificam um regulador transcricional envolvido em xilogénese.
Tais DNAs incluem, por exemplo, DNAs cada que codificam uma proteina
compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido com uma ou mais substitui-
coes, retiradas, adigdes elou insercdes na sequéncia de aminoacido de
qualquer de uma de SEQ ID Nos: 1 a 4. '

Métodos 'para isolamento de tais DNAs bem-conhecidos aum
versado na técnica incluem a técnica de hibridizagéo (Southern E.M., Journal
of Molecular Biology, Vol. 98, 503, 1975), e a técnica de reagdo de cadeia
polimerase (PCR) (Saiki, R. K., et al. Science, vol. 230, 1350-1354, 1985;
Saiki, R.K. et al., Science, vol. 239, 487-491, 1988). Especificamente, um
versado na técnica pode usualmente isolar DNAs que codificam uma protei-
na compreendendo uma sequéncia de aminoacido com uma ou mais substi-

tuices, retiradas, adigbes e/ou insergdes na sequéncia de aminoacido de
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qualquer de uma de SEQ ID Nos: 1 a 4 de varias plantas, pelo uso como
uma sonda total ou uma parte da sequéncia de nucleotideo (por exemplo, as
sequiéncias de qualquer uma de SEQ ID Nos: 1 a 4) de um DNA que codifica
um regulador transcricional envolvido em xilogénese em eucalipto, ou em
plantas outras do que eucalipto, ou pelo uso como oligonucleotideos inicia-
dores que hibridizam especificamente a um DNA que codifica um regulador
transcricional envolvido em xilogénese em eucalipto, ou plantas outras do
gue eucalipto.

Para isolar tais DNAs, a reagdo de hibridizagdo é usualmente
realizada sob condigbes estringentes. As condigdes de hibridizagao estrin-
gentes podem ser selecionadas apropriadamente por aqueles versados na
técnica. Por exemplo, uma pré-hibridizagéo é realizada durante toda a noite
a 42°C em uma solucdo de hibridizacdo compreendendo 25% de formamida
ou 50% de formamida, sob condi¢cdes mais estringentes, 4x SSC, 50 mM de
Hepes pH 7,0, 10x de solugdo de Denhart, e 20 pg/ml de DNA de esperma
de salmao desnaturado; em seguida, uma sonda etiquetada é adicionada; e
hibridizagdo é realizada por incubagao durante toda a noite a 42°C. A lava-
gem subsequente pode ser realizada sob solugao de lavagem e condig¢des
de temperatura de "1xSSC, 0,1% de SDS, 37°C" ou, desse modo, condig¢des
mais estringentes de “0,5x SSC, 0,1% de SDS, 42°C", ou, desse modo, e
condicdes ainda mais estringentes de "0,2x SSC, 0,1% de SDS, 65°C", ou,
desse modo. O isolamento de DNAs como homologia mais alta para a se-
quéncia de sonda pode ser esperado pelo uso de condigoes de lavagem de
hibridizagdo com estringéncia mais alta, conforme descrito. Contudo, as
combinagdes acima mencionadas de SSC, SDS e condigbes de temperatura
sdo exemplares, e aqueles versados na técnica podem alcancar as mesmas
estringéncias conforme aquelas descritas acima pela combinagao adequa-
damente dos elementos acima mencionados, ou outros elementos que de-
terminam a estringéncia de hibridizagdo (por exemplo, concentragéo da son-
da, comprimento da sonda e tempo de reagao de hibridizagao). A homologia
de DNAs isolados indica uma identidade de sequiéncia de pelo menos 50%

ou mais, mais preferivelmente 70% ou mais, ainda mais preferiveimente 90%
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ou mais (por exemplo, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais) sobre a se-
quéncia de aminodcido total. A homologia de sequiéncia pode ser determina-
da usando-se programas de BLASTIN (nivel de acido nucléico), ou BLASTX
(nivel de aminodcido) (Altschul et al. J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990). Os
programas sdo baseados no algoritmo BLAST por Karlin e Altschul (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87:2264-2268, 990; Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:5873-5877, 1993). Quando se analisa uma sequéncia de nucleotideo por
BLASTIN, os parémetrds sdo ajustados para, por exemplo, contagem = 100
e comprimento de palavra = 12. Quando se analisa uma sequéncia de ami-
noacido por BLASTX, os parémetros sdo, por exemplo, ajustados para con-
tagem -50e comprimento de palavra = 3. Alternativamente, uma sequéncia
de aminoacido pode ser analisada usando-se programa BLAST com Folga
conforme indicado por Altchul et al (Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402,
1997). Quando programas BLAST e BLAST com Folga sao usados, os pa-
rametros de falha de cada programa s&o usados. Os procedimentos especi-
ficos destes métodos de andlise s&o conhecidos. o
. Preferivelmente, as proteinas codificadas por DNAs isolados pe-
la técnica de hibridizagéo'cada compreende as seguintes caracteristicas es-
truturais (dominios):
| 776629CCAAT compreende um dominio de CBF e um dominio

de HAP2; ”

72062WRKY compreende um dominio WRKY;

7244HD-Zip i contém um doml’nio homeo e um dominio leucina
zipper; e 4

74387MYB compreende um dominio SANT, um dominio de liga-
¢do de Myb DNA, e um dominio REBI. |

As plantas transformadas podem ser produzidas usando-se um
DNA que codifica um regulador transcricional envolvido em xilogénese, pela
introdugdo nas células da planta de um vetor inserido com o DNA, e regene-
ragao de plantas de células de planta transformadas resultantes.

Os vetores na presente invengdo sao preferiveimente aqueles

que podem expressar genes inseridos nas celulas de planta. Exempios in-
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cluem vetores, tais como pLH1 e pMH2, mas os vetores nao sdo particular-
mente limitados a estes. Os vetores da presente invengdo podem conduzir,
por exemplo, um promotor para expressao de gene constitutivo em células
de planta (por exemplo, um promotor do gene SK2 quitanase da batata, e
promotor de virus de mosaico de couve-flor 358). Particularmente na pre-
sente invencdo, o uso de promotores, tais como aqueles que induzem ex-
pressdo na planta total, promotores especificos de apice de broto, promoto-
res éspecificos de folha, ou promotores especificos de flor, é preferido, a
partir do ponto de vista de expresséo dos genes da presente invengao ecto-
picamente. Quando tais promotores s&o usados, DNAs sdo designados de
modo que um DNA da preéente invengdo que codifica um regulador transcri-
cional envolvido na xilogénese é operavelmente ligado a jusante de um pro-
motor. Em seguida, um \}eto'r compreendendo um DNA designado ¢ introdu-
zido nas células de planta. As plantas transformadas em que um gene da
presente invengdo é expresso ectopicamente podem ser obtidas através da
regeneragao a partir das células de planta transformadas resultantes. Dessa
maneira, a presente invengdo também proporciona DNAs em que um DNA
da presente invengdo que codifica um regulador transcricional envolvido na
xilogénese é operavelmente ligado a jusante de um promotor. Aqui, "opera-
velmente ligado" significa que uma sequéncia de promotor e um DNA da
presente invengcdo que codifica um regulador transcricional envolvido em
x'ilogénese sdo ligados de modo que a expressao deste DNA é induzida pela
ligagao de um fator de transcri¢éo & sequéncia de promotor.

Além destes vetores, vetores que conduzem um promotor que
séja ativado indutivamente por estimulagdo externa, pode também serem
usados.

Aqueles versados na técnica podem introduzir DNAs da presen-
te invengdo em células por métodos conhecidos, tais como métodos de pro-
pileno glicol, método de eletroporagéo, métodos mediados por Agrobacteri-
um, e métodos de canhao de particula.

Em adicdo, a regeneragdo de plantas é também possivel usan-

do-se métodos conhecidos aqueles versados na técnica, de acordo com 0
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tipo de célula de planta (Toki et al, Plant Physiol., 100: 1503-1507, 1995).
Por exemplo, um numero de técnicas para produgao de plantas transforma-
das sdo ja estabelecidos, e sdo amplamente usados no campo técnico da
presente invengdo. Este métodos incluem o método de introduzir genes em
protoplastos usando-se polietileno glicol e, em seguida, regeneragéo de
plantas (Datta et al., In Gene Transfer To Plants. Petrykus e Spangenberg,
G. Eds, pp, 66-74, 1995), o método para introduzir genes em protoplastos
usando-se pulso elétrico e, em seguida, regeneragéo de plantas (Toki et al.,
Plant Physiol. 100: 1503-1507, 1992), o método de introdugao diretamente
de genes em células usando-se 0 método de canhao de particula e, em se-
guida, régeneragéo de plantas (Christou et al., Bio/technology, 9: 957-962,
1991), e 0 método para introdugdo de genes, via uma Agrobacterium, e, em
seguida, regeneragéo de plantas (Hier et al., Plant J., 6: 271-282, 1994). Es-
tes métodos podem ser apropriadamente usados na presente invengao. |

Quando se usa o método de Agrobacterium acima, o método de
Nagel et al. (Microbiol. Lett. 67: 325, 1990) é usado, por exemplo. Neste mé-
todo, um vetor recombinante é transformado em um Agrobacterium, e sub-
seqlientemente, o Agrobacterium & introduzido em uma célula por método
conhecido, tal como o método de disco de folha. O vetor acima mencionado
compreende um promotor de expressdo de modo que, pof exemplo, o DNA
da presente invengao que codifica um regulador transcricional envolvido em
xilogénese é expresso em uma planta apos introdugdo na planta. Geralmen-
te, o DNA da presente invehgéo que codifica um regulador transcricional en-
volvido efn xilogénese esta localizado a jusante do promotor, € um termina-
dor esta localizado adicionalmente a jusante de tal DNA. O vetor recombi-
nante usado para este propodsito é adequadamente selecionado por um ver-
sado na técnica, dependendo do tipo de planta ou método de introdugdo. Os
promotores acima mencionados incluem, por exemplo, CaMV355 derivado
de virus de mosaico de couve-flor, e o promotor de ubiquitin de milho (JP-A
(KOkai) H2-79983).

A geragdo de eucalipto transformado € possivel usando-se, por
exemplo, métodos descritos na Patente Japonesa Registrada N° 356284 e
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JP-A (Kokai) 2002-281851, conforme mencionado nos Exemplos abaixo;
contudo, os métodos ndo sao limitados a estes.

Exemplos do terminador acima mencionado podem ser um ter-
minador derivado de virus de mosaico de couve-flor, € o terminador do gene
nopalina sintase; contudo, o promotor e terminador ndo sdo limitados a es-
tes, considerando-se que eles funcionam em uma planta.

As plantas em que o DNA da presente invengao que codifica um
regulador transcricional envolvido em xilogénese é introduzido podem ser
explantes, ou o DNA pode ser introduzido nas células cultivadas preparadas
a partir destas plantas. As “células de planta" na presente invengéao incluem,
por exemplo, células de planta de uma folha, raiz, caule, flor e scutellum em
uma semente; calluses, e células cultivadas em suspensao.

De modo a selecionar eficientemente as células transformadas
pela introdUgéo do DNA da presente invengao que codifica um regulador
transcricional envolvido em xilogénese, o vetor recombinante é introduzido
nas células de planta, preferivelmente junto com um gene marcador de sele-
cao 'adequado, ou um vetor de plasmideo compreendendo um gene marca-
dor de selegdo. Os genes marcadores de selegdo usados para esta proposta
incluem, por exemplo, o gene higromicina fosfotransferase resistente ao an-
tibidtico higromicina, o gene neomicina fosfotransferase resistente a canami-
cina, ou gentamicina, e o gene acetiltransferase resistente ao herbicida fosfi-
notricin.

As células em que o vetor recombinante foi introduzido sao co-
locadas em um meio de s'elegéo conhecido contendo um agente de selegdo
adequado dependendo do tipo de gene marcador de selegao introduzido, e
em seguida, cultivadas. Desse modo, as células cultivadas de planta trans-
formadas podem ser obtidas.

As plantas regeneradas das células transformadas sao, em se-
guida, cultivadas em um meio de aclimatizagdo. Em seguida, quando as
plantas regeneradas aclimatizadas s&o desenvolvidas sob condigdes de cul-
tivo normais, as plantas em que uma ou mais morfologias selecionadas a

partir do grupo consistindo em morfologia de flor, morfologia de flor e altura



10

15

20

25

30

29

foram modificadas s@o obtidas. As plantas obtidas tornam-se maduras e dao
frutos, e ddo sementes. Mais especificamente, a presente invengao propor-
ciona métodos para produgdo de plantas transformadas, que compreendem
as etapas de:

(a) introdugd@o em uma célula de planta de um DNA que codifica
um regulador transcricional envolvido em xilogénese, ou um vetor compre-
endendo o DNA; e -

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula de planta a
qual o DNA ou o vetor foi introduzido em (a).

A presenca dos DNAs estranhos introduzidos nas plantas trans-
formadas que sdo regeneradas e desenvolvidas dessa maneira pode ser
confirmada pelo método de PCR conhecido, ou método de hibridizagéo de
Southern, ou por analise das sequéncias de nucleotideo dos DNAs em plan-
tas. Neste caso, a extragdo dos DNAs a partir das plantas transformadas
pode ser efetuada de acordo com o método conhecido por J. Sambrook et
al. (Molecular Clonihg, 22 edigao, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). Quando se analisa os genes estranhos que estdo presentes nas plan-
tas regéneradas e incluem os DNAs da presente invengdo, usando-se 0 mé-
todo de PCR, uma reagdo de amplificacdo & efetuada usando-se como um
ga‘barito os DNAs extraidos a partir das plantas regeneradas. Uma reacgao
de amplificacdo pode também ser realizada em uma mistura de reagéao con-
tendo como iniciadores de oligonucleotideos sintetizados que compreendem
sequéncias de nucleotideo adequadamente selecionadas de acordo com as
sequéncias de nucleotideo dos DNAs da presente invengdo. Na reagéo de
amplificagao, reagéeé de desnaturagdo, recozimento e extensdo de DNAs
podem ser repetidas varias dez vezes para obter produtbs amplificados de
fragmentos de DNA compreendendo as sequéncias de DNA da presente
invengdo. Sujeitando-se a mistura de reagéo compreendendo os produtos
amplificados, por exemplo, a eletroforese de agarose, 0s varios tipos de
fragmentos de DNA amplificados s&o fracionados, capacitando, desse modo,
a confirmagado de se um certo fragmento de DNA corresponde a um DNA da

presente invengao.
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Uma vez que uma planta transformada que compreende um
DNA da presente invengdo que codifica um regulador transcricional envolvi- -
do em xilogénese em uma forma introduzida no cromossomo é obtida, pro-
génies podem ser obtidas a partir da planta por reprodugdo sexuada ou as-
sexuada. Adicionalmente, células, 6rgaos e materiais de propagagdo (por
exemplo, sementes, frutos, paniculas, tubérculos, raizes tuberosas, tocos,
calluses e protoplastos) podem ser isolados da planta ou suas progénies ou
clones, e as plantas podem ser produzidas em massa baseado nestes mate-
riais. A presente invengao inclui células de planta em que um DNA que codi-
fica um regulador transcricional envolvido em xilogénese foi introduzido;
plantas compreendendo as células; 6rgdos das plantas (por exemplo, flores,
folnas, raizes e caules); progénies e clones das plantas; e materiais de pro-
pagacéo das plantas e suas progénies e clones. Tais células de planta, plan-
tas compreendendo as células, érgaos das plantas (por exemplo, flores, fo-
lhas, raizes e caules), progénies e clones das plantas, e materiais de propa-
gagdo das plantas, e suas progénies e clones, podem ser usados em méto-
dos para modificagdo de uma ou mais morfologia das plantas selecionadas a
partir do grupo consistindo em morfologia de flor, morfologia de folha, e altu-
ra.

Exemplos das plantas da presente invengao incluem plantas or-
namentais, plantas a serem usadas como alimento, e plantas para uso in-
dustrial. Estas plantas incluem plantas arborizadas e plantas herbaceas. E-
xemplos de plantas arborizadas incluem eucalipto, alamo, pinho, acécia, ce-
dro japonés, cipreste japonés, abeto, Broussonetia kazinoki x B. papyrifera, e
Edgeworthia chrysantha; contudo, as plantas nao estao limitadas a estas.
Exemplos de plantas herbéaceas incluem "Kenaf", papiro, tabaco, tulipa, rosa,
cravo, orquidea, monstera, Alocasia odora, arroz, trigo, milho, soja, e cana-
de-acucar; contudo, as plantas néo estéo limitadas a estas.

A presente invengao proporcibna adicionalmente métodos para
modificagdo de morfologia de uma planta, que compreendem as etapas de:

(a) introducdo em uma célula de planta de um DNA que codifica

um regulador transcricional envolvido em xilogénese, ou um vetor compre-
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endendo o DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula de planta a
qual o DNA ou o vetor foi introduzido em (a).

O termo "modificar" na presente invengdo ndao somente significa
modificar a morfologia de uma planta tipo selvagem, mas também significa
modificar a morfologia-de uma planta em que algum tipo de mutagéo ja foi
introduzido. Aqui, ndo existe limitagdo do tipo ou extensao de mutag¢ao na
planta em que algum tipo de mutag&o ja foi introduzido.

Na presente invengdo, ndo existem limitagbes particulares para
as plantas cuja morfologia é para ser modificada, e exemplos incluem as
plantas acima mencionadas.

Nos métodos acima descritos, vetores compreendendo um DNA
que codifica um regulador transcricional envolvido em xilogénese incluem
aqueles acima mencionados. Além disso, a introdugdo de um vetor compre-
endendo um DNA que codifica um regulador transcricional envolvido em xi-
logénese em células de plantas, e regeneragao de pl'antas a partir de células
de plantas, podem ser efetuadas pelos métodos acima descritos.

Exemplos das plantas incluem plantas arborizadas e plantas
herbaceas. Exemplos de plantas arborizadas incluem eucalipto, alamo, pi-
nho, acécia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, Broussonetia kazinoki x
B. papyrifera, e Edgeworthia chrysantha; contudo, as plantas-ndo estao limi-
tadas a estas. Exemplos de plantas 'herbécveas incluem "Kenaf", papiro, ta-
baco, tulipa, rosa, cravo, orquidea, monstera, Alocasia odora, arroi, trigo,
milho, soja, e cana-de-agucar; contudo, as plantas ndo estdo limitadas a es-
tas. | '

Além disso, a presente invengdo proporciona metodos para mo-
dificagdo de uma ou mais morfologias de uma planta selecionada a partir do
grupo consistindo em morfologia de flor, morfologia de folha, e altura, no
qual o método compreende as etapas de: '

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e |

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula de planta a
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qual o DNA ou o vetor foi introduzido em (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-

* quéncia de aminodacido de qualquer uma de SEQ ID NOs: 5 a 8;

(i) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID NOs: 1 a 4,

(if) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adi¢des
e/ou inser¢des de aminoacido na seqliéncia de aminoéacido de qualquer uma
de SEQIDNOs:52a8;e

(iv) um DNA que hibridiza sob condi¢des estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4.

A presente invengdo também proporciona métodos para diminuir
a altura de uma planta, que compreende as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo 0 DNA; e

~ (b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5 ou 6;

| (iiy um DNA compreendéndo uma regido de codificagdo da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
seqiiéncia de aminoéacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adicoes
e/ou insergdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5
oub6; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA

compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.
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Adicionalmente, a presente invengdo proporciona metodos para
aumentar uma quantidade de crescimento de uma planta, que compreende
as etapas de:

(a) introdugé@o em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o0 DNA; e

(b) regeneracdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a); .

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: |

(i) um DNA que ‘codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(if) um DNA compreendendo uma regido de codificagédo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
seqliéncia de aminoacido com uma ou mais substituigées; retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminoécido na sequéncia de aminoacido de SEQID NO: 7
ou8; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condicdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

Adicionalm‘ente, a presente invengdo proporciona métodos para
modificar a morfologia da flor de uma planta, na qual o método compreende
as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e '

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)

a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qguéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 7;
(i) um DNA compreendendo uma regiao de codificagao da se-

quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;
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(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequiéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigoes
e/ou insergbes de aminoacido na seqUéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7;e

(iv) um DNA que hibridiza sob condi(;c”)es estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona métodos para
aumentar o nimero de folhas em uma planta, na qual o método compreende
as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor

compreendendo o DNA; e
(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a

'qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA ¢é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: '

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ 1D NO: 7 ou 8;

(ii) um DNA compreendendo uma regiao de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(ili) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢bes, retiradas, adigdes
elou insercdes de aminodcido na seqléncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ousg;e |

(iv) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou 4.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona métodos para
modificar a morfologia de fibra no xilema de uma planta, no qual o método
compreende as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

| (b) regeneracdo de uma planta a partir da célula da planta a

qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);
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no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoéacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(ii) um DNA compreendendo uma regiéo de codificacdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreéndendo uma
sequéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢oes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminoacido na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou 8; e |

| (iv) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

A presente invengdo também proporciona agentes para modifi-
cagao de morfologia de planta. Os agentes da presente invengao pbdem ser
usados, por exemplo, para produgdo de uma planta cuja morfologia é modifi-
cada, ou para modifiCagéo da morfologia da planta. |

Mais especificamente, a presente invengao proporciona agentes

para modificar uma ou mais morfologias de uma planta selecionadas a partir

do grupo consistindo em morfologia de flor, morfologia de folha, e altura, no
qual o agente compreende como um ingrediente ativo um DNA selecionado
a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreenden-
do o DNA: |

(a) um DNA qUe codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQ ID NOs: 5 a 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID NOs:I 1a4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qiiéncia de aminoacido com uma ou mais substituicoes, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de qualquer uma
de SEQIDNO:5a8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA

compreendendo a sequéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
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NOs: 1 a 4.
Adicionalmente, a presente invengéo proporciona agentes para

diminuir a altura de uma planta, no qual os agentes compreendem como um
ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a
(d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5 ou 6;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qiiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adi¢Ges
e/ou inser¢des de aminoacido na sequéncia de aminoéacido de SEQ ID NO: 5
oub; e

N | (d) um DNA que hibridiza sob condi¢oes estringentes a Um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.

Adicionalmente, a presente invengé@o proporciona agentes para

aumentar uma quantidade de crescimento de uma planta, no qual os agen-

tes compreendem como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir
do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo o
DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificacdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigbes, retiradas, adigoes
e/ou insercbes de aminoacido na sequiéncia de aminoacido de SEQID NO: 7

~ou8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.
Adicionalmente, a presente invengdo proporciona agentes para

modificacdo da morfologia da fior de uma planta, no qgual os agentes com-
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preendem como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do grupo
consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendéndo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adigoes
e/ou inser¢des de aminoacido na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7: e |

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona agentes para
aumentar o nimero de folhas em uma-planta, no qual os agentes compreen-
dem como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do grupo con-
sistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

“(b) um DNA compreendendo uma regiéo de codificagdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4,

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigc")evs, retiradas, adi¢des
elou insergdes de aminoécido na sequéncia de aminoéacido de SEQ ID NO: 7
ou8; e '

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3o0u 4.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona agentes para
modificacdo da morfologia de fibra no xilema de uma planta, no qual os agen-
tes compreendem como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo 0 DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-

quéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 7 ou 8;
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(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qliéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminodacido na seqUéncia de aminoacido de SEQID NO: 7
ou8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢oes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQID NO: 3ou 4.

Nos agentes da presente invengao para modificar a morfologia
de planta, exemplos de vetores compreendendo um DNA gue codifica um
regulador transcricional envolvido em xi|ogéhese incluem aqueles descritos
acima. Exemplos das plantas incluem plantas arborizadas e plantas herba- -
ceas. Exemplos de planfas arborizadas incluem eucalipto, alamo, pinho, a-
céacia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, Broussonetia kazinoki x B.
papyrifera, e Edgeworthia chrysantha; contudo, as plantas nao estéo limita-
das a estas. Exemplos de plantas herbaceas incluem "Kenaf", papiro, taba-
co, tulipa, rosa, cravo, orquidea, monstera, Alocasia odora, arroz, trigo, mi-
lho, soja, e cana-de-agucar; contudo, as plantas n&o estao limitadas a estas.

EXEMPLOS

Aqui abaixo, a presente invengao sera especificamente descrita
com referéncia aos Exemplos, mas néo é para ser construida como estando
limitada a estes. A menos que de outro modo notado, experimentos foram
realizados de acordo com manuais de laboratdrio tais como “Cloning and
Sequence" (editado por Lasahiro Sugiura e supervisionado por ltaru Wata-
nabe, Nosonbunka Company (1989)), e "Molecular Cloning (Sambrook et al.
(1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press)".

EXEMPLO 1
Producio de tabaco transformado introduzido por fator regulatorio

Os presentes inventores descobriram que a introdugao de cada
um de quatro tipos de genes entre onze tipos de genes de fator regulatério
descritos em WO2006/109424 em tabaco causa mudangas nas morfologias

de flor e de folha, que eram efeitos inesperados. Os detalhes desta desco-
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berta sdo descritos nos presentes Exemplos.

O tabaco é classificado como herbaceo, mas sua estrutura de
tecido basica e ciclo de vida sdo muito mais similares a plantas econdmicas
convencionais (plantas de horticultura, colheitas € madeira para matéria-
prima industrial) do que a Arabidopsis thaliana que é conhecida como uma
planta modelo, e é geralmente usada para verificar efeitos de introdugédo de
genes para uso pratico (Gray-Mitsumune et al, Plant Mol. Biol. 1999,
39:657-669; Patzlaff et al., 2003, Plant Journal 36}:743-754). Portanto, nos
Exemplos, os efeitos da presente invengao serao descritos usando-se taba-
co. Contudo, a espécie de planta nao é limitada a tabaco, e aqueles versa-
dos na técnica podem prontamente compreender que os efeitos podem ser
amplamente usados em plantas em geral. Aqueles versados na técnica po-

dem facilmente obter efeitos descritos neste Exemplo em outra espécie de

- planta pela introdugéo de um gene de fator transcricional da presente inven-

¢ao.
(1) Construcéo de construcdes para transformacao

‘ Construcdes para transformagéo foram construidas por subclo-
nagem de cada um dos DNAs dos fatores regulatérios (SEQ ID Nos: 1 a 4) a
jusante do promotor 35S no vetor gabarito pB121 (Bevan, M., Nucleic Acids
Res. 12, 8711-8721, 1984). O método de subclonagem foi, por exemplo, sin-
tetizacdo de iniciadores que pode amplificar o comprimento total de um cD-
NA, fosforilagao e enfraquecimento_das extremidades de fragmentos amplifi-
cados por PCR, e ligando-os a jusante do promotor 35S de um vetor pB121
do qual a porgéo de gene GUS foi removida usando-se enzimas de restri¢cao,
e cujas extremidades foram enfraquecidas em avango. Desde que a expres-
sdo aciona o promotor 35S dos fatores regulatorios, os eféitos no xilema que
é o local original de fungdo, bem como os efeitos devido a expressao ectopi-
ca em outros locais, podem ser verificados. Estas construgdes foram intro-
duzidas em Agrobacterium (cepa LBA4404) por eletroporagédo, e os trans-
formantes foram selecionados em um meio LB agar (25 pug/ml cada de ka-
namicin e higromicin, e 1,0% de agar). Colénias simples foram selecionadas
a partir da placa de Agrobacterium transformado, e eles foram individual-
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mente cultivados (28,5°C, 240 rpm) durante toda a noite em um meio liquido
de LB contendo antibiético (25 pg/ml cada de kanamicina e higromicina).
Apo6s cultura, a solugéo de cultura de Agrobacterium foi centrifugada (5°C,
8000 rpm, 5 minutos) para coletar células. O sobrenadante foi removido, e
meio liquido de MS foi adicionado a precipitados'brandamente suspensos. A
suspensdo foi coletada em um tubo de 50 ml, e esta foi diluida usando-se
meio liquido de MS para ajustar o OD550 da suspensao para 0,5. Esta sus-
pensao foi usada para procedimentos de infecgéo.
(2) Transferéncia de gene em tabaco

Folhas jovens de tabaco crescidas sob condigoes estéreis com

um meio de crescimento (MS, 3% de sacarose, NAA 107 M, BA10° M, 1%
de agar, pH 5,6) foram usadas como amostras para infecgdo. As folhas fo-

ram colocadas em um prato contendo agua estéril, o perimetro das folhas e

as veias maiores foram removidos, e as por¢des remanescentes foram cor-
tadas em secbes de aproximadamente 7 mm quadrados usando um escalpe.
Estas secdes foram pressionadas entre KimTowels esterilizados e levemen-
te secadas. Em seguida, as se¢des foram assentadas no meio de pré-cultura
(MS, 3% de Sacarose, NAA 107 M, BA 10° M, 1% de agar, pH 5,6) com seu
faceamento para cima indesejavel, e pré-cultivadas durante toda a noite a
25°C.

As secdes de folhas pré-cultivadas foram embebidas na sus-
pensdo de Agrobacterium, e cultivadas por 20 minutos com agitagado branda,
e, em seguida, as segdes foram pressionadas entre KimTowels esterilizados
e levemente secadas, assentadas em um meio de co-cultura com seu face-
amento para cima indesejavel, e co-cultivadas no escuro a 25°C por dois a
trés dias. As se¢des co-cultivadas foram transferidas para um meio de sele-
cdo usando-se um par de pingas, e este foi cultivado sob luz a 25°C. Apds a
cultura ser iniciada, as folhas foram transferidas para um meio de selegéo
fresco de duas em duas semanas. Quando os brotos foram rediferenciados,
as segoes foram transplantadas em um meio de enraizamento livre de hor-
ménio (1/2 MS 1,5% de sacarose, 1% de agar, pH 5,6, Claforan 200 pg/ml,

Hyg, 30 pug/ml), e os transformantes foram selecionados.
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Caudas de transformantes desenvolvidas suficientemente no
meio de enraizamento foram cortadas em cortes de nodo simples, e subcul-
tivados com um meio de araizamento fresco. Apos subcultivo por trés a qua-
tro semanas, e quando as plantas de tabaco transformadas tinham crescido
a uma altura de planta de aproximadamente 10 cm, as plantas foram trans-
plantadas em solo de pote, e elas foram desenvolvidas em uma estufa por
seis semanas, e até a coleta da semente. Ao mesmo tempo, plantas de ta-
baco tipo selvagem foram também desenvolvidas da mesma maneira para
comparagao. Até a sexta semana durante o periodo de crescimento, a altura
da planta, didmetro do caule, ‘e 0 nimero de folhas foram examinados toda
semana.

EXEMPLO 2
Modificacdo de morfologias de flor e de folha e altura por requladores de xi-

logénese
(1) Efeitos de regulador de ligacdo ID N2 77629 CCAAT

@) efeito'obtido pela introdugdo de regulador de ligagéo 1D N°
77629 CCAAT de SEQ ID NO:1 é mostrado nas Figuras 1 e 5. O tabaco

transformado desenvolvido por seis semanas em estufa mostrou diminuigao

de aproximadamente 20% na altura comparado a cepa tipo selvagem, desse
modo um efeito de impedimento de crescimento foi mostrado (Figuras 1 e 5).
Contudo, desde que o tamanho das folhas foi 0 mesmo conforme aquele da
cepa tipo selvagem, este efeito de irhpedimento de crescimento ndo foi um
efeito de impedimento de crescimento da planta total, mas um efeito que
diminui a altura somente. A partir dos resultados acima, os presentes inven-
tores descobriram qu'e quando regulador de ligagdo N¢ ID 77629 CCAAT é
feito funcionar ectopicamente em partes outras do que o xilema, ele mostra
um efeito de modificagé@o de altura. '
(2) Efeitos de regulador 1D N° 72062 WRKY

O efeito obtido pela introdugéo de regulador ID N¢ 72062 WRKY

de SEQ ID NO:2 é mostrado nas Figuras 2 e 5. O tabaco transformado de-

senvolvido por seis semanas em uma estufa mostrou diminui¢ao de aproxi-
madamente 20% na altura comparado a cepa tipo selvagem, desse modo
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um efeito de impedimento de crescimento foi mostrado (Figuras 2A e 5). As
folhas na sexta semana apés naturalizagdo estavam menores para o tabaco
transformado por 1D N¢ 72062 WRKY comparadas a cepa tipo selvagem (Fi-
gura 2B). A partir dos resultados acima, os presentes inventores descobri-
ram que quando regulador N2 ID 72062 WRKY ¢ feito funcionar ectopica-
mente em partes outras do que o xilema, ele mostra um efeito de impedi-

mento de crescimento.

(3) Efeitos de regulador ID N2 73448 HD-Zip |l

O efeito obtido pela introdugéo de regulador ID N 73448 HD-Zip
Il de SEQ ID NO:3 é mostrado nas F'iguras 3 e 5. O tabaco transformado
desenvolvido por seis semanas em uma estufa mostrou aumento de aproxi-
madamente 50% na altura comparado & cepa tipo selvagem, desse modo
um efeito de aumento dé crescimento significante foi mostrado (Figuras 3A e
5). As folhas de tabaco transformadas na sexta semana ap6s naturalizagéao
mostraram adesdo do peciolo e haste, e desenvolvimento significante dos
botdes de flores auxiliares (Figura 3B). Além disso, as folhas dos transfor-
mantes foram formadas tal que elas esticam para cima (Figura 3A). Morfolo-
gicamente elas eram levemente estreitas e alongadas, carecidas de regiao
de peciolo, e, ao invés, tinham &rea aderida a haste e difundida na por¢ao
basal (Figura 3C). Apds nove a dez semanas de cultivo, o tabaco cresceu
em uma estufa iniciada para dar flores. As diferencas morfolégicas foram
também observadas para as flores da cepa tipo selvagem e o tabaco trans-
formado. Comparado & cepa tipo selvagem, o tabaco transformado por ID N¢ -
73448 HD-Zip Il tinha flores com largura e comprimento significantemente
aumentados (Figuras 3D e 3E). Além disso, outras mudangas morfoldgicas
foram observadas: o estame foi alongado com relagao ao pistilo. A compara-
¢do das pétalas mostrou que a cepa tipo selvagem tinha uma morfologia em
forma de estrela, visto que existiam constrigdes, pelo que o transformante
tinha uma morfologia modificada de um pentagono regular ou uma forma
quase redonda similar a resplendores matinais, visto que as constricbes das
pétalas foram quase perdidas (Figura 3E). Com relagao a morfologia de fibra

da cepa tipo selvagem e o tabaco transformado neste caso, a cepa tipo sel-
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vagem tinha comprimento de fibra de 0,683 mm, largura de fibra de 20,4 pm,
espessura de parede de 3,4 pm, e razdo de Runkel de 49,6% (0,496), pelo
que, o tabaco transformado tinha comprimento de fibra de 0,813 mm, largura
de fibra de 24,5 pm, espessura de parede de 5,5 ym, e razao de Runkel de
82,1% (0,821); portanto, o efeito de modificagao de xilema foi alcangado
conforme esperado. A partir dos resultados acima, os presentes inventores
descobriram que quando regulador ID N® 73448 HD-Zip |I é feito funcionar
ectopicamente em partes outras do que o xilema, ele mostra, em adi¢do aos
efeitos de modificacdo de xilema, efeitos de mod'ificagéo, tais como efeitos
de aumento de altura, aumento de crescimento, modificagao da morfologia
da folha‘, e modificagdo da morfologia da flor.
(4) Efeito de requlador ID N° 74387 MYB

Os efeitos obtidos pela introdugdo de regulador ID N° 74387
MYB de SEQ ID NO:4 sdo mostrados nas Figuras 4 e 5. O tabaco transfor-

mado desenvolvido por seis semanas em uma estufa mostrou aumento de
aproximadamente 20% na altura comparado a cepa tipo selvagem, desse
modo um efeito de aumento de crescimento foi mostrado (Figuras 4 e 5).
Além disso, enquanto o tamanho das folhas era o0 mesmo da cepa tipo sel-
vagem, o numero de folhas foi aumentado. Com relagdo a morfologia da fi-
bra da cepa tipo selvagem e tabaco transformado neste caso, a cepa tipo
seAIvagem tinha um comprimento de fibra de 0,800 mm, largura de fibra de-
24,1 pm, espessura de parede de 5,6 pum, e razdo de Runkel de 86,8%
(0,868), pelo que, o tabaco transformado tinha comprimento de fibra de
1,010 mm, largura de fibra de 29,2 pm, espessura de parede de 6,5 um, e
razio de Runkel de 80,2% (0,802); portanto, o efeito de‘ modificagdo de Xxi-
Iema foi alcangado conforme esperado. A partir dos resultados acima, 0s
presentes inventores deécobriram que quando regulador ID N¢ 74387 MYB é
feito funcionar ectopicamente em partes outras do que o xilema, ele mostra,
em adicdo aos efeitos de modificagdo de xilema, efeitos de mudanga de altu-

ra, aumento de crescimento, e aumento do numero de folhas.

EXEMPLO 3

Producio de eucalipto transformado introduzido por fator regulatério
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Os presentes inventores confirmaram que introducao de dois ti-
pos de genes (ID N° 73448 HP-Zip Il e ID N° 74387 MYB), de entre os quatro
tipos de genes de fator regulatério que mostram efeitos no tabaco, no euca-
lipto produz efeitos similares. Os detalhes sao descritos nos presentes E-
xemplos. _
Para transformagdo de eucalipto, as construgbes descritas no
Exemplo 1 foram usadas. A transformagéao foi realizada usando Agrobacteri-

um, e com referéncia a Patente Japonesa Registrada N°® 356284 "Methods

for producing transformed Eucalyptus plants”. A rediferenciagdo em plantas

foi realizada de acordo com JP-A (Kokai) 2002-281851. "Methods for rediffe-
rentiating woody plants from calluses". _

Mais especificamente, ramificagdes prematuras de um cruza-
mento entre E. grandis e' E. urophylla crescidas em meio B5 (1% de sacaro-
se, 2 rpm) foram usadas como a amostra para infecgdo. As ramificagdes fo-
ram co-cultivadas com Agrobacterium por dois dias em um meio de co-
cultura (meio basal B5, 2 mg/1 NAA, 0,2 mg/l 4-PU, 3% de sacarose, 10 uM
de acetosiringone, galactose a 1 mM, 2,5 mg/l de DTT). Em seguida, bacteé-
rias foram removidas das ramificagdes por cultura por sete dias com meio dé
esterilizagdo (meio basal B5, 2 mg/l de NAA, 0,2 mg/l 4-PU, 3% de sacarose,
6,25 pg/mi de meropenem). Em seguida, cultura seletiva foi realizada para
um total de 20 a 30 dias por subcultura em intervalos de sete dias com um
rheio de selegdo (meio basal B5, 0,04 mg/l de NAA, 0,25 mg/l 4-PU, 3% de
sacarose, 10 pg/ml de higromocin) para selecionar calluses transformados.
De modo a induzir broto primordia a partir dos calluses transformados obti-
dos, cultura foi realizada com um meio de indugdo (meio basal B5, 0,04 a
0,06 mg/l de NAA, 2 mg/l 4-PU, 3% de sacarose, 25000 lux, 24 horas na cla-
ridade). Em seguida, para induzir rediferenciagéo de brotos a partir do broto
primordia obtido, cultura foi realizada com um meio de broto (meio basal B5,
0,02 mg/l de NAA, 0,2 mg/l de BA, 1% de sacarose, 0,2% de Gelrite, 5000
lux, 16 horas na claridade). Finalmente, apés transferéncia dos brotos culti-
vados para um meio de enraizamento (1/4 meio basal B5, 0,01 mg/l de NAA,
1% de sacarose, 0,4% de agar, 5000 lux, 16 horas na claridade), plantas
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jovens transformadas foram obtidas.
EXEMPLO 4
Modificacdo de altura de planta de eucalipto por reguladores de xilogénese
(1) Efeitos de requlador ID N° 73448 HD-Zip ||

Transformantes de eucalipto aos quais regulador ID N¢ 73448
HD-Zip Il de SEQ ID NO:3 foi introduzido s&o mostrados nas Figuras 6 e 7.

O eucalipto transformado desenvolvido por oito semanas em uma estufa ti-
nha grande nimero de folhas, mostrou grande morfologia de folha, e exibiu
aumento de aproximadamente 20% na altura comparado a cepa tipo selva-
gem (Figuras 6, 7 e 10), desse modo um efeito de aumento de crescimento
similar équele observado para tabaco descrito no Exemplo 2 foi mostrado.
Com relagdo a morfologia da fibra da cepa tipo selvagem e do eucalipto
transformado neste caso, a cepa tipo selvagem tinha um comprimento de
fibra de 0,705 mm, largura de fibra de 14,4 ym, espessura de parede de 4,2
pm, e razdo de Runkel de 140% (1,4), pelo que, o eucalipto transformado
tinha comprimento de fibra de 0,814 mm, largura de fibra de 16,2 ym, es-
pessura de parede de 5,3 pm, e razdo de Runkel de 189,3% (1,893); portan-
to, o efeito de modificagao de xilema foi alcangado conforme esperado.

A partir dos resultados acima, os presentes inventores mostra-
ram que q_uando regulador ID N2 73448 HD-Zip |i € feito funcionar ectopica-
mente em partes outras do que o xilema, ele mostra efeitos de modificagao
de altura, aumento de crescimento, e aumento do numero de folhas no euca-
lipto em uma planta arborizada, justamente como nos resultados obtidos
com tabaco que é uma planta herbacea. |
(2) Efeito de requlador ID N° 74387 MYB |

Transformantes de eucalipto aos quais regulador ID N? 74387
MYB de SEQ ID NO:4 foi introduzido sdo mostrados nas Figuras 8 e 9. O

eucalipto transformado desenvolvido por seis semanas em uma estufa tinha
grande nimero de folhas, mostrou maior morfologia de folha, e exibiu au-
mento de aproximadamente 40% na altura comparado a cepa tipo selvagem,
desse modo um efeito de aumento de crescimento similar aquele observado

para o tabaco descrito no Exemplo 2 foi mostrado (Figuras 8, 9 e 10). Com
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relacdo a morfologia da fibra da cepa tipo selvagem e eucalipto transformado
neste caso, a cepa tipo selvagem tinha um comprimento de fibra de 0,694
mm, largura de fibra de 14,4 ym, espessura de parede de 4,2 ym, e razédo de
Runkel de 140% (1,4), pelo que, o eucalipto transformado tinha comprimento
de fibra de 0,785 mm, largura de fibra de 15,8 pm, espessura de parede de
4,8 ym, e razdo de Runkel de 154,8% (1,5448); portanto, 0 efeito de modifi-
cagao de xilema foi alcangado conforme esperado.

A partir dos resultados acima, os presentes inventores descobri-
ram que quando regulador ID N¢ 74387 MYB é feito funcionar ectopicamente
em partes outras do que o xilema, ele mostra efeitos de modificagao de altu-
ra, aumento de crescimento, e aumento do nimero de folhas no eucalipto
que é uma planta arborizada, justamente como nos resultados obtidos com
tabaco que é uma planta herbacea. ' |

A ampla faixa de efeitos de modificagdo morfolégica por cada
um dos fatores regulatérios antes mencionados pode ser induzida pelo uso
de promotores que induzem expressao em uma planta total (por exempio,
promotores 35S e ubiquitina). Os efeitos podem também serem induzidos
em uma maneira limitada pelo uso, por exemplo, de promotores especificos
de apice de broto quando da modificagéo da altura, promotores especificos
de folha quando da modificagdo da morfologia da folha, e promotores espe-
cificos de flor quando da modificagéo da morfologia da flor. Isto é facilmente
concebivel por aqueles versados na técnica.

Conforme descrito acima, os presentes inventores demonstra-
ram que efeitos de modificagdo quantitativa e qualitativa nas flores, folhas e
altura podem ser obtidos em ambas plantas arborizadas e herbaceas tendo-
se reguladores de xilogénese que funcionam ectopicamente. Estes efeitos
de modificacdo podem ser usados para aumentar a produgéo de gréos e/ou

biomassa; criacdo de novas flores, plantas ornamentais e plantas de horticul-

tura.
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Listagem de Sequlencias

Q110> 0J1 PAPER CO.,LTD.
<120> METODOS PARA MODIFICACAO DA MORFOLOGIA DA PLANTA
130>  0J1-AD701Y1
<150y JP 2007-148317
2007-05~-30

<170> Patentln version 3.4

<2100 1
Q211> 987

DNA .
¢913> Eucalyptus cemaldulsnsis

gg?xtc;tt patocatton essstgtato asaatisster taasaanate eatteittcs
gtascctagt toosttagos tistanstgo actttttoat atattcatoa trttgetant
tggattgoac ttccammett gatctgetst cagagcastt tacooteoat attttgtgea
ttetsceges tottteoga gttcatggts gaatdocttt gooocttess atezcgEngl
agecagttta tgteaatgot asgomatate atggtattct gagacggege cgastaceag
canaggcoga ecttgataga aasgocgtsa agggesgana gooatatotc cacgaatceo
gaveocgees tgcgatgegs agacoengps sttoogsags cogotilictt ascaceanca
ggoteratey tzatgettoe agolitgoag caganaaago tptraattoc agtptigate
taccencaca atttsttaag acstcaspty ctoaaggott tossactege tocetzegex
cagettosac aggcteoast geEaatgcts gigccastsk gototoatac casggtatas
gotgcottgg tacagagaag geaacottge agctatatga giguootest geRgootace
aatagctane cst;:tutscz tezegatece atggégctcc acattgotig tgctaveitc
ttttatttos gtaagaanta geagatetet gcamggstat goggotitoc ogagiegags
accoteagtt tgoteteote cggoeattes ttottggots atacgtgoto tttaastate
tetgttotte agzangogag ttotoactas otggettato aagttgecag ecgttgtogt
atggeigit tzastaptot ctctictgtt catgtttatg tttetgagga tttogggaca

agrttattta tgetgtette oftoasa

QI 2

211> 2485 .
<212> DNA .
<N Eucalyptus camsidulengis

400> 2
gatagtitto cptotatoot cscctizeze tongpgitag ctacatcats agtgREgcap

gstgetastgt tgocktzatt grtgettgeg teootcoceg tccangeosa agaaootttt
toacogegat gottggtgat gacattzett tgagptosge actzgaagst tctggaaace
atsegacage sEsEctitit ctaggatotc aegeagggt gacgatggre aaocttigeas
acapggecsc aseacgagtt getoctagty gtepteecon otooagtgen tetgecttse
etgecgagod geanggEtat togogtosat gtottzegea saggtiggea gocegagety
getttascge cocaagatia satacagagg gasttagsto tgotgateta togtogaatoa
ctgatgtice grotccttat ttescaatoc ctectggtot aagtoctaca scacttotog

120
180
240
300

g g

g &

120
780
840
500
e
987

120
180
240
300

g 8 g
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attcoooagt tticcictoy astacgeigp ctoagocots tcngaocaoé geaeagtics
cttteattoa teaceetest agoagEaget cogggtteat gttagatzce astacsagta
aagatasces acttgagges secagtiott catcotttae tttosagect cttggggest
cgagttogtc otitttiggt golzmsasca asatgastos agetecattt cetcagoagt
cttacoacag astopaggtt toagtteagt cagassattc tgtocastol ogteatgtak
 aagosscosa attgcantcc cagasteesa ELERobioce METtosEEd gocttttcon
goteateage agassatgtt getggteaty atgpaxtgos agotaetonn eggaacttes
gtactsttac tegtgatcet gasoattoto ogoogotega ogageascag gatgatgesg
gageocansg astcazogzs gattoottey tegptgttaa tgRtAEcREe cottetgang
atgustatas ctggagaaaa tatggacage asoasgtonn EEgacgogal tatccangaa
gttattaces gtpossteat cceagetetc aagiaazasa gaegetggas cgatotoats
agggocatet tacagasste atctacaagg gegoccaces eaccogasd cotocanoga
accgoogeto tetostizpp geagotoats cctitestaa catecegite gaceateoat
pacegatgeg ottecagaat getacggacs stgatoctge ttazectast sigoagasaa
ctgotagtat msgeggatcs gagtegegse agpataacct tgaggtoacs teateeccat
ctgatggcoo cgaatttage astgotoosa sctottiaca gacacagaat getaetaats
asttezaatc egggsatosg StEEAtgogt cototacttt ttcesstget gaatyigate
atgagosgea gacgeacgyt egtgtatott tggotiatea tggagangaa gatgaatots
sttoanegeg aaggaasatt gamgectaty caactgatat gagtpegect toangagood
ttopteascs gagegttyty gtocaganga ccagtsaget egetettott gacgatggtt
atcgotggee ceagtatgge cagasagitg teaagpgasa CCogeecccd aggagttact
acaagtgoac asgtcotarc tzcscgrtta gpasgcecet AEREEERHOE toscatgace
ttasgtcapt asttaotacg tatgaagesa agantastos tgatzttoct gotactogea
stagoagoes tgtosactot pgtgostoaa gogetatace aaccoagtac accacctote
‘oagttcagac teaggtecal aggecggesc cetcsoagt ooatagoatg stegezesyt
atgazgggcs ogegtoatty gettoptita goctaccizp sagacegcaa ctaggoocty
ptocogeatt ttecttogea atgaatocac coagactzme pesttttgoa atfEclggee
tzgglectgy coegggceat ottcogatet tgectgttos toostiicig gotcagonge
sccanrtace tgeaatggga ticetgttac cgaaegaaga accaasgzet gagecaatgt
ctgascctze tecanactty totaaceact cctoggttte toagontatt stgagtagec
tgecgettgy acctoagatg tasatttcec cottiitgtt ttteettans gngasgsasc
stoasotgat astatatsta gottttceat agogatecat sttittgttt tetttgtits
acttotosag ttotgagtty acgttettoe tegititgeo agtatagtac ictocattte
cogttcagty atgogegeag ctoas
S5 o9

212 DHA
<713> Eucelyptus camaldulensis

4o 3
gattosecco gitattgtzs acatgtgece tatoxattog ggocgotent togacanges

g 8 §

720
780

200

860
1020
1080
1140
1200
1260

-1320

1380
1440
1600
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2100

2160
2220

2340

2450
2485
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ccttagtote getttagsot gttatgggsa teoteaagat cacgagatca agatceagaa
eocgetogeg asgetoegiy gtaactocec gtgoctoacy stagzctifo ocgZosggas
pgoEtacgge cteggratocg cpagtggges OLAERTOARE aatatcooEa FOARELORA
ategtopttc toasactcas goagtBcgea §@gpBagaag ECEERETAsg FREAERAAEA
RECRELLEAR apasfEacEE Jotogocgag gEcgactatc sstatozang atgeagetzs
gtioagocce aggasgaags tcaggettic tasaguacaa egtiocatit tggacgagag
cttcasageg cacacaeccs tcaacactes acassegeac gatitgecea atogptteas
totocegoch cggcaagtay 2egtatagtt ocagastags agngecagee ctaasttaaa
acanactgse gtogagtgog sgatgotzea gesetgotge gesaccetisn asgaigagen
cagasggtts aagaaggegt tgcesgaget caagtoatty sagoogacts cgtoggttta
taggeagatt cotgeagely -gtotenatot atgescttot tgtgaama ttacocateo
ggaattoncy tictcgacts astotogaot ttggeotgot catcosteng cogctigtta
ascatcatct tiemggogag aascttgoat agttatacts grtttgeatt tttottstic
‘tgcataasst actoacctyg cotototzot ttatisatog gatagtess

Q10> 4
11> $30

Q12> DNA
213> Fucalyptus cemsldulensis

400> 4 .
gesgacotic acaccctatc aga2asggag tagactittc ceocotocct ctototetet

ctetototot ctotetotet ctotototet gteacagasg cedctgsaate atageottex

cagcangaty aagEzegage NZAagEasca CAEAnRgEd ctgtegaceg cegaggages
cageottote gcggactacg tgagggtgoe tgpcaszges aagtggasto goattooooa
gatgecaggo ctpaasaget gigeosageg otgonggote azgtegetye attacctges
cocgagog'tg pagogaggte atttetogga ggaagadgec gacctcatea toagactota
caatettctt sganacagat ggtogottat tgeggEgoge gttootgiga gaacceataa
tcaagtgeng asovettgga eocactcattt zagcangagy étcggg‘ttca agnanggoaa
cgeoaggact gatgatcate gtocgegeno coaccltcasd AREZRGEsEE ageatoatgs
catgatgety gactcgegct tsgagconce otoomgogac cacttagnag naactgotog
gaaaatoeég Zesgatzace agtcgieicy gegagcects gtegastgog attcctcaca
gosettgect actccgagea atgagticen geaccocttt tegttotita acaptgattt
gastctttat agtoccgatt toacagacag etizggegag tavactttag stcttgtato
s(atasnt{g tonoogaatt ttctttagas geaattsete totectttoo cttoagttot
ctatgtggeo gtecanaage {agttcatgt trtcotggen aaggasctag oatogiacag
gtaccpattc sggtgacuss ahacgestge :
e 5

211> 1582

212> PRT .
13> Euselyptus camsldulensis

Qo> 5

120
180
240
300
360
420

540

660
120
780

gee

120
180
280

360
420
480
640

660
120

780

830
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‘lm His Phe Phe IIS le Tyr Ser Ser Phe '1!5;: Trp Leu Asp Cya }%w Sar
Lys |le Asp Leu Mot Ser Glu GIn Phe Thr Leu’Bis |le Leu Trp 1o
20 25 30 _
yal Pro Kis Leu Tyr GIy Val His @1y Arg Bet Pro Leu Pro Leu 8lu
36 40 45
st Ala Glu 8lu ProVal Tyr Val Asn Ala Lys 8in Tyr His Gly lle
50 5 8
teu Arg Arg Arg Arg 1le Arg Aln Lys Ala Glu Leu Asp Arg Lys Ala
gou Are Ark AT A8 2 76 8
val Lya @ly Arg Lys Pro Tyr Leu His Glu Ser Ar His Arg His Ala
ve By Are gf % ¢ B
Mt Arg Arg Pro Arg Gly Ser Giy Gly Arg Phe Leu Asn Thr Lys Ar
& Avi Fo Are Gly Ser BIY Tk °° Mo T e
Lou Asp Gly Aep Asp Ser Ser Phe Ala Ala Glu Lys Ala Val Asn Ser
- 118 120 126
Sar Vel Asp Lau Pro Thr 8ln Phe Val Lys Thr Ser Thr Ala 8in Bly
130 135 14
Phe Gin Thr Arg Ser Met Arg Ala Asp Ser Thr Gly Ser Asn Bly Asn
145 160 185 160

Ala Ser Ala Asn ag Leu Sar Tyr GIn Gly |le Ser Cye Leu sng Ala
{ 170 17

Glu Lys Giu Thr Leu &in Leu Tyr Glu Gly Pro Asn €l Ala Tyr Lys
180 " 765 T

(10> 6
<21y 151

Q1> PRT
213> Eucalyptus cama!duilmis
<4 6 ‘ |
Mot Ser Gly Aln Asp Asp Aen Val Ala Vsl Ile Gly Asp Trp Vsl Pro
1 5 10 15
Pro Ser Pro- Ser Pro Arg Thr Phe Phe Thr Aia Met Leu Bly Asp Asp
20 26 30
Ile Gly Leu Arg Ser Gly Leu Glu Ala Ser gly Asn Asn Lys Thr Gly
3B 4 45
Gly Leu Phe Leu @ly Ser 8ln Blu Arg Val Thr let Bly Asn Phe Glu
50 L1 6o

Aan Lys Asp Thr Lys Arg Val Gly Pro Ser Gly Gly Asp His Ser ler
g ve P 70 y S 80

¢lu Ser Gly Leu Ala Ala Bl 6in Lys Gly Tyr Ser Arg 8ly Cys Leu
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85 80 v 95

Gly 6iu Arg Leu Ala Ala Arg Ala Gy Phe Asn Ala Pro Arg Lou Asn
100 105 110
Thr Glu Bly lle Arg Ser Als Asp Leu Ser Ser Asn Pro Asp Val Arg
115 120 125
Ser Pro Tyr Leu Thr 1la Pro Pro 61y Leu Ser Pro Thr Thr Lau Ley
130 . 135 o 140
Asp Ser Pro Vel Phe Leu Ser Asn Thr Leu Ala @in Pro Ser Pro Thr
145 160 158 160
Thr Gly Lyz Phe Pro Phe |le His Asn Asn Asn Ssr Arg Ser Ser 8ly
166 170 {75
Loy Mat Leu AaB Ale Asn Thr Ser Lys Asp Asn Pro Leu Glu Glu Asn -
18 185 199
Ser Ser Ser Ser Phe Ala Phe Lys Pro Leu Gly Giu Ser Ser Ser Ser
185 200 205
Phe Phe Giy Ale 8ly Ser L{: Bst Ash &in Ala Thr Phe Pro 8in GIn
210 215 220
Ser Tyr His Arg lis @1y Val Ser Yal Gin Ser Qiu Asn Ser Val €in
226 236 . 235 240
"8er Arg Asn Va! Glu Ale Thr Lys Leu Gln Ser @In Asn 8ly Ser Gly
245 250 80
Phe G!n Phe Gin Bly Asp Phe Ser Arg Ser Ser Ala Glu Asn Val Ale
280 285 270
8ly His Asp Gly Val Pro Ala Asp @ln Arg Asn Pha Ser Thr Val Thr
v e 5k 260 26
8ly Asg Pro Glu His Ser Pro Pro Leu Asp Glu 6ln Gin Asp Asp Glu
28 206 300 ‘
% Asp Gin Arg tla Ser Gly Asp Ser Leu Val Gly Val Asn QOly Gly
3w k) £ 320
Ser Pro Ser 8iu Asp 61y Tyr Asn Trp Arg Lys Tyr iy Gin Lys 6Gin
. 325 30 338
Va! Lys Gly Ser Glu Tyr Pro Arg Ser Tyr Tyr Lys Cys Thr His Pro
340 345 350
Sor Cys Gln Val Lys Lys Lys Val 8lu Arg Ser His Giu @)y His fle
Cy 355 Y& Ly 260 & 385 Y
Thr Glu tle Ile Tyr Lya Gly Ala His Asn His Pro Lvs Pro Pro Pro
37 315 380

Asn Arg Arg Ser Val 1is Gly Gly Ala Aen Pro Phe Gly Asp Nst 8In
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185 300 305 | 400

Leu Asp Asn Pro Glu Gln Bet Gly Leu §!n Aan Ala Thr Asp Thr Asp
405 ' 410 415
Pro Ala Trp Ala Asn Het Gin Lys Thr Ala 8ly Met Qly Gly Ser Glu
420 425 430
Trp Arg Sin Asp Asn Leu Glu Val Thr Ser Ser Pro Ser Asp §ly Pro
435 44D 445 '
Glu Phe Ser Asn Ala Pro Thr Ser Lau GIn Ala Gin Asn Gly iy Asn
450 45 460 .
Gin Leu Glu Ser Gly Asp Qin Val Asp Alm 3ar Ser Thr Phe Ser Asn
465 470 475 480
Asp Blu Cys Asp Asp Blu Bin Gin Thr His Gly Ser Yal Ser-Ley Ala
4§g 450 y 495
Tyr Asp Oty Giu 6lu Asp Glu Sor Asp Ser Lys Arg Arg Lys [le 8lu
77 500 506 ENE
Ala Tyr Als Thr Asp Met Ser 615 Aln Ser Arg Als lle Arg Glu Pro
15 52 6§25
Arg Val Val Val &in Thr Thr Ser Glu Val Asp [le Leu Asp Asp Gly
530 836 540
Tyr Arg Trp Arg Lys Tyr Gly Gin Lys Yal Val Lys Gly Asn Pro Asn
545 550 555 60
Pro Are Ser Tyr Tyr Lys Cye Thr Ser Pro Gly Cys Thr Yal Arg Lys
545 g &Y & 57
His Ya) Glu Arg Ala Sar His Asp Leu Lys Ser Val lie Thr Thr Tyr
§E0 585 590
Glu Gly Lys His Asn His Asp Val Pro Ala Ala Arg Asn Ser Ser His
695 800 : 605
Val Asn Ssr Gly Ala Ser 8er Ala )le Pro Thr &in Cys Thr Thr Ser
© 610 815 820 .
Ala Val Gin Thr Bin Val His Arg Pro lu Pro Ser Gl Val His Ser
§25 630 535 640
Bst Met Gly Arg Tyr Glu Giy Pra Gly Ser Leu 8ly Ser Phe Ser leu
g Oy Tro By gy eu B 855
Pro Gly Arg 6ln 8in Leu Bly Pro Glg Pro Gly Phe Sar Phe Ala Met
€60 88 §70
Asn Pro Pro Arg Leu Ala Asn Phe Ala Het Ala Gly ¥et 6ly Pro 6ly
875 680 §85

Gin Bly Asn Leu Pro Met Leu Pro Yal Ris Pro Phe Lew Ala GIn 8in
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650 695 200

Hia @/n Val His Glu Mat 6ly Phe Mst Leu Pro Lys Gly Glu Pro Lys
708 10 ns 720
Ala Blu Pro Mst Ser Glu Pro Gly Pro Asn Leu Ser Asn Asn Sér Ser
728 730 738
Val Tyr &In His |le Met Ser Arg Leu Pro Leu Gly Pro Gin Het
740 145 ‘ 750

QI 7
Q11 25;

QI PR
213> FEuoalyptus camsldulensis
00> 7
Mot Cye Pro fle Asp Ser Gly Arg Ser Phe Asp Thr Ser Leu Ser Leu
i B 10 16
Gly Lev Gly %s Tyr Gly Asp Pro @lu Asp His 8lu lie Lys 1ie Lys
25 30
Lys Pro Leu Ala Lys Leu Ser Gly Asn Ser Thr Cys Leu Thr fls Gly
kL 40 45
Leu-Pro Gly Gly Lys Ala Cys Gly Leu Gly Ser Ala Ser Gly As Glu
& y ¥ % y y ) p
Val Arg Asn 1le Pro Ser Arg Ser Ala Ser Ser Phe Ser Asn Ser Ser
L 0 75 80
Ser Ala Lys Arz Giu Lye Ala Glu Gin Gly Glu Glu Glu Ala Val Glu
85 S0 85
Arg Gly Thr Gly Ser Pro Arg Ala Thr Ile Asn [le Glu Asp Glu Asp
100 106 - 110
Glu Phé Ser Pro Arg Lys Lyva Lau Arg Leu Ser Lﬁs Ala @ln Ser Ser
115 120 125
11e Leu 8lv Blu Sar Phe L§; Ala His Thr Thr Leu Asn Thr Lys Bln
130 ] 140
Lys His Asp Leu Ala Asn Arg Leu Aen Leu A§§ Pro Arg 8in Yol 8ly
148 160 | 160
Val Trp Phe GIn Asn Arg Arg Ala Arg Thr Lys Leu Lye Gin Thr 6lu
165 170 175
Val Glu Cys Glu Met Leu Lys Lys Cys Cys Glu Thr Leu Lga Giu Glu
180 185 180

Asn Arg Arg Lev Lys Lys 8lu Leu @in Blu Leu Lys Sor Leu Lys Pre
19 200 208

Thr Ala Ser Val Tyr Arg @in Hie Pro Ale Ala Ala Leu Pro Leu Cys
210 o215 220
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Pro Ser Cys Glu Arg lle Ala His Pro Glu Phe Pro Pha Ser Thr 8iu
225 . 230 236 240
Ser Arz Leu Trp Pro Ala His Pro Ser Ala Ala Oys

245 250

210> 8
Q11> 221

€212> PRT
<213> Eucelyptus cameldulens|s
400> 8
liéet‘ Lys Bly €lu is.ya Lys Glu His Arg l}.zs Giy Leu Trp Thr ?éa 8lu
8iu Asp Arg Lou Lau Ala Asp Tyr Val Arg Va) His iy Lys Gly Lys
p Arg Le p Ve g y 5 yly
Trp Asn Arg Ile Pro Gin et Thr Gly Leu Lys Arg %s Gly Lys Sor
35 40 '
Cys Arg Leu Are Trp Met Asn Tyr Leu Ser Pro Ser Val Lys Arg Gly
et 58 ) &
Asp Phe Ser Gy Glu Glu Asp Asp Leu |le lie Arg Leu Hia Aen Leu
65 70 75 80
Leu Gly Asn Arg Trp Ser Leu 1ie Ala Gly Arg Val Pro Sly Arg The
- 85 90 B5
~Asp Asn Bin Y2l Lys Asn His Trp Asn Thr His Leu Ser Lys Arg Leu
100 108 1¥0
Gly Phe Lys Lys ily Asn Gly Arg Ala Asp Asp His Arg Pro Arg Thr
‘ 115 120 126
His Leu Lys Lys Glu Lys Glu Asn His Ala Met Val Leu Gly Ser Ser
130 136 140
Leu Glu Pro Pro Ser Ser Asp His Leu Glu Glu Thr Ale Arg Lys fle
145 150 155 160
Thr Gly Asp Asp Lys Ser Ser Arg 8y Ala Leu Val 8lu Cys Asp Ser
e 1!5 d 170 178
Ser Gin GIn Leu Ala Thr Pro Ser Asn Glu Phe 8in Asn Pro Phe Trp
180 - 185 100

Pho Phe Asn Ser Asp Leu Asn Leu Tyr Sar Pro Asp Phe Thr Asp Arg
185 200 205

Leu GIE Glu Tyr Thr Leu Asp Leu Val Ser Asp Gly Leu
21 218 220
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REIVINDICACOES

1. Planta transformada com um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual uma ou mais morfologias da
planta selecionada a partir do grupo consistindo em morfologia de flor, mor-
fologia de folha, e a altura é modificada:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQ ID NOs: 5 a8

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
quiéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ IDNOs: 1a 4,

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicbes, retiradas, adigdes
e/ou inser¢des de aminoacido na sequéncia de aminoacido de qualquer uma
de SEQIDNO:5a8; e

~ (d) um DNA gue hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4. .

2. Planta transformada com um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a altura da plana é diminuida:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
aquéncia de aminoécido‘de SEQ ID NO: 5 ou 6;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2; |

(c) um DNA qué codifica uma _protel’na compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou inser¢des de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5
oub6; e _ .

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢des estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.

3. Planta transformada com um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual morfologia de fibra em xilema
da planta é modificada, e/ou uma quantidade de crescimento da planta é

aumentada:
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(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigcoes, retiradas, adi¢bes
elou inser¢des de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ous;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

4. Planta transformada com um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a morfologia em xilema da
planta é modificada, e/ou a morfologia da flor da planta € modificada:

~ (a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagéo da se-
qliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoéacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adi¢oes
e/ou insercdes de aminoécido na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7;e '

| (d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA

. compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

5. Planta transformada com um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, no qual a morfologia em xilema da
planta é modificada, e/ou o nimero de folhas na planta € aumentado:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminodacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
qiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-

quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicbes, retiradas, adicoes
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elou insercdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQID NO: 7
ou8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

6. Planta de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
no qual a planta é selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco, eu-
calipto, alamo, pinho, acécia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, tulipa,
rosa, cravo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja e
cana-de-agucar. _

7. Célula isolada a partir da planta como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6.

8. Material de propagagéo da planta como definida em qualquer.
uma das reivindicagbes 1 a 6.

" 9. Orgao isolado a partir da planta como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6.

10. Método de modificagdo de uma ou mais caracteristicas de
uma planta selecionada a partir do grupo consistindo em morfologia de flor,
morfologia de folha, e a altura, o método compreendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo 0DNA; e |

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o0 DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: | |

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
qiiéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQ ID NOs: 5 a 8;

(i) um DNA compreendendo uma regido de codificago da se-
quéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID NOs: 1 a 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
seqliéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de qualquer uma
de SEQID NOs: 5a 8; e
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(iv) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4.

11. Método de diminuir a altura de uma planta, o método com-
preendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

| (b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA ¢ selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo: '

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 5 ou 6;

~ (ii) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
seqUiéncia de aminoacido com uma ou malis substituigdes, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminoacido na sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 5
ou 6; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.

| 12. Método de aumentar uma quantidade de crescimento de
uma planta, o0 método compreende‘ndo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

(b) regeneracdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(i) um DNA compreendendo uma regido de codificagao da se-
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quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
seqliéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigdes
e/ou insercdes de aminoacido na sequéncia de arhinoécido de SEQ ID NO: 7
ou8; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

13. Método de modificar a morfologia da flor de uma planta, o
método compreendendo as etapas de:

(a) introdugéo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quiéncia de aminoéacido de SEQ ID NO: 7;

(ii) um DNA compreendendo uma regiéo de codificagao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(iii) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adigbes
e/ou insergdes de aminoéacido na seqijéncia de aminoéacido de SEQ ID NO:
7;e ’ _ '
| (iv) um DNA que' hibridiza sob bondigées estringentes a um DNA
compreendendo a seql'Jéncia de nucleotideo de SEQ ID N‘O: 3.

14. Método de aumentar o numero de folhas em uma planta, o
método compreendendo as etapas de:

(a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a
qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);

no qual o DNA é selecionado a partir do grupo consistindo em (1)
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a (iv) abaixo:

() um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(i) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢oes, retiradas, adiges
e/ou insergdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQID NO: 7
ou8; e

(iv) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou4.

15. Método de modificar a morfologia de fibra no xilema de uma
planta, o método compreendendo as etapas de:

~ (a) introdugdo em uma célula de planta de um DNA ou um vetor
compreendendo o DNA; e

(b) regeneragdo de uma planta a partir da célula da planta a

qual o DNA ou o vetor tenha sido introduzido na etapa (a);
| no qual o DNA ¢é selecionado a partir do grupo consistindo em (i)
a (iv) abaixo:

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(i) um DNA compreendendo uma regiéo de codificagao da se-
qgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(i) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma
sequiéncia de aminoacido com uma ou mais substitui¢oes, retiradas, adigdes
e/ou insergdes de amino4cido na sequéncia de aminoacido de SEQIDNO: 7
ou8;e

(iv) um DNA que hibridiza sob condigGes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 10
a 15, no qual a planta é selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco,

eucalipto, alamo, pinho, acécia, cedro japonés, cipreste japonés, abeto, tuli-
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pa, rosa, cravo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja
e cana-de-agucar.

17. Agente para modificagdo de uma ou mais morfologias de
uma planta selecionada a pértir do grupo consistindo em morfologia de flor,
morfologia de folha, e a altura, no qual o agente compreende como um in-
grediente ativo um DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a
(d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA: |

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminodcido de qualquer uma de SEQID NOs: 5 a 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
qﬂéncia‘de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID NOs: 1 a 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
qiéncia de aminoacido com uma ou mais substituigdes, retiradas, adigdes
e/ou insergdes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de qualquer uma
de SEQID NO:5a8;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1 a 4. _

18. Agente para diminuir a altura de uma planta, no qual o agen-
te compreende como um ingrediente ativo um DNA selecionado a partir do
grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQID NO: 5 ou 6;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagédo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2; |

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminodcido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigoes
e/ou insercdes de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de SEQID NO: 5
ou 6; e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 ou 2.

19. Agente para aumentar uma quantidade de crescimento de
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uma planta, no qual o agente compreende como um ingrediente ativo um
DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um
vetor compreendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminodacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regiéo de codificacao da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicoes, retiradas, adigoes
e/ou inser¢cdes de aminoacido na sequiéncia de aminoacido de SEQIDNO:7 -
ous;e |

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢bes estringentes a um DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQID NO: 3 ou 4,

| 20. Agente para modificagdo da morfologia da flor de uma plan-
ta, no qual o agente compreende como um ingrediente ativo um DNA sele-
cionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor com-
preendendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificacéo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adigoes
e/ou insercbes de aminoacido na sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
7;e

(d) um DNA que hibridiza sob condigdes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3.

21. Agente para aumentar o nimero de folhas em uma planta,
no qual o agente compreende como um ihgrediente ativo um DNA selecio-
nado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um vetor compre-
endendo o DNA:

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
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quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regiao de codificagdo da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoacido com uma ou mais substituicdes, retiradas, adigoes
e/ou insergdes de aminoacido na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7
ou8;e .

(d) um DNA que hibridiza sob condi¢des estringentes a um DNA

compreendendo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:3ou4.

22. Agente para modificagdo da morfologia de fibra no xilema de
uma pIahta, no qual o agente compreende como um ingrediente ativo um
DNA selecionado a partir do grupo consistindo em (a) a (d) abaixo, ou um
vetor compreendendo o DNA: ‘

(a) um DNA que codifica uma proteina compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou 8;

(b) um DNA compreendendo uma regido de codificagdo da se-
quiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 3 ou 4;

(c) um DNA que codifica uma proteina compreendendo uma se-
quéncia de aminoécido com uma ou mais substituigoes, retiradas, adigbes
e/ou insergdes de aminoécido na sequéncia de aminoacido de SEQID NO:7
ou8; e '

(d) um DNA que hibridiza sob condigbes estringentes a um DNA
compreendendo a seqiéncia de nucleotide_o de SEQ ID NO: 3o0u 4.

23. Agente de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17
a22,noquala planta é selecionada a partir do grupo consistindo em tabaco,
eucalipto, alamo, pinho, acdcia, cedro japonés, cipreste jéponés, abeto, tuli-
pa, rosa, cravo, orquidea, monstera, Alocasta odora, arroz, trigo, milho, soja

e cana-de-agucar.
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_ RESUMO
Patente de Invencao: "METODOS PARA MODIFICACAO DA MORFOLOC-
GIA DA PLANTA".

A presente invengéo refere-se a DNAs que codificam regulado-
res de xilogénese de planta e DNAs promotores destes, e objetiva propor-
cionar métodos de modificacdo de morfologia de planta, tais como morfolo-
gia de flor, morfologia de folha, e altura, pela expressdo dos DNAs ectopi-
camente em 6rgaos diferentes. Os presentes inventores decidiram expressar
ectbpicamente reguladores. transcricionais derivados de eucalipto que regu-
lam a morfogénese de células de madeira, e analisar seus efeitos de modifi-
cagédo de 6rgaos em uma planta. Para analisar os efeitos de expressao ec-
tépica, os presentes inventores introduziram promotores que podem acionar
uma sobreexpressao constitutiva de gene em todos os 6rgdos de uma plan-
ta, e reguladores transcricionais de formagao de xilema de eucalipto em ta-
baco e eucalipto; em seguida, eles analisaram 0s efeitos. Como um resﬂlta-
do, eles obtiveram sucesso na modificagéo de morfolbgia, tais como morfo-

logia de flor, morfologia de folha, e altura. Desse modo, os presentes inven-

" tores descobriram que ndo somente a morfologia do xilema, mas também a

morfologia do corpo da planta, pode ser modificada pela expressao ectopica

do regulador transcricional de formag&o de xilema de eucalipto.
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