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(57) Resumo: METODO PARA MELHORAR O CRESCIMENTO DE VOLUME DE CAULE E PRODUCAO DE BIOMASSA EM
ARVORES. A presente invencéo refere-se a uma construgdo genética compreendendo uma sequéncia de acido nucleico
codificadora da enzima isopentenil-transferase (IPT) biossintética de citocinina, operacionalmente ligada a um promotor, que
permite a expressao da dita sequéncia de acido nucleico em células cambiais. A invengéo se refere ainda a um método para
producdo de uma planta transgénica, capaz de aumentar a producdo de biomassa e/ou aumentar o volume de crescimento do
caule em arvores, assim como, a uma arvore que sobre-expressa uma sequéncia de acido nucleico endégena ou exégena
codificadora da IPT em células cambiais, e a um produto de madeira que pode ser obtido a partir da dita arvore transgénica.
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“METODO PARA MELHORAR O CRESCIMENTO DE VOLUME DE OAE E
PRODU(;AO DE BIOMASSA EM ARVORES”.

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencdo esté correlacionada a
um método para produgdo de uma planta transgénica, capaz de
aumentar o crescimento de volume de caule e/ou a pr odugéao
de biomassa, e também a um método para melhorar o
crescimento de volume de caule e/ou a producéo de b iomassa

em arvores. A invencdo refere-se ainda a uma arvore

geneticamente modificada, a um produto de madeira d erivado
da dita arvore, a construcfes genéticas e vetores e a uma
arvore que expressa as ditas construcbes genéticas e
vetores.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
[0002] A atividade do céambio vascular, o

meristema lateral de espécies de plantas lenhosas,

proporciona o surgimento de tecidos vasculares secu ndarios.
O meristema cambial forma um fino cilindro ao longo de um
tronco de arvore (ou de uma raiz ou ramo), produzin do novos
tecidos vasculares para dentro e para fora. Esses t ecidos,

xilema e floema secundarios, constituem o0 grosso do

crescimento lateral nos Orgdos das plantas. As célu las
condutoras vasculares em ambos os tecidos adquirem sua
forma funcional final de maneira gradual, através d e um

processo de diferenciagdo de mdultiplas etapas. O

desenvolvimento das células de xilema ird se submet er a
expansdo, formacdo de parede de célula secundéria, morte
programada de célula e lignificagéo final. De modo similar,

as células funcionais do floema serdo formadas atra vés de

uma sucessao de diversas etapas de desenvolvimento,

incluindo a diferenciacdo de elementos de separacéo e
células de companhia. Esses programas de diferencia ¢ao de
multiplas etapas formam dois gradientes de desenvol vimento
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opostamente orientados ao longo da regido cambial, a
posterior separacdo de uma célula de floema ou xile ma é da
metade meristematica, que € a mais avancada no seu processo
de diferenciacdo. De modo bastante acentuado, o nuc leo do
meristema cambial, isto é, as células divisoras ati vas,

rettm sua natureza meristematica e permanecem néo

diferenciadas dentro da forma dos tecidos vasculare S. As
divisbes das células periclinais renovam a populaca o das
células meristematicas e proporcionam um material n ascente
para os programas de diferenciacdo dos tecidos vasc ulares,
engquanto as divisdes anticlinais possibilitam a cri acao de
novos arquivos celulares e expansao do circulo camb ial.

[0003] A escala do desenvolvimento secundario é
acentuadamente diferente nas espécies de arvores; e ssas

espécies de arvores mostram uma capacidade extrema,

econbmica e altamente valiosa para a producdo de ma deira
durante sua longa duracao de vida. De modo potencia I, como
uma adaptacdo para o crescimento de massa secundari 0, a
madeira da maioria das arvores também contém um ext enso
sistema de transporte lateral, a rede de corrente v ascular.
Outros novos desafios para a fungdo cambial das esp écies
arbéreas perenes sdo apresentados pelo ciclo anual de
atividade-dorméncia. Para garantir a sua sobrevivén cia, as
arvores devem adaptar sua atividade cambial ao cicl o anual
de estagcbes frias e quentes (ou estagcbes de chuvas ou
secas). Elas devem ser capazes de ativar seu merist ema
cambial na estacdo da primavera e desativar 0 mesmo em uma
fase de repouso adormecido, durante a estacao do ou tono.

[0004] Assim, pode ser altamente valioso para a
economia da producédo de madeira se 0 crescimento da S
arvores pudesse ser melhorado e se, em patrticular, 0 volume

de caule pudesse ser aumentado.

Peticao 870160032414, de 29/06/2016, pag. 8/54



3/36

[0005] A sinalizacdo da citocinina  foi

demonstrada como exigida para a fungcdo cambial. As arvores
transgénicas Popul us com deficiente sinalizacdo de
citocinina exibiram um crescimento radial compromet ido,

provocado por uma diminuicdo do numero de divisdes
celulares no cambio vascular (Nieminen et al., 2008 ). Além
disso, os genes codificadores dos receptores da cit ocinina

e 0Ss genes de resposta primaria da citocinina foram

abundantes na regido cambial do caule de Popul us (Nieminen
et al., 2008).

[0006] Conquanto que seja conhecido que a
sinalizacao da citocinina esta correlacionada a pro ducéo de
biomassa das arvores, tal alusdo € complicada, uma vez que
existem pelo menos cerca de 100 cambios enriquecido s e
genes regulados de citocinina com diversas funcgdes. Desse
modo, ndo se conhece quais desses genes sdo necessa rios
para o crescimento radial das células de caule (Tus kan et
al., 2006).

[0007] Para juntar uma adicional complexidade a
regulacdo hormonal do cambio, estudos em outros tec idos

revelaram uma rede altamente interligada entre a

sinalizacao da citocinina e auxina (El-Showk et al. , 2013).

A citocinina pode afetar a biossintese e o transpor te da
auxina. Curiosamente, essa regulacado parece ser alt amente
complexa, na medida em que foram feitos diversos re latorios
com relacdo aos efeitos positivo e negativo da bios sintese
da citocinina e auxina. Resultados similares foram obtidos
com relacdo ao efeito do transporte da citocinina e auxina,
em que esse horménio foi relatado para ambos o0s niv eis
transportadores supra- e infrarregulados da auxina. Mais
provavelmente, esses diversos resultados refletem o S
padrbes de regulacdo de fino ajuste; a citocinina p ode
apresentar um diferente efeito em diferentes enzima s e
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transportadores biossintéticos de auxina, mais
provavelmente, em um modo de tecido especifico. Alé m disso,
a auxina é também conhecida como tendo um papel
similarmente complexo na regulagdo da biossintese e
sinalizacao da citocinina.

[0008] A Publicacdo da Patente Internacional WO

2006/034286 descreve composicdes e métodos que util izam
polipeptidios e polinucleotideos de isopentenil-tra nsferase
(IPT), que estao envolvidos na modulacdo do desenvo Ivimento
da planta. Nos métodos descritos, a expresséao da IP T mantém
ou melhora, por exemplo, a tolerancia ao esfor¢o da planta,
mantém ou aumenta o tamanho da planta, mantém o con junto de

sementes ou aumenta o crescimento dos brotos.

[0009] Conguanto que algumas tentativas tenham

sido feitas conforme a descricdo do estado da técni ca para

melhorar o0 crescimento das plantas, existe ainda um a
necessidade para métodos e construcdes genéticas qu e possam
ser usadas para aperfeicoar o crescimento de arvore S,
especificamente, para melhorar o crescimento de vol ume de

caule e da producéo de biomassa.
RESUMO DA INVENCAO
[0010] Um objetivo da presente invencdo € de

proporcionar uma solugdo para os problemas encontra dos no
estado da técnica. Especificamente, a presente inve ngéo tem
como objetivo proporcionar uma solugdo em como melh orar 0
crescimento de arvores. Além disso, a presente inve ncao tem
por objetivo aumentar o crescimento de volume de ca ule e a

producdo de biomassa nas arvores.

[0011] Em particular, constitui um objetivo da
presente invengao, proporcionar uma solugdo que mel hore o
crescimento radial nas arvores.

[0012] Para alcancar esses objetivos, a invencéo

€ caracterizada pelas caracteristicas que  estdo
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relacionadas nas reivindicacdes independentes. As o utras
reivindicagbes representam as modalidades preferida s da
invencao.

[0013] A invencédo é baseada na descoberta de que

€ possivel se intensificar a divisdo celular nas cé lulas
cambiais mediante 0 aumento da sinalizacao da citoc ina nas
células cambiais. Mais especificamente, € possivel de

intensificar a divisdo celular nas células cambiais
permitindo a expressao de genes especificos que cod ificam a
enzima isopentenil-transferase biossintética da cit ocinina
nas células cambiais.

[0014] Foi agora surpreendentemente descoberto

que mediante uma expressao intensificada da enzima

isopentenil-transferase biossintética de citocinina nas
células cambiais resulta em um intensificado aument o de
volume de caule e/ou um aumento da producédo de biom assa.

[0015] Consequentemente, em um aspecto, a
presente invencao proporciona uma construcao genéti ca que

compreende uma primeira sequéncia de acido nucleico

(efetor) codificadora da enzima isopentenil-transfe rase
biossintética de citocinina, operacionalmente ligad a auma
segunda sequéncia de acido nucleico (promotor), per mitindo
a expressao da dita primeira sequéncia de acido nuc leico
nas células cambiais, conforme definido na reivindi cagao 1.

[0016] A presente invencdo proporciona em outro
aspecto um vetor, o qual compreende a construcdo ge nética
conforme definida na reivindicagéo 7.

[0017] Além disso, em um terceiro aspecto, a

presente invengdo proporciona uma arvore que supere Xpressa
uma sequéncia de acido nucleico enddgena, ou expres sa uma
sequéncia de acido nucleico exdgena, codificadora d a enzima
isopentenil-transferase biossintética de citocinina em
células cambiais, conforme definido na reivindicaca 0 8.
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[0018] Em um quarto aspecto, a presente invencao
proporciona um produto de madeira que pode ser obti do a
partir da arvore definida na reivindicacao 16.

[0019] Em um quinto aspecto, a presente invengao
proporciona um método para producdo de uma planta

transgénica, capaz de aumentar a producdo de biomas sa e/ou
de aumentar o crescimento de volume de caule, quand 0 se
compara a uma planta do tipo selvagem, conforme def inido na

reivindicacao 17.

[0020] Em um sexto aspecto, a presente invencao
proporciona um método para melhorar a producéo de b iomassa
e/ou aumentar o volume de crescimento de caule em a rvores,
conforme definido na reivindicacéo 18.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0021] A figura 1 mostra uma arvore filogenética
indicando a distancia média de diversas IPTs, em qu e a
AtIPTS5 é o ortdlogo da Ar abi dopsi s mais proximo para a
AtIPT7.

[0022] A figura 2 mostra os dominios conservados
dentro das IPTs; os dominios A, B e C de diferentes origens
e os correspondentes dominios A’, B’ e C’ na Ar abi dopsi s
t hal i ana. A letra X significa qualguer aminoécido, a letra
X entre parénteses (X) significa um aminoacido néo
necessario. Os colchetes indicam qualquer um dos re siduos
de aminoacidos entre os colchetes [].

[0023] A figura 3 mostra a comparacdo das

sequéncias de aminoacidos de ortélogos de AtIPT7 e AtIPTS,
e a sequéncia de consenso com mais de 50% de identi dade
similar (as letras mailsculas indicam os aminoacido S com

100% de aminoacidos idénticos, enquanto as letras
minusculas indicam os aminoacidos idénticos em 50-9 0% das

sequéncias comparadas).
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[0024] A figura 4 mostra parte do vetor de
transformacao inserida no genoma da planta (ca. 820 Obp). O
mapa da construgdo mostra os diferentes locais, jun tamente
com sua origem, tamanho e fungao estimada.

[0025] A figura 5A mostra fendtipos de WT e
linhas 1 e 3 de pLMX5-IPT7, de &rvores Popul us, na idade de
trés meses.

[0026] A figura 5B mostra o volume de tronco das
linhas 1 e 3 de Popul us transgénica, pLMX5-IPT7, quando
comparado a WT.

[0027] A figura 5C mostra o ensaio de capacidade

de resposta da citocinina com relacdo a WT e linhas de
pLMX5-IPT7.

[0028] A figura 5D mostra a expressdo de um
receptor de citocinina (P tt HK3a), um gene de resposta
primaria de sinalizacéo de citocinina (tipo-A RR P tt RR7), e
um gene marcador de sinalizacédo de auxina (P tt1 AA3) naWT e

linha 1 pLMX5-IPT7 do caule.

[0029] A figura 6 mostra a anatomia cambial, o

teor hormonal e os perfis de sinalizacdo hormonal d aWT (A)
e linha de Popul us transgénica pLMX5:IPT7, linha 1 do
caule (B). Quatro fracdes (A-D) foram coletadas par as a

andlise hormonal (A, B).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[0030] A presente invencdo proporciona arvores

transgénicas tendo um aumentado crescimento de volu me de
caule e/ou producgao de biomassa. As construcdes gen éticas e

vetores sao descritos como de utilidade na producao das
ditas arvores transgénicas, assim como, 0s métodos usados

para a producdo dessas arvores.
[0031] A presente invencdo proporciona uma
construcdo genética compreendendo uma primeira sequ éncia de

acido nucleico (efetor) codificadora da enzima isop entenil-
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transferase biossintética de citocinina, operaciona

ligada a wuma segunda sequéncia de acido nucleico

(promotor), que permite a expressdao da dita primeir
sequéncia de acido nucleico em células cambiais.

[0032] A expressdo “uma primeira sequéncia de
acido nucleico” tem aqui o significado de um gene e
qual codifica a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina. A primeira sequéncia d
nucleico é selecionada do grupo que consiste de:
a) uma sequéncia de acido nucleico que compreende a
NO:1;
b) uma sequéncia de acido nucleico que codifica a S
NO:2;
c) uma sequéncia de &acido nucleico que codifica uma
sequéncia de aminoacido, compreendendo uma area de
conservada A, B e/ou C, tendo uma sequéncia de amin
selecionada do grupo de SEQ ID NO:3,4 e 5;
d) uma sequéncia de acido nucleico que codifica uma
sequéncia de aminoacido, compreendendo uma area D,
pelo menos 80% de identidade, preferivelmente, pelo
85% de identidade, mais preferivelmente, pelo menos
identidade, ainda mais preferivelmente, pelo menos
identidade com a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:
€, aminoacidos 40-141 da SEQ ID NO:2; ver a terceir
na figura 3);
e) uma sequéncia de acido nucleico que codifica uma
sequéncia de aminoacido, mostrando pelo menos 80% d
identidade, preferivelmente, pelo menos 85% de iden
mais preferivelmente, pelo menos 90% de identidade,
mais preferivelmente, pelo menos 95% de identidade
sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:2; e
f) uma sequéncia de acido nucleico que codifica uma

pertencente a classe de enzima EC 2.5.1.27.
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[0033] A invencdo também inclui modalidades em
que a primeira sequéncia de acido nucleico codifica uma
sequéncia de aminoacido compreendendo uma éarea de d ominio
conservada A’, B’ e/lou C’, tendo uma sequéncia de
aminoacido de dominio A’, B’ e/ou C' de Ar abi dopsi s
t hal i ana, conforme mostrado na Figura 2.

[0034] Os genes que codificam a enzima

isopentenil-transferase biossintética de citocinina (IPTs)
sdo encontrados em diversos géneros e espécies de p lantas,
como, por exemplo, nas angiospermas e gimnospermas. Quando
as sequéncias de aminoacidos das IPTs foram compara das,
homologias bastante semelhantes foram encontradas e m
dominios especificos em diferentes géneros de plant as (ver,

por exemplo, o documento de patente WO 2006/034286)
Portanto, é possivel encontrar IPTs de diferentes g éneros e
espécies de plantas que funcionam de maneira simila r a dos
genes aqui descritos.

[0035] A andlise de sequéncia feita por Kakimoto
(2001) de IPTs de Ar abi dopsi s, AtIPT1-9, em comparacdo com
as IPTs de Agr obact eri um tunefaci ens, Pseudononas syri ngae

e Pantoea aggl onerans, revelou trés padroes de consenso:

dominio A (SEQ ID NO:3), dominio B (SEQ ID NO:4) e dominio
C (SEQ ID NO:5). Os padrdoes de consenso sao mostrad 0S na
Figura 2, onde X indica qualquer residuo de aminoac ido, (X)
significa um residuo de aminoacido ndo necessario, 0s
colchetes indicam qualquer um dos residuos de amino acidos
entre os colchetes []. As correspondentes areas de dominio
A’, B’ e C' de 9 diferentes IPTs de Ar abi dopsi s thaliana
sdo também mostradas na Figura 2.

[0036] Dominios similares conservados
(apresentados na forma sombreada) também estdo pres entes
nos ortélogos mais proximos AtIPT7, identificados d e

genomas de Populus trichocarpa (PtIPT7a eugene3.00041149;
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PtIPT7b eugene3.00080280; PtIPT5a fgenesh4 pg.C LG X000229;
PtIPT5b_fgenesh4 _pg.C_LG_VIII001825) e Eucal yptus grandis
(Eucgr.B01146; Eucgr.G00473; Eucgr.G01887; Eucgr.HO 3602),

conforme mostrado na Figura 3.
[0037] Na conceituacdo da filogenética, as

arvores de distancia média AtIPT7 e AtIPT5 foram mo stradas
para a formacao conjunta de um clado. A AtIPT5 pare ce estar
mais préoxima do ortélogo de Ar abi dopsi s do que a AtIPT7.
Entre os ortdlogos de AtIPT7, a sequéncia de consen so,
chamada aqui de area de consenso D, com identidade de
similaridade superior a 50% € mostrada na Figura 3 (onde as

letras maidsculas indicam aminoacidos com 100% de
identidade, enquanto que as letras mindsculas indic am
aminoacidos idénticos em 50-90% das sequéncias comp aradas).
Na ITP7 da Ar abi dopsi s thaliana, os aminoacidos 40-141
correspondem a sequéncia conservada, terceira linha na
figura 3 (na Listagem de Sequéncia SEQ ID NO:6).

[0038] Métodos de alinhamento de sequéncias de
aminoacido nucleico sdo bem conhecidos para um espe cialista
versado na técnica, por exemplo, o método do algori tmo de
Smith-Waterman (modificado para intensificacdo  de
velocidade), para calcular o alinhamento local de d uas
sequéncias. O programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) que é a ferramenta de maior utilidade para

determinacdo da identidade, € um algoritmo para com paracao
da informacao de sequéncia biolégica primaria, tal como, as
sequéncias de aminoacido de diferentes proteinas ou 0S

nucleotideos de sequéncias de DNA.
[0039] Um programa BLAST possibilita a um

pesquisador comparar uma sequéncia de consulta com uma
biblioteca ou banco de dados de sequéncias, e ident ificar

as sequéncias de biblioteca que se assemelham a seq uéncia
de consulta acima de um certo limite. Diferentes ti pos de
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programas BLAST séo disponiveis, de acordo com as
sequéncias de consulta. O programa BLAST foi projet ado por
Stephen Altschul (Altschul, 1990).

[0040] O gene que codifica a enzima isopentenil-
transferase  biossintética de citocinina pode  ser
selecionado entre os genes que codificam diferentes IPTs,
preferivelmente, do grupo de genes codificadores de IPTs,
0S quais pertencem a classe de enzima EC 2.5.1.27.

[0041] Mais preferivelmente, o gene que codifica

a enzima isopentenil-transferase biossintética  de

citocinina compreende uma area de dominio conservad 0, ou
areas A, B e/lou C, tendo uma sequéncia ou sequéncia s de
aminoacidos selecionadas do grupo de SEQ ID NO:3, 4 e 5.

[0042] Ainda mais preferivelmente, o gene que

codifica a enzima isopentenil-transferase biossinté tica de
citocinina compreende uma area de dominio conservad 0, ou
areas A’, B’ e/ou C’, tendo uma sequéncia ou sequén cias de
aminoacidos de correspondentes areas de dominio A’, B’ e/ou
C’, mostradas na Figura 2 de 9 IPTs de Ar abi dopsi s
t hal i ana.

[0043] Ainda, e muito mais preferivelmente, o

gene que codifica a enzima isopentenil-transferase

biossintética de citocinina compreende uma éarea D t endo
pelo menos 80% de identidade, preferivelmente, pelo menos
85% de identidade, mais preferivelmente, pelo menos 90% de
identidade, ainda mais preferivelmente, pelo menos 95% de
identidade, mais ainda preferivelmente, pelo menos 98% de
identidade, ainda mais preferivelmente, pelo menos 99% de
identidade, sendo mais preferivel, 100% de identida de com a
sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:6 (isto é, com a area

correspondente na SEQ ID NO:2).
[0044] As outras areas do gene que codifica a

enzima isopentenil-transferase biossintética de cit ocinina
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podem variar em uma faixa mais ampla do que a area que
codifica o dominio conservado A, B e/ou C, ou A, B " e/ou
C’, e/ou a area D. O percentual (%) de identidade n essas
areas pode ser inferior a 80%, inferior a 75%, infe rior a

70%, inferior a 60%, ou mesmo, inferior a 50%.
[0045] Nas modalidades preferidas da invencao, um
gene que codifica a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina codifica uma sequéncia de
aminoacido mostrando pelo menos 80% de identidade,

preferivelmente, pelo menos 85% de identidade, mais

preferivelmente, pelo menos 90% de identidade, aind a mais
preferivelmente, pelo menos 95% de identidade, mais ainda
preferivelmente, pelo menos 98% de identidade, aind a mais
preferivelmente, pelo menos 99% de identidade, send 0 mais

preferivel, 100% de identidade com a sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO:2.

[0046] Um gene que codifica a enzima isopentenil-
transferase  biossintética de citocinina  pode  ser
selecionado entre os genes que codificam diferentes IPTs,
preferivelmente, o gene codificador de IPT7 ou de | PT5,
mais preferivelmente, de IPT7.

[0047] Um gene que codifica a enzima isopentenil-

transferase biossintética de citocinina pode ser de rivado
de qualquer género ou espécie de planta, expressand 0 uma
enzima funcional de isopentenil-transferase biossin tética
de citocinina. Tipicamente, a planta é uma angiospe rma,
preferivelmente, uma Ar abi dopsi s, uma Betula, uma Popul us
ou uma planta de Eucal ypt us.

[0048] @] gene efetor AT3G23630,
isopenteniltransferase 7 de Ar abi dopsi s thaliana (AtIPT7) é

de Arabi dopsi s, e a sequéncia de gene e analise funcional
de uma proteina de IPT de Ar abi dopsi s altamente ortéloga,
AtIPT4, foi publicado por Kakimoto, em 2001.
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[0049] A presente invencdo foi exemplificada
mediante uso do gene codificador IPT7 da enzima

isopentenil-transferase biossintética de citocinina de
Ar abi dopsi s (gene AT3G23630), SEQ ID NO:1. O dito gene

codifica a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:2. Qua ndo a
sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:2 foi comparada ¢ om IPTs
de outras fontes, foi descoberto que homologias sim ilares

podem ser encontradas na area de dominio D, area de dominio

B e/ou na area de dominio C, ou entre diferentes IP Ts na

Ar abi dopsis thaliana, e também que homologias similares

podem ser encontradas na area de dominio A’, area d e
dominio B’ e/ou na area de dominio C’ (ver as Figur as2e
3). O percentual (%) de identidade dessas areas ent re
sequéncias de aminoacidos de diferentes origens é d e pelo

menos 80%, preferivelmente, pelo menos 85%, mais

preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais
preferivelmente, pelo menos 95%, mais ainda
preferivelmente, pelo menos 97%, muito mais
preferivelmente, pelo menos 98%, mais ainda
preferivelmente, pelo menos 99%, sendo mais preferi vel,

100% de identidade.

[0050] Portanto, na presente invencao € possivel
0 uso de genes que funcionam de maneira similar ao gene
IPT7 da Arabi dopsi s, de diversos outros géneros e espécies
de plantas e/ou de diferentes IPTs. Também, é possi vel o
uso de sequéncias de &cido nucleico compreendendo
substituicdes, inser¢des, delegdes, ou outras modif icacoes,
comparadas a SEQ ID NO:1, desde que a sequéncia de acido
nucleico codifique a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina, preferivelmente, perte ncente a
classe de enzima EC 2.5.1.27. Mais preferivelmente, a
enzima pertence a IPT7.
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[0051] As sequéncias de acido nucleico que
codificam as enzimas isopentenil-transferase biossi ntéticas
de citocinina e que sdo usadas nas construcdes gené ticas
conforme aqui descrito, tipicamente, sdo sequéncias
isoladas de sua origem, por exemplo, a IPT7 de Ar abi dopsi s

t hal i ana é usada em uma construcdo genética introduzida em

células de Popul us, para promover o crescimento de uma
arvore transgénica de Popul us. No entanto, é também
possivel intensificar a expressao de sequéncias end ogenas

de acido nucleico e sequéncias que codificam IPTSs.

[0052] A construcdo genética de acordo com a
presente divulgacdo compreende uma segunda sequénci a de
acido nucleico, que € um promotor que permite a exp ressao
da enzima isopentenil-transferase  biossintética  de
citocinina em células meristematicas de uma planta.
Preferivelmente, o promotor permite a expressdo em células
cambiais e células apicais, mais preferivelmente,
especificamente em células cambiais.

[0053] O termo “promotor” tem o significado de
uma regido de DNA que se liga a uma polimerase de R NA, e
gue direciona a enzima para o apropriado local de i niciacao
da transcricdo, para uma particular sequéncia de
polinucleotideo. Um promotor, além disso, pode comp reender
outras sequéncias de reconhecimento, referidas como
elementos promotores a montante, que influenciam a
velocidade de iniciacao da transcrigéo.

[0054] Um exemplo de um promotor que permite a

expressao em células meristematicas no cambio e em células
apicais € o promotor de meristema de bétula, pBpCRE 1. O
promotor €& preferivelmente definido pela SEQ ID NO: 7
(GenBank EU583454, Nieminen et al., 2008). Outro ex emplo de

um promotor que permite a expressdo em células

meristematicas é um promotor que permite a expressa o]
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especificamente em células cambiais. Esse promotor
especificamente se expressa em células cambiais é o
de
preferivelmente, definido pela SEQ ID NO:8 (o promo

promotor cambial especifico Popul us,
€ descrito também no documento de patente WO 2004/0
como SEQIDNO4 LMX5 A055P19U).

[0055] Na

sequéncia de acido nucleico (efetor) é operacionalm

construgcdo genética, a primeira

ligada a segunda sequéncia de acido nucleico (promo

termo “operacionalmente ligada” significa que dois

elementos genéticos séo ligados por uma ligagao fun
por exemplo, um gene efetor € operacionalmente liga
promotor, que permite a expressao do gene efetor.

[0056] Uma construcéo genética pode também conter

um marcador selecionavel para a selecdo de células
compreendendo a construcdo genética introduzida. Ma
selecionaveis incluem, por exemplo, resisténcias ao
antibioticos de ampicilina, carbenicilina e resisté
higromisina B.

[0057] Na presente divulgacdo, a ligacdo do
promotor e efetor foi exemplificada pelo promotor p
gue foi operacionalmente ligado ao gene efetor, pel

insercdo do mesmo na proximidade do gene efetor, no
de clonagem da 22. caixa do

[0058]
Gat eway foram usados:
- primer IPT7_Fwd GW:

Gat eway (Figura 4).
Os seguintes primers de clonagem de

que
pLM5,

ter pLMS
97024A1,

ente
tor). O

cional,

do a um

rcadores

S

ncia a

LMX5,

local

ACAAAAAAGCAGGCTTAATGAAGTTCTCAATCTCA (SEQ ID NO:9)

- primer IPT7_REV GW:

TACAAGAAAGCTGGGTATCATATCATATTGTGGG (SEQ ID NO:10)

[0059] Quando a construcdo LMX5::AtIPT7 (SEQ ID
NO:11) foi introduzida dentro das arvores, as arvor

transgénicas com a construcdo LMX5::AtIPT7 exibiram
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superexpressao ectdpica de adenosina fosfato-
isopenteniltransferase 7 de Ar abi dopsi s thaliana (IPT; EC
2.5.1.27), expressa na zona cambial através do prom otor
LMX5 (descrito no artigo de Love et al., 2009). Nas arvores
transgénicas, a sinalizagdo da citocinina foi estim ulada
pelo aumento da quantidade do hormdnio de citocinin a da
planta na zona cambial. A enzima de adenosina fosfa to-
isopenteniltransferase 7 (AtIPT7) de Ar abi dopsi s thaliana
catalisa a primeira reacdo (limitadora de velocidad e) na
rota da biossintese de isopreno-citocininas. A AtIP T7 é
expressa no tecido vascular na Ar abi dopsi s (Sakakibara,
2006).

[0060] Na Figura 4 sé@o apresentadas as seguintes
regioes:
- Borda esquerda, LB: Agrobacterium tumefaciens; 25 bp;
local de reconhecimento para os genes de viruléncia no
plasmideo Ti; inicio da insercdo (parte do plasmide o]
transferido para dentro do genoma da planta). Posic ao
inicial, a 1a. bp.ColE1 (replicon): parte do plasmi deo de

Escherichia coli, pBR322; 615 bp; amplificacdo das culturas

bacterianas (ndo expressa nas plantas transgénicas) ;

- gene- | actamase(bl a): parte do plasmideo de Escheri chi a
coli, pBR322; 861 bp; o gene proporciona resisténcia a
ampicilina/carbenicilina em culturas bacterianas (n ao
expressa nas plantas transgénicas);

- pLMX5: alamo tremedor hibrido ( Popul us trenul a*P.
t remul oi des); 1807 bp; promotor usado para a superexpressao

do gene da enzima adenosi na fosfato-isopenteniltransferase
7 ( Atl PT7). Posicéo inicial, o 3000 ésimo  DP.

- att Bl: sintético (disponivel da Cia. Invitrogen; 19 bp ;
local de recombinacao conforme a técnica Gat eway;

Peticao 870160032414, de 29/06/2016, pag. 22/54



17/36

- Gene codificador da enzima Adenosi na  fosfato-
I sopenteniltransferase 7 (AtIPT7): A. Thaliana; 990 bp;
Posicéo inicial, o0 4858 ésimo BP;

- AttB: sintético (disponivel da Cia. Invitrogen; 19 bp;

local de recombinacao conforme a técnica Gat eway;

- pAnos (regido 3 ndo codificadora do gene nopal i ne-

sintase: A tumefaciens; ca. 200 bp @ : sinal de

poliadenilacédo (sinal para o fim da transcricdo) pa ra os
genes ERF;

- pnos, A tunefaciens; ca. 200 bp @ - promotor para
expressado do gene de hi grom ci nf osf o-transferase ( hpt);

- hpt; E coli; 1000 bp ®: o gene proporciona uma
resisténcia para a higromisina B usada para a sele¢ ao;

- pAg4 (T _-DNA:gene n 4): A. tumefaciens; cerca de 200
bp® ; sinal de poliadenilacéo para o gene hpt ;

- RB (Borda direita): Agr obact eri um tumefaciens; 25 bp;
regido de reconhecimento dos genes de viruléncia no

plasmideo Ti; fim da insercdo do genoma de planta. @ Nos
artigos de referéncia originais (Walden et al., 199 0; Koncz
et al., 1994) o tamanho do local ndo é definido e n ao pode

ser deduzido de outras fontes.
- vetor backbone, similar ao vetor de reparagdo de
espagamento binario de Agr obact eri um pGAP-Hyg, (Sequéncia
completa: Sequéncia ID: gb|JEU933993.1, comprimento: 7942) e
ao pBR322.

[0061] Para introduzir a construgdo genética em
uma planta, um vetor é normalmente necessario. Um v etor
adequado é, por exemplo, a bactéria Agr obact eri um
t unmef aci ens.

[0062] Existem também outros sistemas disponiveis

para introducdo de material genético em plantas. Es ses
sistemas nao necessariamente precisam de um vetor. Assim, é
possivel, por exemplo, introduzir material genético em
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espécies de angiosperma e gimnosperma através da re producédo
sexual entre arvores e mediante bombardeamento de
particulas (particulas de ouro cobertas de DNA séo atiradas
dentro das células).

[0063] A presente invencdo proporciona uma arvore
gue superexpressa uma sequéncia endégena de acido n ucleico,
a qual codifica a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina, ou expressa uma sequén cia
exdgena de acido nucleico, a qual codifica a enzima
isopentenil-transferase biossintética de citocinina

[0064] Conforme aqui descrito, o gene efetor
precisa ser expresso nas células cambiais. Isso € p ossivel
mediante uso de um promotor, que, geralmente, permi te a
expressdo nas células meristematicas. No entanto, €
desvantajoso que a divisdo celular seja intensifica da em
quaisquer células meristematicas. Se, por exemplo, as

fohas de uma arvore crescem ou se compactam

demasiadamente, isso pode ser desvantajoso, embora o volume
do caule tenha sido aumentado, ao mesmo tempo. De a cordo
com a presente divulgacdo, um promotor que permite a
expressdo em células cambiais e em células apicais é
preferivelmente usado, uma vez que o crescimento gl obal da
arvore nao é muito grande, somente o crescimento do volume
do caule e o crescimento da altura. De uma forma ma IS
preferivel € usado um promotor, o qual permite a ex pressao

especificamente nas células cambiais. Nesse caso, O

crescimento do volume do caule é aumentado, mas, néd 00
crescimento global da arvore e nem a sua altura. To das as
comparacdes sao pretendidas para serem feitas com r elacdo a

uma arvore do tipo selvagem, de mesma espécie, idad e e

condicbes de crescimento.
[0065] O gene efetor pode ser introduzido em uma

arvore mediante uso de uma construcdo genética, con forme
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aqui descrito. Alternativamente, a expressdao de um gene

efetor do tipo endégeno em wuma arvore pode ser

aperfeicoada. Assim, por exemplo, na arvore da espé cie

Popul us, a expressao da IPT7 da Popul us pode ser melhorada.
[0066] A expressdo do gene pode ser intensificada

através da superexpressdo ectopica, conduzindo o ge ne
enddgeno através de um promotor alternativo, ou sej a,
conduzindo um maior nivel de expressdo do que aquel e do
promotor enddgeno. Isso pode ser feito mediante int roducao

de uma nova coOpia do gene enddégeno, de acordo com o
promotor escolhido, dentro do genoma. Alternativame nte, a
expressdo do gene endogeno pode ser intensificada a través

de marcacdo de ativacdo, em que 0s elementos

intensificadores sao introduzidos dentro do genoma da
planta, onde sdo capazes de intensificar a transcri cao dos
genes nas suas proximidades. No futuro, uma express ao mais
intensa do gene enddgeno pode ser também alcancada atraves
da montagem de genoma, por exemplo, com nucleases d e
engenharia, que podem ser usadas para eliminar elem entos
silenciadores que reprimem a expressao dos genes de sejados.

[0067] Uma arvore transgénica produzida conforme
aqui descrito expressa pelo menos 40%, preferivelme nte,
pelo menos 44%, mais preferivelmente, pelo menos 46 %, ainda

mais preferivelmente, pelo menos 50%, muito mais

preferivelmente, pelo menos 60%, de niveis mais alt os de
sinalizacdo de citocinina nas células cambiais dura nte o
desenvolvimento cambial, quando se compara a uma ar vore do

tipo selvagem (WT).

[0068] Além disso, em uma arvore transgénica
produzida conforme aqui descrito, o crescimento de volume
do caule na dita arvore é pelo menos 35% maior,
preferivelmente, pelo menos 38%, mais preferivelmen te, pelo

menos 40%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 4 5%, e
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muito mais preferivelmente, pelo menos 50% maior, q uando se
compara a uma arvore do tipo selvagem (WT).
[0069] Em um aspecto da invencdo, a arvore que

expressa um gene efetor nas células cambiais,

preferivelmente, pertence a espécie das angiosperma s. A
arvore € uma arvore de periodo anual ou uma arvore perene,
preferivelmente, uma arvore perene. A arvore perten ce aos

géneros Betul a, Populus ou Eucal yptus. Preferivelmente, a
arvore pertence ao género Popul us. A arvore do género
Popul us é selecionada do grupo de espécies de Popul us, por

exemplo, P. tremula, P. alba, P. tremnul oides, P. canescens,

P. deltoids, P. frenontii, P. nigra, P. Canadensis, P.
inopina e Populus tremula x trenuloides. A funcdo da
construcdo genética foi testada e confirmada no ala mo
tremedor hibrido e Popul us trenmul a x tremnul oi des.

[0070] Em um segundo aspecto da invencdo, a
arvore expressa um gene efetor nas células cambiais
pertencentes as gimnospermas. A arvore, preferivelm ente, é
um abeto vermelho ou um pinheiro.

[0071] A presente invencao também inclui diversos

produtos de madeira, 0s quais podem ser obtidos a p artir de
arvores transgénicas, conforme a invengdo. Esses pr odutos
de madeira incluem, por exemplo, troncos, galhos, r aizes e
sementes.

[0072] A presente invengdo também proporciona um
método para producdo de uma planta transgénica, cap az de
aumentar a producdo de biomassa, e/ou aumentar o0
crescimento de volume do caule, quando se compara a uma
planta do tipo selvagem. O método compreende as eta pas de:
- introdugdo de wuma sequéncia de acido nucleico
codificadora da enzima isopentenil-transferase

biossintética de citocinina, operacionalmente ligad aaum
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promotor que permite a expressao nas ceélulas cambia is, para
uma célula de arvore;

- cultivo da dita célula para formar uma cultura ce lular;

- regeneracao da cultura celular em uma planta, na qual a

sequéncia de &cido nucleico que codifica a enzima

isopentenil-transferase  biossintética de citocinina é
expressa nas células cambiais, durante o desenvolvi mento
cambial.

[0073] Meétodos de transformacdo baseados em

bactéria Agr obact eri umpara arvores de espécie angiosperma

foram publicados em diversos artigos, por exemplo, artigos
de Haggman et al., 2003, Seppanen et al., 2004 e Ni Isson et
al., 1992. Em geral, o0 método compreende que explan tes de
plantas (discos de folhas, segmentos de caules, etc .) séo
incubados em uma cultura de Agr obact eri um apos o que sao
conjuntamente cultivados com a bactéria de Agr obact eri umem

um meio de cultura solido. Para finalizar a cultura

conjunta, as bactérias de Agr obact eri um sao removidas por
meio de lavagem. Os explantes de plantas sao cultiv ados em
um meio de producdo de calo, suplementado com um
antibiético, para limitar a produgcdo de calo nas pl antas
transgénicas que abrigam o0 gene de resisténcia a

antibiético. Os tecidos de formagcdo de calo sé&o

transferidos para um meio de regeneracao, para a pr odugéo
de brotos. Os brotos regenerados sao transferidos p ara um
meio de indugéo de raiz. Apds as raizes serem forma das, as

plantinhas ou mudas podem ser cultivadas no solo.

[0074] A presente invencao proporciona ainda um
método para melhorar a producéo de biomassa e/ou au mentar o
crescimento de volume de caule em arvores. O método
compreende as etapas de:
- introdugdo de uma sequéncia de acido nucleico

codificadora da enzima isopentenil-transferase
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biossintética de citocinina, operacionalmente ligad aaum
promotor que permite a expressao nas células cambia is, para
uma célula de arvore;
- cultivo da dita célula para formar uma cultura ce lular;
- regeneracao da cultura celular em uma planta, na qual o
gene que codifica a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina é expresso nas células cambiais
durante o desenvolvimento cambial;
- permissdo a dita planta crescer para a forma de a rvore
adulta, tendo um intensificado crescimento radial, se
comparado a uma arvore do tipo selvagem.

[0075] Na transformacao mediada pela

Agrobacteri um os explantes de plantas sdo conjuntamente

cultivados com a bactéria Agr obact er i umcontendo o desejado
transgene. A bactéria Agr obact eri um ira transformar as
células de plantas nos explantes através da integra céo do
DNA transgénico no genoma da planta. Colocadas em m eios de
enraizamento e formacéo de brotos, as plantas trans génicas
serdo regeneradas a partir das células transformada S.

[0076] No método de bombardeio de particulas

(microprojétil), particulas de ouro ou tungsténio s ao
revestidas com DNA e atiradas dentro das células da S
plantas. O DNA inserido ir4 se integrar dentro do g enoma da
planta.

[0077] No método de eletroporacdo, furos
transitorios sdo formados nas membranas do protopla sto da
planta mediante uso de choque elétrico; isso permit e ao DNA
transgénico entrar nos protoplastos da planta.

[0078] No meétodo de transformacdo viral

(transducdo), o transgene desejado € empacotado em um
adequado virus de planta, e a planta é infectada po r esse
virus. O material transgénico ira se integrar dentr o do

genoma da planta.
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[0079] O termo “aumento de producdo de biomassa”
significa aqui a quantidade adicional de biomassa (
peso seco do caule) das arvores transgénicas, quand
compara com arvores do tipo selvagem e da mesma ida

[0080] Na presente descricdo, a massa seca de
tronco de arvores do tipo WT foi medida na idade de
semanas (média de 3 &rvores) e foi de 35+2 (STDEV)
enguanto o tronco das arvores de pLMX5-IPT7 (3 arvo
de 5118 g.

[0081] O termo “aumento de crescimento do volume
de caule” significa aqui a quantidade adicional de
de caule nas arvores transgénicas, quando se compar
arvores do tipo selvagem e da mesma idade.

[0082] Na presente descricdo, o volume de caule
foi medido uma vez por semana, com 3 pontos de medi
cm acima do nivel do solo, na metade da arvore, 2 ¢
do apice), e o volume foi calculado através da form
formacéo de frutos (
da metade para o apice):
V= mh/i3*(r 2+rR+R?)
em que:
V = volume
h = altura
r = raio da parte superior
R = raio da parte inferior
http://www.mathwords.com/f/frustum.htm.

[0083] As arvores transgénicas de superexpressao
de IPT7 apresentaram um maior volume de caule se co
com as arvores do tipo selvagem (WT) (Figura 5). O
crescimento do volume de caule nas arvores transgén
foi, em média, 53% maior, e pelo menos 38% maior, s

padrdes foram levados em consideracgao.
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[0084] As arvores transgénicas expressaram, em
média, 83% e, pelo menos 44%, se os erros padroes f
levados em consideragcdo, com maiores niveis de sina
de citocinina  nas células  cambiais  durante o
desenvolvimento cambial, se comparado com as arvore
tipo selvagem (WT).
[0085] A

aplicacbes em que a arvore transgénica € uma arvore

presente invencdo inclui ainda
estéril, incapaz do desenvolvimento de flores, poli

ou semente. Os métodos usados para produzir arvores
estéreis sdo conhecidos para um especialista versad
técnica.

[0086] Clones estéreis de hibridos entre duas
correlacionadas diferentes numeros de

espécies com

Cromossomos (tetraploide cruzado com diploide,
proporcionando, por exemplo, um triploide estéril)
ser  selecionados arvores

para transformacdo. As

transgénicas podem ser propagadas por meio de clone

Y

testadas quanto a esterilidade (em relacio a um
desenvolvimento abolido, abortado ou estéril de pro
flores, pdlen ou sementes).

[0087] Para exemplificar a presente invencgao, a
construcdo de arvores transgénicas exibindo um elev
nivel de sinalizagédo de citocinina € aqui descrito.
arvores, a situacdo e o padrdo de distribuicdo e
sinalizacdo de auxina e citocinina foram analisados

[0088] A concentracdo dos perfis de auxina e
citocinina através do meristema cambial no caule da
foi caracterizada. Além disso, para correlacionar o
hormonal da citocinina com a sinalizagdo da citocin
intensa analise dos perfis de expressdo da citocini
biossintética e dos genes de sinalizagdo através da

cambial da  Popul us foi feita.
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[0089] Para melhor entender a interagdo entre

dois principais percursos hormonais, citocinina e a uxina,
na regulacéo das divisbes da célula cambial, seus n iveis de
concentracdo através da zona cambial do caule da Popul us

tri chocar pa foram analisados. Sec¢des criogénicas do caule
representando o floema, conducéo do floema, desenvo lvimento
do floema, cambio, desenvolvimento do xilema, e tec idos do
xilema (Figura 6) foram analisadas.

[0090] Para verificar a identidade do tecido das
secbes criogénicas analisadas, genes marcadores par a
diversos tipos de tecidos foram incluidos na analis e. O
gene Pt SUC2 foi usado como marcador da célula de floema, o
gene Pt ANT, como marcador para divisdo das células
cambiais, e 0 gene Pt COMI2 como marcador para fibras de
floema e células de xilema. Os marcadores se
correlacionaram satisfatoriamente com a identidade dos
tecidos determinada através de microscopia, durante o]
seccionamento criogénico.

[0091] A presente invencdo € baseada em uma

analise detalhada da funcdo da citocinina na regula cao do
desenvolvimento cambial em um caule de &rvore. De m odo
similar a auxina, o hormonio de citocinina também a presenta
um gradiente de concentracdo através da zona cambia . O
pico de concentragdo da citocinina coincide com o a Ito

dominio de expressdo dos genes biossintéticos e de

sinalizacdo desse hormonio.

[0092] Com excec¢do dos genes Pt CKI 1, a expressao
de todos os componentes da biossintese da citocinin a e do
percurso de transdugdo de sinal no cambio da Popul us foi
detectada. Foi verificado que o efetivo nivel de ex pressao

dos genes CKlI 1 é bastante baixo, abaixo do limite de
deteccdo da andlise de expressdo, ou que esses gene S néo
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sdo exigidos para o desenvolvimento cambial durante 0
crescimento ativo das arvores Popul us.

[0093] A expressdo de todos os componentes de

sinalizacdo da citocinina confirma a importancia de sse
percurso hormonal de sinalizacdo para a atividade d 0 cambio
vascular.

[0094] De modo interessante, o perfil de

distribuicdo cambial da citocinina € diferente, mas :

parcialmente, se sobrepde aos perfis de concentraca o0 da
auxina. A alta concentracédo da auxina € restrita ao dominio

da divisdo ativa de células cambiais n&do diferencia das;
enquanto a alta concentracdo da citocinina apresent a um
maior dominio, que se estende a partir do cambio na o]

diferenciado para o floema em desenvolvimento.

[0095] Na presente divulgacdo foi mostrado que o
acumulo de biomassa no caule da arvore pode ser
intensificado através da estimulacdo da sinalizacéo da
citocinina nas arvores transgénicas Popul us. Essas arvores

mostraram uma acentuada capacidade de resposta da

citocinina juntamente com um elevado nivel de sinal izacao
da citocinina. A atividade de divisdo da célula cam bial das
arvores transgénicas foi aumentada, se comparado co m as

arvores do tipo selvagem (WT) e, respectivamente, o

crescimento radial do caule foi acelerado. Como ess as
arvores foram da altura das arvores do tipo selvage m (WT),
o efeito estimulatério da citocinina sobre o cresci mento
radial foi independente da velocidade de cresciment o]
apical. Além disso, essa acdo estimulante da citoci nina

pareceu ocorrer mediante interferéncia  indesejada

(crosst al k/diafonia) entre a CK e a auxina: uma elevada

concentragdo e sinalizagdo de CK aumentou o nivel e ampliou
o dominio de concentracédo e sinalizagdo da auxina n a regiao
cambial. Potencialmente, os dominios que se sobrepd em
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parcialmente da acdo da auxina e citocinina apresen tam
fungBes especificas na regulagéo de diferentes proc essos de
desenvolvimento que ocorrem ao longo da zona cambia . A
interferéncia indesejada entre a auxina e a citocin ina na
parte intermediaria do cambio pode definir o nicho da
célula do caule para a manutencdo de um grupo de cé lula de
divisdo ativa. Assim, possivelmente a alta proporca o de
citocinina para auxina no lado do floema da zona ca mbial
contribui para a determinacdo da identidade do floe ma das

células vasculares em desenvolvimento.

[0096] A invencao € ilustrada pelos exemplos ndo

limitativos apresentados a seguir. A invencao pode ser
aplicada a outros genes, construcdes genéticas e pl antas,
diferentes daquelas ilustradas nos exemplos apresen tados.

No entanto, deve ser entendido que as modalidades

apresentadas na presente descricdo e nos exemplos s ao
apenas de carater ilustrativo, pelo que, diversas p ermutas
e modificacbes podem ser possiveis, desde que dentr o do

escopo da invencao.

EXEMPLOS
Exemplo 1 - Construcdo de &rvores transgénicas Popul us com
estimulada sinalizagéo cambial da citocinina.

[0097] Para estudar o efeito da sinalizagdo da
citocinina com relacdo ao crescimento do caule fora m
construidas &rvores transgénicas Populus ( P. trenula x
tremul oi des) para demonstrar uma elevada sinalizagdo da
citocinina durante 0 desenvolvimento cambial. Para
estimulacdo da biossintese foi usado o gene At 1PT7 de
Ar abi dopsi s,que codifica a enzima isopenteniltransferase

biossintética de citocinina. O gene At | PT7 foi expresso sob

o promoter cambial especifico Ptt LMX5 (Love et al., 2009),

gue mostra uma alta expressdo nas células cambiais e
células de xilema em desenvolvimento. Nenhuma expre ssao de
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At | PT7 foi detectada nas linhas transformadas. Duas linha S
(At1PT7 1 e 3) com um alto nivel de expressao transgénica
foram selecionadas para posterior analise.
Exemplo 2 — Crescimento radial acelerado de troco d e arvore
nas linhas transgénicas.

[0098] Para avaliar o efeito da atividade de
At | PT7 com relagdo ao desenvolvimento da arvore, foram

estudadas dinamicas de crescimento de arvores trans génicas
sob condicbes de estufa (Figura 5A). A velocidade d e
crescimento apical das linhas pLMX5: : At | PT7 foi similar a

das plantas de tipo selvagem; as plantas transgénic as
apresentaram a mesma altura que aquela das arvores de
controle com a mesma idade (Figura 5A). Por outro | ado, o
diametro do caule foi aumentado nas arvores transgé nicas,
se comparado com as arvores do tipo selvagem (WT). Foi
ainda observado que o volume do caule, que foi afer ido como
um volume aditivo de interndédulos sem as folhas, fo I maior
que aquele das arvores do tipo selvagem (WT) (Figur a 5B).

[0099] A Figura 5A mostra os fenotipos de arvore
do tipo selvagem (WT) e de linhas 1 e 3 de arvores Popul us,
pLMX5- 1 PT7, com a idade de trés meses. Todas as &rvores
tinham alturas semelhantes.

[0100] A Figura 5B mostra o volume de tronco das

linhas 1 e 3 de Popul us transgénica, pLMX5- 1 PT7, quando
comparado com as arvores WT. O volume total de caul e das
linhas transgénicas foi aumentado, se comparado com o]
volume das arvores WT. Os valores correspondem a mé dias

(xSD) de cinco arvores individuais, por cada linha.
Exemplo 3 — Capacidade de resposta intensificada de
citocinina relativa as linhas transgénicas.
[0101] Para avaliar o efeito da expressao cambial
de At| PT7 sobre a sinalizagédo da citocinina, foi testada a

capacidade de resposta da citocinina em  arvores
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transgénicas. No ensaio classico de capacidade de r esposta
da citocinina (Skoog & Miller, 1957), uma baixa pro porcao
de citocinina para auxina induz a regeneracdo de ra iz de
segmentos de plantas, e uma alta propor¢cdo de citoc inina
para auxina promove, em vez disso, a regeneragao do broto.
Nesse ensaio, segmentos de brotos foram cortados de linhas
transgénicas cultivadas em estufa e de linhas de ar vores do
tipo selvagem (WT), com seguinte cultivo em condi¢d es in

vi tro, em um meio com uma concentracdo variavel de trans -

Zeatin (tZ).

[0102] No ensaio, a maior parte dos segmentos de
caule de linhas de | PT7 produziram brotos mesmo com a
concentracdo de 0,5 mg/L de trans-Zeatin (tZ), enqu anto
somente poucas amostras de arvores do tipo selvagem (WT)
foram capazes disso (Figura 5C). Esse resultado ind ica que
as linhas transgénicas exibem um elevado nivel basa | de

sinalizacdo de citocinina, mesmo que uma moderada

concentracdo de citocinina aplicada possa induzir a

producdo de brotos; um tipico fenotipo de resposta de
citocina. Além disso, as linhas transgénicas produz iram
raizes no meio usado com 0 mg/L de tZ. Quando a aux ina,
juntamente com a citocinina, promove a formacgao de raiz, o

resultado indica que essas linhas podem ter tido ma IS

citocinina e auxina do que as arvores de controle.

[0103] A Figura 5C ilustra o ensaio de capacidade
de resposta da citocinina de arvores WT e de linhas de
arvores  pLMX5- | PT7. Segmentos de caule foram cultivados em

um meio com 0,5 mg/L de auxina (IAA) e 0, 0,5 ou 1. 5 mg/L
de citocinina-t-zeatin. As linhas transgénicas rege neraram
brotos com baixas concentragcbes de citocinina (0,5 mg/L),
enquanto as arvores do tipo selvagem (WT) exigiram uma

concentracdo mais alta (1.5 mg/L) desse hormonio.

Peticao 870160032414, de 29/06/2016, pag. 35/54



30/36

Exemplo 4 — Elevados niveis de sinalizacdo cambial de
citocinina em arvores transgénicas.

[0104] A situacdo da sinalizagdo cambial da

citocinina nas arvores transgénicas foi estudada. O S niveis
de expressao de dois genes marcadores de citocinina foram
analisados. Dois genes marcadores foram usados para avaliar

o nivel de sinalizagdo da citocinina: um receptor d e
citocinina Pt t HK3a e um regulador de resposta do tipo (A),

Ptt RR7. O nivel de sinalizacdo de auxina foi estudado

através de um gene marcador de sinalizacdo de auxin a
(Ptt1 AA3). O regulador de resposta Pt t RR7 representa um
gene de resposta primario de citocinina fosforelay: a
expressdo de genes reguladores de resposta do tipo A é
suprarregulada pela sinalizacdo da citocinina: o ni vel de

expressdo desse gene reflete o nivel de resposta de

citocinina que ocorre nas arvores analisadas. Nas | inhas
IPT7, a expressdo do receptor de citocinina Pt t HK3a foi
essencialmente a mesma que das arvores do tipo selv agem
(WT), enquanto que os niveis de expressdo de PttRR7 e

Pt t | AA3 foram elevados (Figura 5D).
[0105] A Figura 5D ilustra a expressdo de um

receptor de citocinina ( Ptt HK3a), um gene de resposta
primério de sinalizag&o de citocinina (tipo-A RR Ptt RR7), e
um gene marcador de sinalizacdo de auxina ( Ptt1 AA3) no
caule de arvore selvagem (WT) e linha 1 de pLMX5-IP T7. Os
niveis de expressao de PttRR7 e Pttl AA3 foram elevados na
linha de pLMX5-IPT7, se comparado com a WT, enquant 0 a
expressao de Ptt HK3a nado foi afetada. Duas arvores
individuais por linha foram analisadas por qRT-PCR (barras
de erro = SD).

[0106] Esse resultado mostra que o nivel de

sinalizacdo de citocinina e auxina foram elevados c om
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sucesso mediante uma elevada concentracdo de CK, en guanto a
capacidade para percepcéao da citocinina n&o foi mod ificada.
Exemplo 5 — Aumento do numero de divisbes de célula S

cambiais em arvores transgénicas.

[0107] Para estudar o efeito de elevada

sinalizacdo de citocinina sobre a arquitetura vascu lar, a
anatomia cambial de arvores transgénicas foi analis ada.
Células cambiais meristematicas nao diferenciadas f oram
definidas nas secbes transversais na forma de célul as
pequenas e planas, de parede fina, localizadas em a rquivos
de células cambiais entre as células de diferencia¢ ao de
xilema e floema. As primeiras células de diferencia céo de
xilema e floema foram definidas como tendo um taman ho maior
e arredondado. Nas arvores IPT7, o cambio vascular continha

mais células meristematicas nos arquivos de células
cambiais do que as arvores do tipo selvagem (24 vs 15)
(Figuras 6A e 6B). Com base no aumento do numero de
células, pode ser concluido que os arquivos de célu las
cambiais foram submetidos a adicionais divisdes cel ulares,
se comparado com as arvores WT.

[0108] Além disso, foi estudado se além da
estimulacdo da velocidade da divisao celular, o ele vado
nivel de sinaliza¢do da citocinina também possa ter afetado
a morfologia das células de xilema produzidas. Para

confirmar isso, as dimensfes das células de xilema, dos
vasos e das fibras foram analisadas em amostras de caule
macerado. Quando comparado com as arvores WT, a ext ensao e
largura das células de xilema nas arvores IPT7 nao foram

significativamente diferentes.
Exemplo 6 — Elevada sinalizacdo da citocinina afeta o]
dominio de sinalizacdo cambial da auxina.

[0109] Em seguida, foi estudado como a regulacao

hormonal do meristema cambial reage a uma elevada
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concentragdo de citocinina. Para realizagéo desse e studo, a
dindmica de sinalizagdo do horménio cambial foi per filada

atravées de estudos sobre a concentracdo hormonal e

expressdo de gene marcador. As concentracdes de iP e tZ
bioativos foram quase que 30% mais altas nas arvore S
transgénicas, enquanto que as concentragdes de IAA e cZOG

foram dobradas. De forma marcante, o0s perfis de

distribuicdo de citocinina foram bastante similares entre
as arvores do tipo selvagem (WT) e as arvores de i nha
transgénica, enquanto a forma de distribuicdo da au xina foi
diferente. A arvore transgénica apresentou um domin io mais
amplo de alta concentracdo de auxina: o nivel de IA A foi
maior no desenvolvimento do xilema e nas células de xilema

do que na arvore WT.

[0110] Para conectar os perfis hormonais com o
padrdo de sinalizacdo, o padrdo de expressdo dos ge nes
marcadores de sinalizagdo de auxina e citocinina fo i
caracterizado através da zona cambial. O gene Pt t RR7 foi
usado como marcador para a citocinina e o gene Pt t | AA3 para

sinalizacdo da auxina. De modo similar ao estudo de

concentracdo hormonal, secbes criogénicas represent ando o
floema, desenvolvimento do floema, cambio, desenvol vimento
do xilema e xilema, foram analisadas. Os genes Ptt SUC2 e

Pt t COMI' foram usados como genes marcadores para o floema,

fibras de floema e células de xilema, respectivamen te, para
confirmar a identidade das sec¢des. Duas é&rvores do tipo
selvagem e duas arvores IPT7 foram analisadas. Nas arvores
transgénicas e WT, ocorreram picos de expressao de RR7 no
desenvolvimento do tecido de floema, onde, também, 0 gene
marcador de floema, Pt SUC2, apresentou uma alta expressao

(Figura 6). O cambio, onde os marcadores de floema e xilema
apresentam baixos niveis de expressdo, exibe alta | AA3 e
aumento dos niveis de expressdao de RR7. O desenvolv imento
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do tecido de xilema apresenta alta IAA3 e uma cresc ente
expressdo de COMT, enquanto que na maturacdo do xil ema,
apenas a expressao do marcador de xilema é alta.

[0111] Quando as &rvores WT e as arvores

transgénicas foram comparadas, foi possivel observa r que as
arvores IPT7 apresentaram um dominio mais amplo de alta
sinalizagdo de auxina. O cambio, que é um dominio d e alta
expressdo de RR7 e de IAA3, e o desenvolvimento de xilema,
um dominio de alta expressdo de IAA3 e moderada exp ressao
de RR7, pode também se observar que os tecidos séo maiores
nas linhas transgénicas, se comparado com a arvore WT
(Figura 6). Esse dominio ampliado da sinalizacdo da auxina
corresponde ao aumento do numero de células meriste maticas.

[0112] A anatomia cambial, o teor hormonal e os
perfis de sinalizacdo hormonal da arvore WT (A) e d o caule

da arvore Popul us transgénica linha pLMX5::IPT7 linha 1 (B)

sdo mostrados na Figura 6. Nas arvores IPT7, o camb io
vascular continha mais células meristematicas nos a rquivos
de células cambiais do que no caso das arvores WT ( tipo
selvagem) (24 vs 15). Quatro fracdes (A-D) foram co letadas

para a andlise hormonal. Na arvore WT, a 42 fracdo
representa células de xilema totalmente desenvolvid as,
enquanto no caule pLMXS5:IPT7 ainda  existe o]
desenvolvimento de células de xilema, o que indica gque a
zona cambial meristematica é mais ampla no caule
pLMX5::IPT7 do que na arvore WT.

[0113] Os perfis hormonais da auxina (IAA) e das
citocininas bioativas (iP e tZ) juntamente com uma forma de
armazenamento de citocinina (cZOG) foram analisados em

quatro fragdes cambiais (A-D). As concentragcdes das

citocininas bioativas iP e tZ foram quase 30% maior es nas
arvores transgénicas, enquanto as concentracdes de IAA e
cZOG foram dobradas. De forma marcante, os perfis d e
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distribuicdo de citocinina foram bastante similares entre
as arvores do tipo selvagem (WT) e as arvores de i nha
transgénica, enquanto a forma de distribuicdo da au xina foi
diferente. A &rvore transgénica apresentou um domin 0 mais
amplo de alta concentracdo de auxina (destacado por um

sombreamento de cor cinza).

[0114] Para correlacionar os perfis hormonais com

os dominios de sinalizacdo, padrbes de expressao de genes
marcadores foram analisados por meio do procediment o de
gRT-PCR em quatorze secdes criogénicas de floema (1 ),
dentro de tecidos de xilema (14). As letras sob o g rafico
indicam a posicao de quatro fracdes de analise horm onal (A-

D). O gene Pt t SUC2 foi usado como marcador de floema, um

gene de resposta primaria de citocinina, Pt t RR7, como um
marcador de sinalizacdo de CK, o gene Pttl1 AA3 como um
marcador de sinalizacdo de auxina, e 0 gene Pt t COMI'2 como
marcador de identidade de fibra de floema e marcado r de
identidade de xilema. Com base na expressdo de Ptt RR7, o
nivel de sinalizacdo da citocinina foi elevado na a rvore
pLMX5::IPT7. No entanto, a amplitude do alto domini o de
concentracdo de citocinina (fragbes 3-7 nas arvores WT e
pLMX5::IPT7) ndo foi afetada. Ao contrario, o domin i0
cambial com alta expressdo do gene marcador de auxi na e
decrescente expressdo do gene marcador de citocinin a

(fracbes 5-7 da arvore WT vs fracbes 5-11 da &arvore
pLMX5::IPT7) foi mais amplo na linha transgénica do gue na
arvore WT (fracdes 3-7). O nivel de expressao do tr ansgene
At | PT7 foi abaixo do limite de deteccdo nas arvores WT,
enquanto apresentou uma alta expressao na zona camb ial da
arvore pLMX5::IPT7.
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REIVINDICACOES

1. Construcéo genética caracterizada por
compreender uma primeira sequéncia de 4cido nucleico
(efetora) codificadora da enzima isopentenil-transferase 7
(IPT7) biossintética de citocinina, operacionalmente ligada
a uma segunda sequéncia de acido nucleico (promotora),
permitindo a expressdo da dita primeira sequéncia de acido
nucleico em células cambiais,

a dita primeira sequéncia de acido nucleico
compreendendo a SEQ ID NO:1; e

a dita segunda sequéncia de acido nucleico sendo
uma promotora cambial especifica, em que a expressdo de
IPT7 em células cambiais resulta em crescimento aprimorado
do volume do caule.

2. Construcgéo genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita
segunda sequéncia de &cido nucleico é uma promotora de
meristema de bétula, pBpCREl, definida pela SEQ ID NO:7.

3. Construcgéo genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita
promotora é a promotora cambial especifica de Populus,
pPLM5, definida pela SEQ ID NO:8.

4., Vetor caracterizado por compreender a
construcdo genética conforme definida em qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 3.

5. Método para producao de uma planta
transgénica, capaz de aumento de producdo de biomassa, e/ou
de aumento do crescimento de volume do caule, se comparado
a uma planta do tipo selvagem, o método caracterizado por
compreender as etapas de:

- introduzir uma sequéncia de 4&cido nucleico
codificadora da enzima isopentenil-transferase 7 (IPT7)

biossintética de citocinina, operacionalmente ligada a um
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promotor cambial especifico que permite a expressdo nas
células cambiais, a uma célula de &arvore;

- cultivar a dita célula para formar uma cultura
celular;

- regenerar a cultura celular em uma planta, na
qual a sequéncia de &cido nucleico que codifica a enzima
isopentenil-transferase biossintética de citocinina é
expressa nas células cambiais durante o desenvolvimento
cambial,

em que a dita sequéncia de 4cido nucleico
enddégena compreende a SEQ ID NO:1.

6. Método para melhorar a producdo de biomassa
e/ou aumentar o crescimento de volume do caule em &rvores,
o método caracterizado por compreender as etapas de:

- introduzir uma sequéncia de &cido nucleico
codificadora da enzima isopentenil-transferase 7 (IPT7)
biossintética de citocinina, operacionalmente ligada a um
promotor cambial especifico que permite a expressdo nas
células cambiais, a uma célula de &rvore;

- cultivar a dita célula para formar uma cultura
celular;

- regenerar a cultura celular em uma planta, na
qual o gene que codifica a enzima isopentenil-transferase
biossintética de citocinina é expresso nas células cambiais
durante o desenvolvimento cambial;

- permitir que a dita planta cresca para a forma
de &rvore adulta, tendo um crescimento radial aprimorado,
se comparado a uma arvore do tipo selvagem,

em que a dita sequéncia de 4cido nucleico

endbgena compreende a SEQ ID NO:1.
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GXTxxGK[ST] (SEQ ID NO:3)

G[ATP]TG[STA]GKS

[VLIIxxxxxxx[VLI][VLI]xxDxxQ (SEQ ID NO:4)

[LIJAX[RH](x)[FL]xxEI[IV][NS][SA]D[KAS][IMV]Q

[VLI][VLI]XGGI[ST] (SEQ ID NO:5)

[IVI[IVL][AVT]GGIST]
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Expression (X-times)

/T =

pPLMX5::AtIPT7

Expression (X-times)

pLMX5::AtIPT7

*suC2
*RR7
+1AA3
=COMT

“+AtiPT7 N.D.

*suC2
+RR7
+1AA3
*COMT
+AtPT7

S/



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

