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(57) Resumo: SEMENTES DE CANOLA AMARELA DE BAIXO
TEOR DE FIBRAS COMPREENDENDO ALTO TEOR OLEICO, BAIXO
TEOR DE OLEO LINOLENICO. A presente invengéo refere-se a
canola de semente amarela, de baixo teor de fibras, e farinha grossa
de canola e ragdo animal relacionadas. O éleo produzido a partir desta
semente tem no minimo 68% de acido oléico e ndo mais de 3% de
acido linolénico, relativamente aos acidos graxos totais no dleo.
Também s&o proporcionadas linhagens de canola especificas
apresen- tando estas caracteristicas. At¢é o momento nao foi
proporcionada semente de canola oferecendo as vantagens
combinadas de excelente 6leo junto com fari- nha grossa de alta
qualidade.



10

15

- 20

25

30

P 06 AMUYG LY

Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "SEMENTES DE

- CANOLA AMARELA DE BAIXO TEOR DE FIBRAS COMPREENDENDO AL-

TO TEOR OLEICO, BAIXO TEOR DE OLEO LINOLENICO".

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Canola é uma colheita de 6leo importante. O 6leo de canola é con-
siderado um éleo comestivel superior devido a seus baixos niveis de acidos
graxos saturados. “Canola” se refere a semente de colza (Brassica spp.) que
tem um teor de acido erucico (C22:1) de no maximo 2 por cento em peso (com-
parado com o teor de acidos graxos totais de uma semente) e que produz (de-
pois de trituragio) uma farinha grossa secada ao ar contendo menos de 30 mi-
cromoles (pmol) de glucosinolétos por grama de farinha grossa desengordurada
(sem 6leo). E-stes tipos de semente de colza séo diferenciados por sua ‘comes-
tibilidade em comparagdo com variedades mais tradicionais das espécies. |

Oleo de canola regular (extraido de variedades de sementes de

" colza naturais e comerciais anteriores) tem teor relativamente elevado (8% a

10%) de écido'a-linolénico_(Cm;a) (ALA). Este cido graxo € instavel e facilmen-

te oxidado durante o cozimento, o qual por sua vez cria sabores impréprios do

6leo. Também desenvolve odores impréprios e aromas rangosos durante o ar-

mazenamento.
E de conhecimento geral que a redugéo do nivel do teor de a-

 linolénico por hidrdgehagéo aumenta a estabilidade oxidativa do éleo. Hidroge-

nagao é usada rotineiramente para reduzir o teor de poliinsaturados de éleos
vegetais. A industria de} alimentos tem usado hidrogenacgdo para aumentar o
ponto de fusdo de 6leos vegetais, levando é‘cria’géo de produtos a base de dleo
com texturas similares a manteiga, banha de porco e sebo. Durante hidrogena-
¢édo, sdo comumente produzidos trans isdomeros de acidos graxos insaturados.
No entanto, as propriedades nutricionais de acidos graxos trans simula acidos
graxos saturados, deste modo reduzindo a desejabilidade‘ global de 6leos hi-
drogenados. }

O desenvolvimento do 6leo NATREON (uma marca registrada da

Dow AgroSciences) criou um 6leo de canola ainda mais saudavel e aumentou a
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estabilidade oxidativa do 6leo. Sementes NEXERA s&o relacionadsa. Oleo de |
canola NATREON tipicamente tem mais de 70% de acido oléico (C18:1) e me-
nos de'3°/o de &cido linolénico (C1 8:3). Foi demostrado que os efeitos dietéticos
de alto teor oléico e baixo teor linolénico tém efeitos draméticos sobre a saude
reduzindo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e tém pouco ou nenhum
efeito adverso nas lipoproteinas de alta densidade. As Iipoproten’nas de baixa
densidade mediam a deposi¢ao de colesterol nos vasos sanguineos levando a
arterosclerose e doenga cardiaca corondria. As Patentes dos Estados Unidos
N2 6.489.543 (SV095-08); 6.433.254 (Nex 705); 6.455.763 (S010); e 6.444.879

(1709) se referem a variedades de canola de alto teor oléico agronomicamente

superiores. As Patentes dos Estados Unidos N 5.965.755 e 6.169.190
(AG019) se referem a dleo de canola de alto teor oléico e baixo teor de acido
linolénico. | o | A |
Embora a farinha grossa de semente de colza tenha teor de protei-
na relativamente élevado, seu alto teor de fibras reduz sua digestibilidade e seu
valor como uma ragéo animal. Comparada com a farinha grossa de soja, a fari-
nha grossa de canola regular contém maiores valores de fibras dietéticas. Devi-
do a seu alto teor de fibras dietéticas, a farinha grossa de canola tem cerca de
20% menos energia metabolizavel (ME) do que a farinha grossa de soja. Em
consequiéncia, o valor da farinha grossa permaneceu baixo em relagao a outras
farinhas groséas de seméntes oleaginosas tais como farinha grossa de soja.
Rakow (2004a) reporta que a farinha grossa de canola é vendida por cerca de
60 a 70% do preco da farinha grossa de soja principalmente devido ao alto teor
de fibras da farinha grossa de canola (cerca de 12% de fibra bruta) comparada

com farinha grossa de soja (cerca de 4% de fibra bruta), a qual reduz seu valor

" alimentar particularmente em ra¢bes para porcos e aves domésticas. A farinha

grossa de canola contém aproximadamente 36 a 38% de proteina bruta ao
passo que a farinha grossa de soja contém 48% no estadoem que es encontra.
Além disso, a presenca de glucosinolatos reduz o valor de uma farinha grossa
de canola devido aos efeitos nocivos que estes compostos tém sobre o cresci-

mento e a reproducgdo do gado.
Em canola, a maior parte da sele¢do genetica até o momento tem
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sido focalizado no teor de 6leo e nas caracteristicas agronémicas. A melhora da
qualidade da farinha grossa em canola de Brassica napus deve se focalizar no
aumento do teor de energia metabolizavel (ME) da farinha grossa de modo a

torna-la mais competitiva com outros alimentos de alto teor de proteina tais co-

mo farinha grossa de soja em ragoes para animais monogastricos. A redugao

nos niveis de fibras aumentaria o valor nutritivo da farinha grossa de canola
elevando a proporgéo de proteina e ME.

Foi visto que canola com cascas das sementes amarelas tém cas-
cas mais finas e portanto menos fibra e mais ¢leo e proteina do que variedades
com cascas das sementes de cor escura: A cor do revestimento das sementes
é geralmente dividida em duas classes principais, amarelo ou preto (ou marrom
escuro), embora também sejam observ‘ados' tons vériéveis destas cores, tais
como marrom-avermelhado e marrom-amarelado. A cor do revestimento das
sementes em semente de colza pode ser diferente dependendo da espécie e
da variedade de Brassica em particular. Variedades de semente de colza de
semente amarela sdo comuns em paises Asiaticos, e na China, ha uma abun-
dancia de cultivares de semente amarela em produgéo, particularmente nas
variedades B. junceae B. rapa. | '

Stringam et al. (1974) reportaram que sementes amarelas de B.
rapa tiveram maior teor de 6leo, maior teor de proteina, € menor teor de fibra do
que sementes marrons. Bell & Shires (1982) estudaram a composi¢ao de cas-
cas de semente de canola amarela e marrom e compararam sua digestibilidade
por porcos. As cascas marrons contiveram mais fibra e lignina. Shirzadegan &
Robbelen (1985) reportaram um teor médio 2,6% maior de dleo e proteina em
sementes marrons versus pretas, € uma redugao de 3% nos teores de fibras e
cascas de sementes amarelas e marrons com'p‘ara'da's com formas de sementes
pretas comuns. o _

Bell (1995) observaram que farinha grossa de canola tinha alta qua-
lidade nutricional mas a presencga de cascas na farinha grossa reduziu os niveis
de energia disponivel e proteina, bem como aminoacidos e minerais. O valor
nutricional da farinha grossa de canola pode ser aprimorado reduzindo os teo-
res de fibras e/ou cascas, levando a maior digestibilidade de proteina e amino-
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acidos disponiveis. O desenvolvimento de variedades de semente amarela com
menos casca é oferecido como uma possibilidade para aumentar o valor ali-
mentar da farinha grossa de canola. |

Simbaya et al. (1995) compararam farinhas grossas de semente
amarela de B. napus, B. juncea, e B. rapa com canola de semente marrom. Em
média, amostras de semente amarela tiveram maior teor de protefna € menor
teor de fibras dietéticas (e lignina).

Getinet & Rakow (1997) estudaram os padroes de hereditariedade -
de repressao da pigmentagao da casca da.semente em B. carinata. Slominski

et al. (1999) compararam o valor nutritivo para frangos a serem grelhados ali-

“mentados com farinhas grossas derivadas destas linhagens/variedades.

Por mais de 20 anos, Agriculture and Agri-Food Canada (AAFC)-

- Saskatoon conduziram pesquisa para o desenvolvimento de B. napus de se-

mente amarela e produziram diferentes fontes de idioplasma de B. napus de
semente amarela' (Rashid et al. 1994; Rashid & Rakow 1995; Rakow et al. 1999
a & b: e Relf-Eckstein et al. 2003), o ultimo dos quais compara YN97-262 e trés
outras linhagens de semente amarela para 46A65.

Rashid etal. (1994) se referem a um esquema de cruzamento inte-
respecifico usado para desenvolver B. napus de semente amarela (com tragos
tais como aprimorada fértilidade). Rakow et al. (1999a) observa que em B. na-
pus nao ocorrem tipos de semente amarela naturalmente; todos foram desen-
volvidos através de hibridizagdes interespecificas com B. napus, B. juncea, e
B. rapa em varias combinag¢des de cruzamento. Linhagens anteriores tiveram
menor teor de 6leo do que linhagens de semente preta (atribuidas a baixo de-
senvblv,imento de embri6es), tiveram baixa produgéo, e foram altamente susce-
tiveis a caruncho (Leptosphaeria maculans). Rakow et al. (1 999b) se referem a
uma nova fonte “muito necessaria” de B. napus de semente amarela, a qual foi .‘
desenvolvida a partir de cruzamentos interespecific'os entre WESTAR de se-
mente preta e B. juhcea e B. carinata de semente amarela. Foi reportado que
as linhagens de semente amarela obtidas deste modo tém baixo teor de acido
erdcico, baixo teor de glucosinolatos, 60 a 65% de acido oléico, 18 a 20% de

acido linoléico, e 7 a 9% de &cido linolénico.
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Rakow (2004b) reporta que sementes oleaginosas de Brassica de
sementes amarelas tém niveis de fibras de farinha grossa significativamente
reduzidos e teor de 6ieo de semente aumentado, comparadas com formas de

sementes pretas ou marrons. Esta referéncia discute os resultados de um rela-

' tério de dezembro de 2003 onde a linhagem de sementes amarelas YN0O1-429

foi comparada com 46A65 de sementes pretas. Os resultados s&o como se se-

gue:
Tabela 1
YNO01-429 46A65

Producéo (kg/ha) _ ' 1640 - 1520
Cor (WIE™) ) -46,6 1,9
Oleo de Semente % 47,86 . 43,88
Proteina de Farinha Grossa % 52,55 54,27
Peso da Semente (g/1000s) 3,33 2,79
glucosinolatos (umol/g) 11,1 14,1
TSAT % E 6,58 6,91
C22:1 I 0,016 0,021
Caruncho (% de Westar) . 53 15
ADF % de farinha grossa o 9,62 15,69
ADL % de farinha grossa 1,82 7,36

(* a cor foi medida pelo método E313, indice branco)

Esta referéncia também reporta uma demanda crescente de dleos
vegetais de alto teor oléico/de baixo teor de cido linolénico, termoestaveis, de
baixo teor de acido graxo trans para aplicagbes de frigimento. Esta referéncia
reporta um desejo de reduzif o teor de fibras e o teor de glucosinolato para au-
mentar o valor nutricional global da farinha grossa de canola para satisfazer
uma demanda crescente de fontes de farinha grossa de alto teor de proteina a
base de plantas para a industria alimentar. Esta referéncia reporta adic}i_ona‘l-
mente que foram desenvolvidas linhagens de idioplasma com baixo teor de
gordura saturada total (4,5 a 5,0%), baixo teor de gIUcosinoIato total (< 3
umoles/grama de semente), alto peso da semente (> 3 gramas/ 100 sementes)
e resisténcia a doenga em formas de B. napus de semente amarela, e que futu-
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ras metas incluem continuar a aumentar os referidos grupos genéticos, e au- |
mentar o teor de proteina da farinha grossa e o tamanho das sementes.
Rakow & Raney (2003) observam que o 6leo da semente de colza
(canola) tem alto teor de &cido oléico e acidos graxos poliinsaturados essenci-
ais, e que aprimoramentos da qualidade do 6leo adiconais incluiriam o desen-

volvimento de variedades de teor muito elevado de acido oléico/baixo teor de

-acido linolénico (HOLL) para uso em aplicagdes de frigimento, e a criagdo de
 6leos saturados de teor de gordura baixo e muito baixo (zero). De acordo com

esta referéncia, os aprimoramentos da qualidade da farinha grossa se focaliza-
rao sobre redugées de fibras (especialmente lignina) através da criagdo das
formas de B. napus de semente amarela. A redug&o ou eliminag&o de glucosi-
nolatos é listada como uma meta de reprodugéo adicional. Esta referéncia ob-
serva adicionalmente que novas colheitas de sementes oleaginosas de Brassi-
ca, tais como B. junceae B. carinata, estao em desenvolvimento, mas é obser-
vado que cada eépécie tem desafios de qualidade de 6leo de semente e farinha
grossa especificos que precisam ser tratados, inclusive modificagao de compo-
sicoes de acido graxo para melhorar a qualidade do dleo.

Niveis de éleo e niveis de proteina éprim'orados sao objetivos pri-
marios de programas de reprodugéo de semente de colza. Portanto, é deseja-
vel a introdugao de um 'trago de casca de semente amarela em variedades de
canola, no interesse de proporcionar aprimoramentos tanto nos niveis de 6leo
quanto de proteina das sementes. No entanto, a integragao de genes contro-
lando a pigmentacédo das sementes a partir de espécies de Brassica relaciona-
das em variedades de sementes oleaginosas de Brassica valiosas, tais como
variedades de canola, é complicada pelo fato de que multiplos alelos recessivos
estdo envolvidos na herahga de cascas das sementes amarelas em linhagens
de semente amarela atualmente disponiveis. O encrespamento da vagem tam- |
bém é um problema comum devido a pareamento de cromossoma insatisfatério
quando a cor de semente amarela é introgressada de outras espécies de Bras-
sica, tais como juncea e carinata. _

As Patentes dos Estados Unidos N* 6.547.711 e 6.380.466 se refe-

rem a semente de colza tendo uma casca de semente amarela controlada por
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uma mutacgéo de unico l6¢cus. A Patente Européia No. EP 1031577 se refere a
uma planta de Brassica trénsformada com um gene de casca de semente
transparente. |

Até o momento nio foi obtido o desenvolvimento, e vantagens po-
tenciais, de canoia_ de semente amarela combinada com tendo alguns perfis de
Sleos benéficos. | | |
BREVE SUMARIO DA INVENCAQ

A presente invengéo proporciona canola de semente amarela que
pode ser usado para produzir ndo somente 6leo tendo perfis de &cido graxo
vantajosos (mais de 68% de &acido oléico, em peso, -e menos de 3% de &cido .
linolénico, em relagéo aos acndos graxos totals) mas também farinha grossa
altamente nutrititiva para animais tais como frango. A semente de canola da

presente invengéo oferece a combmagao altamente vantajosa de 6leo saudavel

(para a industria do cozimento e semelhantes) junto com ragao animal de alto

teor de proteina, baixo teor de fibras. Esta combinag&o até o momento nao tem
estado disponivel a partir de um unico tipo de semente.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

~ Oleo de canola se refere a 6leo extraido de vafied.ades comerciais

de semente de colza. Para produzir 6leo de canola, a semente € tipicamente
classificada e combinada em elevadores de grdos para produzir um produto
aceitavelmente uniforme. A semente combinada é em seguida triturada, o éieo
é tipicam ente extraido com hexano, e em seguida refinado. O 6leo resuitante é
em seguida vendido para uso. O teor de 6leo é tipicamente medido como per-
centagem da semente seca total e € caracteristico de diferentes variedades de
canola. (O teor de 6leo pode ser determinado usando varias técnicas analiticas

“tais como RMN, NIR, e extracdo de Soxhlet.) A percentagem de acidos graxos

totais é tipicamente determinada extraindo uma amostra de 6leo de semente
produzindo os ésteres metilicos de cidos graxos presentes nesta amostra de
éleo, e analisando as proporgdes dos varios acidos graxos na amostra usando
cromatografia gasosa. Acomposi¢ao de acido graxo também pode seruma ca-

racteristica peculiar de uma variedade.
Apesar do 6leo de canola, em geral, ter sido reconhecido como um
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6leo muito saudavel, o componente de farinha grossa da semente (que sobra
depois de extrair o componente de 6leo) é inferior a (¢ ndo economicamente
competitivo com) farinha grossa de soja devido ao alto teor.de fibras (e corres-
pondente reduzido valor nutricional). Portanto, a presente invengao proporciona
uma fonte altamente nutritiva e econémica de ragao animal - farinha grossa de
canola - a qual tem sido até o momento um subproduto de menor valor atual-

mente. A presente inven¢ao proporciona valor de recaptura a partir deste “sub-

- produto.” Portanto, a presente invencdo também preserva recursos valiosos.

A presente invengao se refere em parte a canola de semente ama-
rela capaz de produzir 6leo de canola tendo um perfil de oleo do tipo NATRE-
ON. Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, um perfil de éleo “do
tipo NATREON?” ou “semelhante ao NATREON"’ significa um teor de &cido oléi-

~ co preferencialmente em uma faixa de 68 a 80%, 70 a 78%, 71 a 77%,e 72 a

75% (mais preferencialmente), todos com um teor de alfa linolénico abaixo de
3%. No entanto, a presente i‘nvengéo nao esta limitada a sementes amarelas
que produzem os Oleos referidos, mas inclui 6leo de semelhantes sementes
tendo um teor de &cido oléico maior do que 80%, por exemplo. Ha muitos mo-
dos conhecidos na técnica para medir o teor de 4cido graxo referido. Métodos
de medigéo preferenciais séo discutidos aqui, neste requerimento de patente,
particularmente nos Exémplos. Os 6leos da presente invengdo séo naturalmen-
te estaveis; eles ndo s3o artificialmente hidrogenados. |

~ Portanto, a presente invengado inclui, em algumas modalidades,
sementes de canola amarelas compreendendo uma fragéo de 6leo e uma fra-
cdo de farinha grossa, a referida fragdo de 6leo tendo um teor de acido a-
linolénico de 3% ou menos relativo ao teor de acidos graxos totais das referidas
sementes, e um teor de 4cido oléico de 68% ou mais relativo ao teor de acidos
graxos totais das referidas sementes. Por defini¢ao, o teor de acido erucico .‘
(C22:1) também é de menos de 2 por cento em peso (comparado com o teor de
acidos graxos totais de uma semente), e cada grama de farinha grossa desen-
gordurada (livre de 6leo) (depois de trituragao e uma secagem ao ar) contém
menos de 30 micromoles (pmol) de glucosinolatos.

A cor amarela das sementes é importante porque corresponde a
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caracteristicas nutricionais aprimoradas do componente de farinha grossa obti-
do depois da extragao do 6leo. Varios componentes aprimorados sao discutidos

em mais detalhes abaixo, tais como reduzida lignina, reduzidos fitatos, e aguca-

Tes e amido aumentados.

A presente inven¢éo agora proporciona, pela primeira vez, canola
de semente amarela de baixo teor de fibras que também proporciona um oleo
superior de alto teor oléico e baixo teor linolénico. Além disso, a presente in-
vencéo surprendentemtente proporciona adicionalmenfe estes tragos em com-
binagéo com outros tragos valiosos (tais como excelente produgéo, alto teor de
proteina, e alto teor de 6leo (além de qualidade). Geralmente, as sementes a- .
marelas da presente invengédo tém uma casca das sementes consideravelmen-
te mais delgada do que as cascas pretas e marrons. -'A casca de semente mais
delgada resulta em um teor de fibra reduzido na farinha grossa e um aumento
associado no teor de dleo e proteina das sementes comparado com niveis
normais de 6leo e proteina. Os gehétipos de semente amarela em questao ge-
ralmente tém maiores concentragdes de 6leo e proteina em suas sementes.
Além disso, quando produtos de proteina comestiveis s&o preparados a partir
de farinha'grossa de semente de colza a cor escura da semente preta é um
problema consideravel. A casca de semente preta da uma cor cinza desagra-
dével a produtos de proteina preparados a partir de farinha grossa de semente
de colza. Portanto a redugéo na cor da casca de semente da semente de colza
da invengdo aumenta a qualidade da proteina e aumenta a energia disponivel
global proporcionada pelas farinhas grossas da presente invengao.

N&o foram obtidas previamenté linhagens de plantas capazes de
produzir perfis de 6leos semelhantes a NATREON, combinadas com o trago de
semente amarela e aprimoramentos associados na farinha grossa resultante.
Pbrtanto, a presente invengao proporciona vantajosamente nao somente linha-
gens de canola de semente amarela, porém linhagens de canola de semente
amarela tendo perfis de 6leos semelhantes a NATREON benéficos. Adicional-
mente surpreendente é que estes perfis de 6leos beneficos podem ser obtidos,
com sementes amarelas, enquanto proporcionando excelente produgéao, quali-

dade protéica, e outras qualidades vantajosas.
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Portanto, a presente invengédo proporciona, pela primeira vez, se-

mentes de canola tendo dois componentes altamente Uteis: um excelente com-

ponente de éleo, e um componente de farinha gross'a altamente nutricional. Vé-

rios aspectos destes componentes sdo descritos em mais detalhes abaixo.
Em algumas modalidades especificas, a presente invengao propor-

ciona variedades de Brassica napus de semente amarela tendo perfis éleo be-

néficos (naturalmente estavel (nao hidrogenado) de alto teor de oléico, de baixo

teor linolénico), em que algumas das variedades sdo selecionadas entre DNO3-

3743, DNO03-3745, DN03-3746, DN03-3747, DN03-3748, DN03-3749, DNO3-

3744, e DNO03-4169. As linhagens de canola da presente invengao foram estabi-

lizadas para produzir sementes amarelas tendo um teor de acido linolénico de
menos de 3% e um teor de acido oléico de 68% ou mais relativo ao teor de aci-
dos graxos totais. De acordo coma presente invéngéo, pode ser produzida um
grupo de sementes de colza essencialmente uniforme. A semente referida pode

ser usada para produzir um campo de plantas de colza essencialmente unifor-

- mes.
Conforme mostrado aqui, neste requerimento de patente, estes sdo

- 0s requisitos minimos para o 6leo, e foram obtidos resultados ainda melhores.

Por exemplo, em modalidades preferenciais, semente (da presente invengéo)
obtida de plantas (da presente invencgdo) produzem éleo tendo mais de 70%,
mais de 71%, mais de 71,5%, e mais de 72% (e em alguns casos, até 72 4% e

72,7%) de &cido oléico, enquanto tendo teor de acido linolénico de menos de
2 4%, menos de 2%, menos de 1,9%, menos de 1,8%, e até 1,7%. Estes perfis
de éleo benéficos foram obtidos enquanto retendo varias outras caracteristicas

valiosas no componente de farinha grossa, conforme discutido acima e em mais

detalhes abaixo.

Ainda adicionalmente, foram obtidos éleos tendo estes perfis a par- -

tir de plantas tendo uma classificagéo da cor da semente de menos de 2, me-
nos de 1, e tdo baixa quanto 1. A menos que indicado de modo diverso, con-
forme reportado aqui, neste requerimento de patente, a classificagéo da corda
semente ou “cor da semente” é geralmente classificadaem umaescalade1a5

com base em sementes obtidas a partir de plantas saudaveis na ou précimo a
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maturidade completa da semente. “1” significa uma boa cor amarela. “2” signifi-
ca essencialmente amarelo com algum marrom. “3” indica uma mistura de mar-
rom e amarelo. “4” e “5” significam marrom e preto, respectivamente. Também

sdo proporcionados escores de indice de brancura (WI) na Tabela 2 e sdo des-

critos em mais detalhes abaixo nos Exemplos. As linhagens parentais de se-

mente amarela YN97-262 e 9592 tém escores de indice de brancura de -34,6e
-33,2, respectivamente, e escores de cor de semente de 1. As linhagens de
semente preta NATREON, Nex 715 e Nex 705 tém escores de indice de bran-
cura d_e -0,2 e —4,4, respectivamente, e escores de cor de semente de 4. As
Iinhagens de comparagao de semente preta 46A65 e Q2 tém escores de indice .
de brancura de 0,3 e 3,9, respectivamente, e escores de cor de semente de 5.
As 7 linhagens NATREON de semente amarela exemplificadas “DNO3" tém es-
cores de indice de brancura entre —22,6 e —36,2, e um escore de cor de semen-
te de 1 a 2. Deste modo, a amareliddo das sementes em questao também pode
ser descrita em termos de uma percentagem ou outra proporgao comparada

com qualquer uma destas linhagens de controle ou de teste.



12

SiL

I- 8'0¢ 0'9- €6 0'6- 2GL 2'0- O0vosoLeser v'9 81 €21 2L G5z €20 S8 00EL 2€ I 20L /8 St XoN
. 6v.Le-
/& 09L 0'€8 Ot 0Ly L'L 8'¥e- G'LOZ'LLeS'eyr L9 81 €91 [L2. S5 ¥80 19 26 Ve I 86 06 Ly EONd
| | | | 8v.e-
Ge ¥'9L 098 - 2't 08y GL L'se- SHOS'HLgevy 99 8L 0LL 0%2L 08C 190 29 vS6 €'t I 00FL 06 /v €ONd
. - _ _ , Lylg-
g8z L'SL O'v8 €L Ovvr 1'8 8'Ge- 0L OS'LL L6'vy 99 L't 02 g'e. 082 02+ 8L S6LL 2€ I v6 /8 Pv EONd
_ ov.e-
62 €91 0'¢8 2't 0er 2829 0LO08LL8Yvy. 89 81 L9 2L v0C 880 08 Legt OF 1 0L 68 8v EONA
_ _ E 174
L€ ¥'9L 0'68 2'L Oty 28 8'Ge- G'LOETHEEyr 89 e¢ V'L €L v0'T S6'0 69 ¥90L L'E I G0L 88 8Y EONQ
vv.iE-
62 'L 018 €4 0ty <¢'8 9c2 0co0zeLIvsy L9 64 V'L 84L S0C 80 0L 186 V'€ L Z0F 88 9¥ EONA
_ ev.ie-
2¢ 1'9L 0'¢e8 2't Oty €'8 ¥'ee- 0L 00ELOEYyr 0L 6L 29F P2l s0C 00°F 0L SL0} 6C I ¥0FL 88 /v €ONQ
. sie) _
o (s s oE
oyl oyl oyl -1) &) , op oV ey/by (eip
-awl -awl -awl -usw 09|Q 1es € rd 1 ewx oed (S5-1) o
I8\ 40N -1\ aav YN Qv 1M o SONID P % P % 81D 81D 81D -oid g M_w -np mps Nea H I1d 41da @o_\,_v
ap % op % op % ep siew P oig .
_ -ow
10D eip op ©
-aIN P %
‘€ ouy

Ou uoole)SES-O4YY OIS OU EpEZijeal epeol|das oednpoid ap eaocid ewin ap saisa) 8 °4tng saiugboud uv so|pauw epepienb ap @ sodjwouoibe sope( g ejaqeL

S



13

9l

9'8l

0'9e

0'ce

S0

0'S 0L'€L 62'Sy 0L

¥'99

2'L 0Lt G692 SL'0 904 €91 0L 48 9¥ 2O
_ : S
L 96 09 6% 06 0tL €0 0S0LYLIgvy 02 19 /L 6'99 992 0E0 v6 9tV KA I € S8 ¢2v 9voY
. c6
GE 6'GL 0't8 0L 0'8y 0'L 2'ee- 0'L0SCl v¥'er 89 6'CL €22 9'6S 682 68+ G9 266 O€E L ¥0L 98 9P G6NA
29c-
OF S'9L 098 2+ 02 69 9've- 0L 06'9L62'LF 2L 6'S 6'8F LG99 mw...w V'L 08 Ovek St I 86 68 9V L6NA
: HO
-8€.49
€2 1'9L 009 0T OvE 66 66 O0VOYolLv8sy 0L gL G€l t'6L - - mo,. 1214 A I v0L 68 1966Nd
Biy
: 8E29-
€2 9'GL 0'.S 6L 0l 0'0L SZ- 0V 09'0LELSY 6'9 81 6'€L 0'GL 09 SL'0 00L SESL 62 I 0L 88 0S66NA
: : S0L
2L S'ZL O'vw 6C 0t €L vv- OVOL L ¥8Zr +'9 6L 0€L 99 09C 80°F Z2iL 6241 S'E I G6 68 9¥ XoN
S sie) _
g s 2O
oy oyl oyl -1) @ . op ovop ey/by (eip
QW -aw -awl ~ -usw 0910 .S € A I euwx oed (S-1) s
-1oA 40N -1\ av -18\ Qv IM- o SONID P % Op % 810 81D LD -oid g M_w -np Mps 507 H W1d 41a mn_s_v
9P % 3P % 9P % ep stew , -0.d _
-ow
10D Y op ©
oI P %
‘€ ouy

OU UOO)BYSES-D4VY OIS OU epezi|jeal mvmo___amz oednpouid ap enoid ewn ap sejsa) @ 24+ g saiugboid ap soipaw apepienb ap @ sodlwQuoibe sope( g ejlaqeL

Lo

&



14

0jos O

2iqos
epel
-lise
=G
ejala
so s91 - & S0 S'1 a3s
V4] (] ¥4 - Z L0 0T asi
£l 9 - 9 Zo 0v A
1eq
=019
Bip
S9'vy ssel I 1ot 88 9vr -9W
. sle}
(s sop  OF
oy| oy oyl -1) 8l ap ' 9vop mc\Wx (eIp
-aw -aw -aw -usw 090 1S € 2 I ewix oe (S-1) y
son g ) -8
-19\ 40N 1A\ aav YN Qv M ¢ 19] 3% 9P % 81D 8LD 8LD -0ud Xg m_w -np mps o5q1 H W10 d1a o_\”:
ap % ap % -ep % ep : siew ow 9d
: 100 ep ap o
- P %
_ ‘€ ouy
OU UOOJB}SES-D4YY OlliS OU epez|eal epediidas oednpoid sp eaoud Bwn ap sajsa) 8 °4'0g seiugboud ep soipgw apepijenb ep e soojwguoibe sopeq g elaqel -




10

15

20

25

30

15

O componente de farinha grossa das sementes da presente inven-
céo tem alto teor de proteina, baixo teor de fibras, baixo teor de lignina, baixo
teor de glucosinolatos, baixo teor de fitatos, e/ou baixo teor de ésteres de aci-

dos sinapicos (SAEs), por exemplo. Fibra insolavel, lignina, glucosinolatos, fita-

tos, e ésteres de cidos sinapicos séo antinutricionais e prejudicam a digestao

de proteinas e aminoéacidos. As plantas armazenam fésfoto sob a forma de fita-
to, portanto fitato-fésforo néo digerido em residuo animal é uma importante pre-

ocupagio ambiental.
Os componéntes de farinha grossa em questao e ragOes animais

compreendendo 0s mesmos sdo especialmente bons para animais monogastri- .

cos tais como porcos e galinhas. Embora os sistemas digestivos de animais
ruminantes (tais como gado) sejam convenientes paia consumo e digeétéo de
fibras e fitato, estes animais ndo fazem uso do componente de prote inade alta
qualidade da farinha gross’a‘ de canola porque as proteinas sao rapidamente
usadas por bactérias do rumé.}Portanto, a redugdo dos componentes de fibras, -
fitato, e SAE dé farinha grossa de canola em questao podem aumentar bastan-
te o valor nutricional destas farinhas grossas para porcos, galinhas, e seme-
Ihantes. |

Conforme discutido em mais detalhes nos Exemplos abaixo, as ce-
pas de semente amarela da presente invengao tém boa produgéo e produzem
sementes tendo teor muito menor de fibra detergente cida (ADF), lignina de-
tergente acida (ADL), e fibra detergente neutra (NDF) cbmparadas com qual-
quer uma das linhagens de “controle”. Deve ser observado que qualquer um
dos pontos de dados em qualquer uma das Tabelas apresentadas aqui, neste
requeriménto de patente pode ser usado para definir plantas, sementes, e 6leo
da presente invengado. (Qualquer um dos numeros exemplificados pode ser u-
sado como desfechos para definir faixas acima, abaixo, ou entre quaisquer dos
numeros exemplificados.) Algumas destas faixas pafa caracteristicas dos 6leos
foram discutidas acima. As mesmas também podem ser ilustradas por outros
fatores. As linhagens e sementes da presente invengao também podem ser de-
finidas por combinagdes de semelhantes faixas. Por exemplo, as caracteristicas
dos 6leos discutidos acima junto com niveis de fibras e piveis de fitato caracte-
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risticos, por exemplo, podem ser usadas para definir linhagens e sementes da
presente invengao.

Outras combinagoes de semelhantes caracteristicas também s&o
possiveis. Por exemplo, o teor total combinado de dleo e proteina das semen-
tes também é uma medida util e uma caracteristica unica das sementes em
questao. | '

~ Como outro Exemplo mais especifico, as oito linhagens “DN03” e-
xemplificadas tém escores ADL de 1,0, 1,2, 1,3, e 1,7. Vide a Tabela 2. Estev's.
escores significam redugbes de lignina de 81, 83, 84, 85, 86, e 71% (depen-
dendo da variedade da presente invengéo), comparadas com Nex 715. Lignina
é um componente especialmente importante das fibras para reduzir para racéo
de animais monogastricos porque a lignina € completamente indigerivel por
semelhantes animais. Portanto, a reducéo da lignina na fonte de farinha grossa

pode aumentar muito a energia metabolizavel e o valor nutricional da farinha

| grossa para os animais referidos.

Além disso, sementes preferenciais (e farinha grossa) da presente:
invengao, ao mesmo tempo que proporiconando 6leo superior conforme discu-
tido acima; também tém niveis muito desejavelmente baixos de glucosinolatos.
Por exemplo, as concentragdes de glucosinolato podem ser de menos de 13
micromoles por grama, menos de 12,3, menos de 12,2, menos de 11,8, menos
de 11,5, e tdo pouco quanto 11,2 micromoles por grama (medido usando meto-
dologia padrdo a menos que indicado de modo diverso). Portanto, a presente
invencao inclui sementes trituradas, em que as referidas sementes sdo semen-
tes de Brassica napus, tendo um teor de glucosinolato médio (por gramas de
farinha groésa) nas faixas especificadas acima. |

As caracteristicas de fitato também podem ser usadas para definir

‘sementes, plantas, e linhagens ou variedades da presente invengao. Fitato para

DN03-3746, por exemplo, foi determinado como sendo 1,3%, que é menor do
que todos os “controles” exceto por Nex 715. No entanto, Nex 715 é uma linha-
gem de menor teor de 6leo (mas é resistente a caruncho). Vide a Tabela 14,
abaixo. Vide também a Tabela 2, a qual mosta cerca de 44,5% de oleo para
DN03-3746 e cerca de 42,8% de dleo para Nex 715.
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Além dos niveis de fibras e outros fatores discutidos acima, os valo-
res da energia metabolizavel podem ser relacionados com o teor de sacarose
(e outro agucar) na farinha grossa. A presente invengéo proporciona variedades

de canola com alto teor de sacarose (e outro aguicar), com aprimorada energia

metabolizavel e portanto valof de farinha grossa. Por exemplo, DN03-3746 tem

um teor de sacarose de cerca de 12%, 0 qual é consideravelmente maior do
que 46A65, Nex 705, Nex 715, e Nex 720. DN03-3746 tem um teor de glicose
de cerca de 19%, o qual é consideravelmente maior do que Q2, 46A65, Nex
705, Nex 715, Nex 710, e Nex 720. DN03-3746 também tem niveis de ramnose,
fucose, arabinose-(6,1%) e manose (acima de 1,8%) que séo maiores do que .
os para todos de Q2, 46A65, Nex 705, Nex 715, Nex 710, e Nex 720. Niveis de
galactose para DN03-3746 de cerca de 4.7% também s&o0 maiores do que 0s

- de Nex 705, Nex 715, e Nex 710, e sao compaféveis aos de Nex 720.

A proteina bruta para DN03-3746 (cerca de 51%) também foi maior
do que a de Q2, 46A65, Nex 705’, Nex 715, Nex 710, e Nex 720.

Combinado com estes aspectos do componente de farinha grossa,
a presente invengéo também inclui sementes em que a fragéo de 6leo tem um
teor de acido a-linolénico entre 1,7% e cerca de 2,3% (ou ménos desta faixa)

relativo ao teor de acidos graxos totais das referidas sementes. Além disso, 0

componente de 6leo pode compreender cido oléico a partirde cercade 71,3%

até cerca de 72,7% (ou superior). As sementes em questao sd0 sementes ama-
relas, tendo um escore de cor preferencialmente na faixa de cerca de 1 a cerca
de 2, com redugdes correspondentes em fibras (inclusive lignina), glucosinola-
tos, fitatos, e/ou SAE e semelhantes. Faixas preferenciais para estes compo-
nentes da fragdo de farinha grossa sdo proporcionadas acima e alhures aqui,
neste requerimento de pétente.

Uma linhagem exemplificada da presente invengéo (DN03-3746,
por exemplo) produz sementes tendo um escore da cdr da semente de 1, um
escore do indice de brancura de cerca de —36,2, cerca de 44,5% de sleo total,
um teor de 6leo compreendendo cerca de 72% de acido oléico e cerca de 1,8%
de &cido linolénico, e um componente de farinha grossa tendo cerca de 8,2%
de ADF, cerca de 1,2% de ADL, cerca de 16,3% de NDF, cerca de 47% de pro-
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teina, e cerca de 1,3% de fitato. Nem todas estas caracteristicas sao necessa-
rias para definir as linhagens e sementes da presente invencdo, mas podem ser
usadas caracteristicas adicionais para definir as linhagens e sementes da pre-
sente invengao (tais como % de sacarose, AME, e etc.). As principais caracte-
risticas séo a casca da semente amarela e os perfis de éleo benéfico (alto teor
oléico, baixo teor linolénico). - '

~ Varias combinagoes de tragcos também podem ser identificadas em,
e sdo exemplificadas por, as linhagens DN04 ou “04” proporcionadas nos E'-v
xemplos abaixo. Particularmente dignos de nota nestes Exemplos para estas
linhagens séo a produgéo, a % de 0Oleo, e 0s numeros da % de proteina, além
do perfil de 6leo e de reduzidos teores de fibras. Estas linhagens ilustram guea
presente invencdo pode ser usada para proporcionar e obter véarias combina-
¢des novas e inesperadas de uma ampla variedade de caracteristicas e tragos
de canola benéficos. ‘ '

Tragos vahtajosos das linhagens de Brassica napus em questao
podem ser transferidos para outros tipos de Brassica (através de reprodugao
convencional e sémelhantes), tais como Brassica rapa, com as plantas resul-
tantes pro‘duzindo sementes tendo cascas das sementes amarelas e teor de
6leo aumentado (teor de acido oléico maior do que 68% e teor de &cido linolé-
nico de menos de 3%). As farinhas grossas e sementes da presente invepgéo
tém um nivel reduzido de fibras da semente e outras caracteristicas relaciona-
das.

Portanto, a presente invengéo trata uma necessidade para linha-
gens de sementes de canola com teores aprimorados de 6leo e de proteina util,
e teor de fibras reduzido. A invengéo é dirigida a sementes de colza que tém a
combinagéo benéfica de um teor de 6leo superior junto com cascas das semen-
tes amarelas. Ha aspectos relacionados da presente invengao, tais como as
plantas que produzem as referidas sementes de colza. A presente invengao
inclui ndo somente sementes amarelas de canola tendo perfis de 6leo NATRE-
ON, mas _também plantas cultivadas ou produzidas de modo diverso a partir de
semelhantes sementes, e culturas de tecidos de células fegeneréveis das plan-

tas de canola em questdo. Também deve ser observado que as linhagens e-
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Xemplificadasforam obtidas sem engenharia genética e sem mutagénese.

A presente inVehgéo se refere de modo geral a qualquer planta de
canola de semente amarela, ou a propria semente amarela, em que a semente
tem perfis de 6leo do tipo NATREON. Em algumas modalidades especificas, a

presente invencéo ¢ dirigida a linhagens especificas conforme descrito aqui,

neste requerimento de patente. Foram depositadas sementes de duas linha-
gens representativas. Como parte desta ‘descberta, no minimo 2500 sementes
de DN03-3746 e DN03-4169 foram depositadas e tornadas disponiveis para o
pablico sem restrigdo (mas sujeitas aos direitos de patente), com a American
Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Md. 20852. Os depésitos foram de- .
signados como ATCC Deposit N® PTA-6806 e PTA-6807, respectivamente,'
com uma data de deposito de 24 de junho de 2005. Os depdsitos serdo manti-

~ dos sem restri¢do no depositario da ATCC, o qual é um depositario publico, por

um periodo de 30 anos, ou cinco anos depois da solicitagao mais recente, ou
pela vida efetiva da patente, o que for mais longo, e serao substituidos se se
tornarem inviaveis durante este periodo.

A presente invengao inclui semente de quaisquer das variedades
de Brassica napus descritas aqui, neste requer'imento de patente. A presente
invencao também inclui plantas de Brassica napus produzidas por semelhante
seemente, bem como culturas de tecidos de células regeneraveis de semelhan-
tes plantas. Também ¢ incluida uma planta de Brassica napus regenerada a
partir de semelhante cultura de tecido, particularmente onde a referida planta €
capaz de expressar todas as propriedadeds morfologicas e fisiolégicas de uma
variedade exemplificada. As plantas de Brassica napus preferenciais da presen-
te invengéo tém as caracteristicas importantes e/ou identificantes fisiologicas e
morfolégicas de uma planta cultivada a partir'da semente depositada. -

Estainvengdo compreehde adicionalmente progénie de semelhante .
semente e semente possessando os tragos de qualidade de interesse. Esta
invengdo inclui adicionalmente processos para fazer cruzamentos usando li- -
nhagens e/ou variedades da presente inven¢do como no minimo uma planta de
origem da progénie das sementes descritas acima e Oleo derivado das referidas

sementes.
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Por exemplo, a presente invengdo inclui uma planta de Brassica
napus hibrida Fy tendo como uma ou ambas as planta de origem de qualquer
uma das plantas exemplificadas aqui, neste requerimento de patente. Também
dentro da presente invengdo esta semente de Brassica napus produzida por
semelhantes hibridos F; da presente inveng&o. Esta invengéo inclui um método
para produzir uma semente de Brassica napus de hibrido F, por cruzamento de
uma planta exemplificada com uma planta de canolé de origem endogama dife-
rente e colhendo a semente hibrida resultante. A presente invengao inclui uma-
planta exemplificada que é ou uma planta de origem fémea ou uma planta de
origem macho. ‘ '

Os niveis e perfis de 6leo e proteina exemplificados podem ser adi-
cionalmente aprimorados por cruzamento das plantas da invengédo com outras
linhagens tendo altos niveis de 6leo e proteina. Igualmente, outras caracteristi-
cas podem ser aprimoradas por cuidadoso exame da planta de origem. As li- |
nhagens da presente ihvengéo sdo benéficas para cruzar os tragos de semente
amarela e perfil de 6leo ideais em outras linhagens de colza ou canola. Estes
tragos podem agora ser transferidos para outras plantas dentro da mesma es- .
pécie por h‘leio de técnicas de reproducéo vegetal convencionais incluindo poli-
nizacdo por cruzamento e selegéo da progénie. Além disso, os tragos deseja-
dos podem ser transferidos entre espécies usando as mesmas técnicas de re-
produgéo vegetal convencionais envolvendo transferéncia de pdlen e Selegéo.
Vide, por exemplo, Brassica crops and wild allies biology and breeding, editada
por S. Tsunada et al., Japan Scientific Press, Tokyo (1980); Physiological Po-
tentials for Yield Improvement ofAnnual Oil and Protein Crops, editada por Die-
penbrock and Becker, Blackwell Wissenschafts-Verlag Berlin, Vienna (1995);
Canola and Rapeseed, editada por.F. Shabhidi, Van Nostrand Reinhold, N.Y.

1(1990); e Breeding Oilseed Brassicas, editada por Labana et al., Narosa Publi-

shing House, New Dehli (1993).
Tendo obtido e produzido linhagens representativas da presente

invengao, os tragos de 6leo e cor da casca da semente amarela em questao
podem ser agora prontamente transferidos para outras plantas, incluindo espé-

cie Brassica campestris, por meio de técnicas de reprodugéo de plantas con-
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vencionais e semelhantes. As técnicas convencionais referidas incluem polini-
zagao por cruzamento e selegdo da progénie. As técnicas referidas podem ser
igualmente usadas para transferir o trago entre espécies. Variedadesde cam-

pestris disponiveis comercialmente, por exemplo, incluem Tobin, Horizon, Colt,

e semelhantes. Uma abordagem inclui, depois do cruzamento interespecifico,

membros auto-polinizantes da _geragéoF{ para produzir semente F,. Em segui-

da pode ser conduzido retrocruzamento para obter linhagens apresentando o
trago desejado. Adicionalmente, métodos de fusdo de protoplastos e transplan-

te nuclear podem ser usados para transferir o trago de uma espécie para outra.

| Vide, de modo_géral, “Fusion -of Higher Plant P_rotoplasts” por Albert W. Rue- .

sink, Methods in Enzymology, Vol. LVIII, Jakoby and Pastan. (eds). Academic
Press, Inc., New York, N.Y. (1979), e as referéncias citados nas meéma’s; e
Carlson et al. (1972), Proc. Natl. Acad Sci. USA 69:2292.

A presente invengao inclui variedades de Brassica napus, bem co-
mo variedades essencialmente derivadas que foram essencialmente derivadas
de no minimo uma das variedades exemplificadas. Além disso, a presente in-
vencdo inclui uma planta de no minimo uma das variedades exemplificadas,
uma planta de uma variedade essencialmente derivada semelhante, e uma
planta de colza regenerada a partir de semelhantes plantas ou tecido (incluindo '
pblen, sementes, e células) das mesmas. '

Sera prontamente evidente que, dada uma das variedades em
questao como um ponto de partida, os beneficios particulares proporcionados
por esta variedade podem ser manipulados em uma série de modos pelo pro-
fissional versado sem se afastar do escopo da presente invengdo. Por exemplo,
o perfil de 6leo de semente presente em uma variedade exemplificada pode ser
transferido para outras variedades de Brassica napus agronomicamente dese-
javeis por meio de técnicas de reprodugao de planta con\)encionais envolvendo .
polinizag&o por cruzamento e selegao da progénie, por exemplo.

Podem ser selecionadas células de plantas que sdo capazes de
regeneragao tais como sementes, micrésporos, évulos, pdlen, partes vegetati-
vas, particularmente micrésporos. Na maior parte, as células vegetais referidas

podem ser selecionadas entre qualquer variedade de Brassica, particularmente
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aquelas tendo tragos agronémicos desejados.

Técnicas de regeneragéo sao conhecidas na area. Pode-se inicial-
mente selecionar células capazes de regeneragéd (por exemplo, sementes,
micrésporos, 6vulos, polen, partes vegetativas) de uma planta ou variedade
selecionada. Estes células podem ser submetidas opcionalmente a mutagéhe-
se. Uma planta é em seguida desenvolvida a partir das células usando técnicas
de regenerac&o, fertilizagao, e/ou crescimento com base no tipo de células (e
se elas sdo mutagenizadas). Técnicas de regeneragao aplicaveis sao de co-
nhecimento daqueles versados na érea; vide, por exemplo, Armstrong, C. L.,
and Green,C. E., Planta 164:207-214 (1985); Duncan, D. R. et al.,, Planta
165:322-332 _(1 985); ¢, Close, K. R., and Ludeman, L. A., Plant Science 52:81-
89 (1987). | |
Semelhantes manipulagdes de plantas ou sementes, ou partes das

mesmas, podem levar a criagdo do que pode ser denominado variedades “es-

" sencialmente derivadas’. A Unido Internacional para a Protec&o de Novas Vari-

edades de Plantas (U'POV’, International Union for the Protection of New Varie-

ties of Plants) prdporcionou a seguinte diretriz para determinar se uma varieda-

de foi deriVada essencialmente de uma variedade protegida:

[A] variedade deve ser considerada como sendo essencialmente derivada de

outra variedade (“a variedade inicial”) quando

(i) for predominantemente derivada da variedade inicial, ou de uma varieda-
de que é a prépria predominantemente derivada da variedade inicial, en-
quanto cbnservando a expressao das caracteristicas essenciais que resul-
tam do genétipo ou combinagdo de gendtipos da variedade inicial;

(i) for claramente diferenciavel da variedade inicial; e

(i) exceto pelas diferencas as quais resultam do ato de derivagao, combina

com a variedade inicial na expressédo das caracteristicas essenciais que
resultam do gendtipo ou combinagéo de gendtipos da variedade inicial.
UPQV, Sixth Meeting with International Organizations, Genebra,
Oct. 30, 1992; documento preparado pelo Escritério da Unido (Office of the Uni-
on).
Modalidades preferenciais da presente invengdo incluem farinhas
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grossas em que a referida farinha grossa compreende semente de canola em |
que a referida semente tem caracteristicas de 6leo e farinha grossa conforme
discutido acima. A presente inveng&o inclui farinha grossa de canola com hexa-
no extraido, secada ao ar tendo uma nova combinagao de caracteristicas con-
forme discutido acima. A p'reSente invengdo inclui farinha grossa produzida a
partir das sementes de Brassica napus depositadas, e farinha grossa produzida
a partir de sementes de progénie das sementes depositadas referidas.

Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, uma “linha-

gem” é um grupo de plantas que apresentam pouca ou nenhuma variagao ge-

nética entre individuos para no minimo um trago. As linhagens referidas podent
ser criadas por varias geragoes de auto-polinizagéo e selegao, ou propagag¢ao
vegetativa a partir de uma Unica planta de origem usando técnicas de culturade

“tecido ou célula. Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, os ter-

mos “cultivar” e “variedade” s&0 sindnimos e se referem a uma linhagem que é
usada para produgéb comercial.

“Estabilidade” ou “estavel” significa que com respeito ao componen-
te dado, o componente é mantido de geragao a geragéo e, preferenciaimente,
no minimo trés geragdes em substancialmente o0 mesmo nivel, por exemplo,
preferencialmente +15%, mais preferencialmente +10%, ainda mais preferenci-
almente +5%. A estabilidade pode ser afetada pela temperatura, localizagao,
stress e 0 momento de plantio. A comparagéo de geragdes subseqlientes sob
condigbes de campo deve produzir o componente em uma maneira similar.

~ Linhagens “comercialmente Uteis” tém bom vigor das plantas e alta
fertilidade, de tal modo que a safra pode ser produzida por agricultores usando
equipamento de agricultura convencional, e o 6leo com os componentes descri-
tos pode ser extraido da semente usando equipamento de trituragao e extragao
convencional. Para ser comercialmente Util, a produgdo, medida tanto por peso
da semente, teor de 6leo, e 6leo total produzido por aCre', tipicamente esta den-
tro de 15% da producdo média de uma variedade de canola comercial compa-
ravel de modo diverso sem os tragos de valor premium cultivados na mesma
regido. Linhagens “agronomicamente de elite” tém caracteristicas agronémicas

desejaveis tais como produgéo, maturidade, resisténcia a doenga, e estandabi-
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lidade.

Segue-se uma lista dos nomes comuns de acidos graxos, conforme
usado aqui, neste requerimento de patente, junto com seu nimero de atomos
de carbono e ligagdes duplas. Gorduras saturadas tém zero ligacoes duplas.

Tabela 3
Numero de Atomos de . Numero de Ligag6es

Nome Carbono Por Molécula  Duplas Por Molécula
Laurico | 12 0
Miristico 14 0
Palmitico : 16 0
Palmitoléico : 16 1
Estearico 18 0
Oléico* 18 1
Vaccénico™* 18 1
Linoléico ’ 18 2
Alfa-Linolénico - 18 3
Araquidico _ 20 0
Eicosendico 20 1
Beénico . 22 0
Erdicico 22 1
Lignocérico o 24 0
Nervdnico : 24 1

Y= Iigagéo dupla na posi(;éo delta-9

= ligagédo dupla na posi¢ao delta-11
“Acido graxo saturado" se refere ao teor combinado de &cidos Iaunco (C12:0),
miristico (C:14:0), palmitico (C16 0), esteérico (C18:0), araqundlco (C20:0), be-
énico (C22 0), e Ilgnocenco (24: 0). “Acido graxo polunsaturado” se refere ao

teor comblnado de acidos linoléico e a-linolénico. A quantidade de &cidos gra-

x0s, tais como acidos oléico e linolénico, que sao caracteristicas dos 6leos em

questdo sdo expressadas como uma percentagem do teor de acidos graxos
totais do dleo (a menos que especificado de modo diverso).

O “teor de proteina” é medido como percentagem de semente seca
total, e diferentes variedades tém diferentes conteudos de proteina caracteristi-

cos. O conteudo de proteina pode ser determinado usando varias técnicas ana-
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liticas tais como NIR e Kjeldahl.
Glucosinolatos sdo medidos em micromoles (um) de glucosinolatos

alifaticos totais por grama de farinha grossa sem 6leo secada ao ar. O nivel de

glucosinolatos é um tanto influenciado pela fertilidade de enxofre do solo mas

" também é controlado pela cohstituigéo genética de cada variedade (e portanto

pode ser Uteil na caracterizagédo de varledades)

A menos que indicado de modo diverso, todos os célculos (para
contetdo de fibras e semelhantes) foram obtidos usando técnicas que s&o co-
nhecidas na area e aceitas na industria. _

A presente invencgao necessariamente foi discutida aqui, neste re-
querimento de patente, por referéncia a certos métodos e materiais especificos.

A enumeragado destes métodos e materiais € meramente ilustrativa e de modo

~ algum constitui qualquer limitag&o do escopo da presente invengao. Deve ser

esperado que os versados na técnica podem discernir e praticar variagées de
ou alternativas péra os ensinamentos especificos proporcionados aqui, neste
requerimento de patente, sem se afastar do escopo da presente invengao.

A menos que indicado de modo diverso, os termos “um” e “uma”
conforme usados aqui, neste requerimento de patente se referem a no minimo

um.
Todas as patentes, requerimentos de patente, requerimentos provi-

“sérios, e’ publicages referidas a ou citadas aqui, neste requerimento de paten-

te, sao ihcorpbradas por meio de referéncia em sua totalidade na medida que
ndo sejam inconsistentes com os ensinamentos explicitos deste Relatério Des-
critivo. ' |

Seguem-se Exemplos que ilustram procedimentos para praticar a
invencdo. Estes Exemplos ndo devem ser considerados como limitantes. Todas
as percentagens s&o em peso e todas as proporgdes de misturas solventes séo
por volume a menos que mencionado de modo diverso.
Exemplo 1 - Linhagens Parentais e Ano 0

No Ano 0, foram selecionadas as seguintes linhagens parentais :
DAS NATREON B. napus Nex 705 (M94S007) e Nex 715 (M97A222), e as li-
nhagens de semente amarela AAFC YN97-262 e 9592. Nex 715 tem menor
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teor de dleo do que Nex 710, mas Nex 715 tem genes de resisténcia a carun-
cho. Dados de qualidade e agrondmicos destas linhagens foram medidos para
fins comparativos e para rastrear o progresso e apfimoramento das linhagens
subsequentes. '

Nex 705 foi usado em retrocruzamentos para criar as duas progé-
nies seguintes: YN97-262/Nex 715//Nex 705 e 9592/Nex71 5//Nex 705.

~ Para introgressar genes de resisténcia a caruncho, esta progénie

foram retrocruzadas com Nex 715 para produzir as duas progénies seguintes':'
YN97-262/Nex 705//Nex 715 e 705, 9592/Nex 705//Nex 715.

1235 plantas BC1F; foram cultivadas para produzir sementes de
BCiF..

Exemplo 2 - Ano 1
No Ano 1, 1092 fileiras de BC+F2 foram cultivadas em Saskatoon.

Estas consistiram de 540 progénies BC1F2 de [9592/Nex705//Nex 705] e
[9592/Nex715//Nex 705], e 552 progénies BC1F2 de [YN97-262/Nex 705//Nex

~ 715] e [YN97-262/Nex 715//Nex 705]. 268 fileiras da progénie BC1F2 também

foram cultivadas dos cruzamentos de 9592, e 252 fileiras da progénie BC1F2

dos cruzamentos de YN97-262. A
Além disso, 272 fileiras da progénie BC1F2 do cruzamento de

9592, e 300 progénies de BC1F2 de cruzamentos de YN97-262 foram cultiva-
dos no sitio de AAFC em Saskatoon '
Cada fileira de BC1F2 foi replicada duas vezes, e as plantas de ori-
gem foram usadas como testes a cada 10? fileira na sementeira.
Para as plantas cultivadas na localizagdo de Moon Lake, foram i-
dentificadas fileiras segregantes para cor de semente amarela. Todas as plan-
tas em cada fileira de BC1F2 foram avaliadas para cor da semente na primeira

replicacdo, e somente foram colhidas plantas com boa cor amarela. Na segun-

da replicagdo, somente foram colhidas linhagens que apresentaram classifica-
¢ao de cor da semente de 3 ou melhor na 12 replicagdo.
Para as plantas cultivadas no sitio AAFC Saskatoon, a primeira re-

plicagéo foi colhida por maquina de ceifar e debulhar, e em seguida as semen-

tes foram classificadas para a presencga de amarelo. Com base nesta selegéo,



10

15

20

25

30

27

todas as plantas de fileiras de semente amarela segregantes foram colhidasda
segunda replicata, incluindo algumas fileiras de testes das plantas de origem.
'Para semente obtida de ambos os sitios, anélise de acido graxo em

volume foi primeiro conduzida sobre plantas BC1F3 selecionadas seguidas por

andlise de acido graxo de meia semente em plantas que apresentaram alto teor

de C18:1 e baixo teor de C18:3.
Exemplo 3 - Dezembro Ano 1 a Abril Ano 2

Plantas BC1F3 foram cultivadas para prodUzir semente de BC1F4
na estufa. Foi realizada selegdo da cor da semente, e somente foram selecio-
nadas 189 plantas BC1F4 para avaliagdo de campo do Ano 2.

As linhagens de BC1F4 foram avaliadas em uma sementeira repli-‘
cada no sitio Moon Lake e no sitio Saskatoon. Duas feplicagées foram semea-
das em cada sitio. Foram selecionadas 28 Iinhagens apresentando boas carac-
teristicas agrondmicas em ambos os sitios, € 10 plantas unicas foram colhidas
de cada fileira. AS plantas restantés de cada fileira foram amontoadas e anali-
sadas para perfil de éleo e acido graxo.

Plantas individuais foram classificadas por cor usando uma escala
de 1 a 5. Plantas com uma classificacéo de 2 o‘u melhor foram enviadas para
analise de 4cido graxo. Sete plantas Unicas de 3 fileiras de BC1F4 foram sele-
cionadas e foi realizada analise de %2 semente.

, Foram identificadas as quatro llnhagens de B. napus BC1F5 do tipo
NATREON amarelas de reprodugdo verdadeira seguintes: DN02-0548, DNO2-
0590, DN02-0591, e DN02-0592. Amostras de sementes a granel destas quatro
linhagens e testes foram usadas para determinar os niveis de 6leo e fibra. Em
relacdo a variedade de semente preta Nex 715, as 4 linhagens tiveram uma
média de uma redugao de 34% em fibra detergente acida, uma reducao de 68%
em lignina detergente &cida, e uma redugéo de 14% em fibra detergente neutra.
Exemplo 4 - Inverno Ano 2 ao Ano 3 |

Foi feito meia-semeadura em sete linhagens BC1F5 de DN02-0590,
DNO02-0591, e DN02-0592. Estas foram cultivadas em uma estufa no inverno

dos Anos 2 e 3.
Além disso, foi produzido um cruzamento BC2F1 cruzando plantas
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BC1F5 com uma linhagem de Natreon DN99-6738 (a qual tem alto teor de 6leo
e proteina, € R-classificado para caruncho, e tem um bom perfil de Natreon). As
BC2F1 foram cultivadas a partir de microsporos para produzir linhagens DH do
tipo NATREON amarelas avaliadas na sementeira no Ano 4.

Em um teste de produgéo replicada no Ano 3, A semente autofecundada ou
grande quantidade de plantas BC1F6 foi usada para avaliar a desempenho a-
grondmico e de qualidade das linhagens do tipo NATREON amarelas em rela-
cdo a variedades comerciais de Nexera e variedades de teste de de semente'
preta WCC/RRC (Western Canadian Cano/a/Rapeseed Recommending Com-
mittee) (Q2 e 46A65).

Exemplo 5 - Desenvolvimento'de Linhagens Adicionais
As 7 linhagens BC1F6 desenvolvidas a partir do cruzamento de

YN97-262/Nex 715//Nex 705 através de métodos de retrocruzamento tradicio-

nais, seguidos pela resselegdo de amarelo e qualidade de NATREON em gera-

~¢Bes de retrocruzamento foram designadas como DNO03-3743, DN03-3744,

DN03-3745, DN03-3746, DN03-3747, DN03-3748, e DN03-3749. DNO03-4169 é
outra linhagem de semente amarela produzida a partir do cruzamehto 9592/Nex
715/Nex 705. Estas linhagens apresentaram qualidade de éleo tipo NATREON
e cor de semente amarela muito estavel.

- ATabela2 indica, para material cultivado em campo a partir destas
linhagens, redugdes nos niveis de fibras que foram obtidos, em relagao a média
de Nex '71 5 & 46A65.

' Estas linhagens s&o estaveis e uniformes depois de 6 geragoes de
selegcdo. Nao foram apresentadas'plantas de tipo impréprio em varias avalia-
gée‘s'. 0] _cruiamento mais desenvolvido com estas linhagens é uma populagao
derivada de BC2F1 que estava no estagio 1B no verao do ano 4.

Estas linhagens com perfis de 6leo do tipo NATREON de semente
amarela apresentaram caracteristicas comerciaimente valiosas em avaliagbes
multianuais. As linhagens do tipo NATREON amarelas de reprodugéo verdadei-
ra também s&o material valioso para uso em ragao, onde o vélor (inclusive mo-
netario) da redugdo nas fibras dietéticas pode ser prontémente demonstrado.

Dados obtidos a partir destas oito linhagens cultivadas no sitio Sas-
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katoon sdo proporcionados na Tabela 2. Estes dados incluem: dias para florir |
(DTF), dias para maturidade (DTM), altura, acamamento, peso da semente,
producio, e resisténcia a caruncho. Também s&o inclusos a percentagem de
acidos graxos C18:1, C18:2,‘ e C18:3, % totai de saturados, % de Oleo (teor de

6leo total) (American Oil Chemists’ Society (AOCS) official Method Am 2-92),

glucosinolatos (AOCS Official Method Ak 1-92 (93)), escore da cor da semente,
ADF, ADL, e NDF (e a percentagem de redugédo dos trés ultimos escores de
fibras comparados com Nex 715). A Tabela 4 apresenfa dados destas seis li-
hhage_ns clutivados no sitio Moon Lake, além das linhagens de NATREON pa-

rentais DN99-6738 (A.K.A. NQC02X01). A % de proteina para as linhagensda . -

presente invengdo também é digna de nota.
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Exemplo 6 - Protocolo para determinagdo de energia metabolizdvel e composi-
¢ao quimica de farinha grossa de canola de semente amarela, e desempenho

de frangos a serem grelhados
A digestibilidade de aminoécidos (ileal) foi determinada com frangos

a serem grelhados comerciais alojados em gaiolas. Os pintos foram alimenta-

dos com dieta de farinha grossa comercial a partir de 1 até 27 dias de idade e
transferidos para uma dieta de tratamento contendo 0 ou 40% da farinha grossa

~ de canola. Farinha grossa de teste foi adicionada a dieta basal as custas da

dieta como um todo. Depois de um periodo de ajuste de 7 dias, as aves foram
sacrificadas por-deslocamento cervical e os conteudos do ileo distal (a se¢éo . |
entre 12cme2cm anteri'or a juncéo ileal-cecal) foram coletados e congelados
para analise em um periodo posterior. Cada dieta foi‘alimentada a4 grUpoS de
2 aves cada. O conteudos ileais foram secados por congelamento, triturados, e
misturados meticulos_amehté antes de andlise para nitrogénio bruto (AOAC,
1980), teor de arhinoécidos, e cinza insoluvel em acido (Newkirk et al., 2003).
A energia metabolizavel aparente corrigida por nitrogénio (AMEn)
foi determinada na mesma prova, mas as fezes foram coletadas diariamente
nos 3 ultimos dias da prova. As fezes foram con'geladas imediétamente depois
de cada coleta. As fezes congeladas foram secadas a 50°C em um forno de ar
forcado, e em seguida reunidos com fezes de outras colegdes da mesmarep e
tratamento. As amostras foram trituradas (moagem de 1 mm—)'e analisadas para
energia bruta, cinza insolvel em &cido, e nitrogénio. '
- A AMEn e a digestibilidade de aminodcidos ileal aparente foram
calculadas usando o método reportado por Newkirk et al. (2003). Os dados fo-

ram coletados como se segue:

Tabela 5
Data Idade da Ave Detalhe
Fev 13/ Ano 3 0 Colocar aves, dieta iniciadora ragao comercial
Margo 13/ Ano 3 28 Registrar pesos de aves, colocar em dieta ex-
perimental
Margo 17/ Ano 3 32 “Remover fezes, colocar plastico sob bandejas
' coleta fecal a noite
Margo 18/ Ano 3 33 Coletar fezes de manha e de tarde
Margo 19/ Ano 3 34  Coletar fezes, pesar ragao e aves, coletas a-

mostras ileais (pela manha)
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Detalhes adicionais dos estudos foram como se segue:

1. Estudo de alimentacdo: Fevereiro Ano 3 - Maio Ano 3

a.

Tratamentos: 6 variedades de NATREON (Nex 705, Nex 710, Nex 715,
Nex 720, CMI no. 1-trénsgénica e CMI no. 1-Nula) da Dow AgroSciences
mais 1 dieta de referéncia (linhagem de semente amarela DN03-3746) se-
rdo usadas no projeto. 10 kg de semente de cada variedades serao tritu-
radas por POS para obter 5 kg de farinha grossa sem 6leo. Cada um dos
tratamentos serao atribuidos aleatoriamente a galinheiros e bloqueados‘
com galinheiro. ' -
Design experimental: serd usado um design de bloco completamente ran-
domizado com 6 replica¢6es. Sera usad}a analise de variancia simples
com separacdo média para analise de dados. Sera aplicada analise de
regressé@o multivariada a dados de composigdo quimica e de energia me-
tabolizavel. '

Classe de Ave: tibo de ave: ave a ser grelhada; cepa: Ross 308; sexo:
macho; fonte: Wynard; 84 aves

TemperatUra: Curva padrdo: Dia 0 - 35°C por Dia 34 - 22°C

lluminag&o: luz 50 lux foi mantida em um ciclo de 23 horas de luz:1 hora

~ de escuriddo, pelos dias 1 a 34

Ragao e Agua: & vontade; os alimentadores foram mantidos em um nivel
moderado; as aves foram alimentadas frequentemente; a quantidade de
acao de derramamento foi especialmente minimizada durante o periodo

de coleta fecal.
Tratamento da ninhada: Removido conforme necessario, no Dia 31 remo-

ver todas as fezes e colocar folhas plasticas sob as aves para coleta fecal.

Requisitos da ragao: Aves com idade de 0 a 26 dias consumiram 2
kg/iniciador comercial para ave; aves com idade de 27 a 34 dias consumi-
ram 1 kg/dieta experimental para ave |

Requisitos da farinha grossa: 6 reps * 2 aves /rep ™1 kg/racéo para ave *
40% de farinha grossa = 4,8 kg para dieta, 200 g para analise = 5
kg/farinha grossa '

Especificagbes Dietéticas:
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Tabela 6. Dietas Experimentais

Dieta de referén- ,
Dieta de Teste

: cia
Ingrediente % %
Pré-mistura basal  Milho 91,89 53,35
~ Oleo de canola 3,46 2,0
Pré-mistura de Celite 1,0 1,0
micronutrientes o
vitamina/ mineral 0,5 0,5
Colina CI- 0,1 0,1
Dical 1,81 1,81
Pedra calcéria 0,84 0,84
Sal 0,40 0,40
Ingrediente de Farinha grossa de ' 40,00
teste canola » _
Teor de nutrientes calculado . 7 %
CP 7,7 18,92
AME, (kcal/kg) 3380 2755
P disponivel 0,42 0,5
Ca 0,74 1,0
Lisina - 0,24 0,942
Met+Cys 0,34 0,87
Tabela 7. Pré-mistura de Micro Nutrientes
Ingrediente % Kg
Dical 35,14 2,460
Celite3 19,42 1,358
Pedra calcéria 16,31 1,142
Pré-mistura de minerais | 9,71 0,680
e vitaminas ' _
Sal 7,77 0,544
Colina 1,94 0,136
Total 7,000
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Tabela 8. Pré-mistura Basal (2, 40 kg lotes intermisturados)

Ingrediente % _ '  Kg
Amido 96,35 38,54
Oleo de Canola 3,65 : 1,46
Total - 100 40

Tabela 9. Composicdo da dieta (12 kg; 12 aves *1 kg/ ave)

Dieta de referéncia Dieta de Teste
Ingrediente %o Kg -~ % kg
Pré-mistura basal 94,85 14,22 54,85 6,58
Pré-mistura de 5,15 0,773 5,15 618
micronutrientes : ‘
Ingrediente de 0o 0 40 4,8
teste . ‘
‘Total - 100 15 100 12

Tabela 10. Andlises a serem conduzidas sobre farinhas grossas (DAA a con-
duzir) . , :

Contribuicdo de energia Diluicao de energia
Proteina Fibra dietética total
(inclusive fibra soluvel e insoltvel)
Aminoécidos o NDF
Extrato de éter : ADF
Sacarose Cinza
Oligossacarideos Umidade
Amido | Lignina (ADL, NDL)

Relatério de Dados: Foram obtidos dados em meados de abril do
‘Ano 3 e foi feita analise em meados de maio do Ano 3 exceto pela analise de
detalhada de fracdes de fibras dietéticas totais e oligossacarideos os quais ndo

foram completados até agosto do ano 3.
2'. Triagem de Idioplasma para selecionar linhagens para uso em testes de re-

tencéo de nutrientes: |
40 g de semente de 37 linhagens de NATREON Breeding foram
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avaliadas para composi¢ao quimica da farinha grossa usando 0s parametros
identificados aqui, neste requerimento de patente. Com base nos resultados
obtidos, foram identificadas linhagens para uso em prova de retencao de nutri-

entes de frango a ser grelhado.

A semente teve o solvente extraido com hexano na planta piloto
POS (POS Pilot Plant) em Saskatoon, SK. A farinha grossa dessolventizada a
ar foi proporcionada pela University of Saskatchewan para andlise quimica.

A farinha grossa foi triturada através de uma peneirade 1 mm antes
de analise quimica. Cada amostra foi analisada em duplicata para as composi-
¢oes quimicas (exceto aminodcidos) mostradas na Tabela 10.

A proteina bruta foi determinada por combustéo usando o métc)do.

de Leco. Extrato de éter foi determinado usando o método AOAC (1990) com

~ um extrator Goldfisch Labconco Modelo 35001. A farinha grossa foi extraida por

4 horas de extragédo usando éter dietilico.

Sacalrose, glicose Iivré, éstaquiose, e rafinose foram analisados por
GLC usando uma coluna de DB1701 e derivagéo de TMSI. Oligossacarideos
(dp 3-10) foram analisados por HPLC por permeacio de gel e detecgédo do indi-
ce refrativo. O amido foi determinado pelo método de Salmohsson, A.C. et al,
(1984 Swed. J. Agric. Res., 14:111-117).

Foram determinadas fibras dietéticas soluveis, insoluveis, e totais
usando 0 método de Mongeau e Brassard (1990, Cereal Foods World 35:319-
322). As fragdes de fibras soluveis e insoliveis foram submetidas a analise de
agucar total (Englyst, H. N.and Hudson, G.J., 1987 Animal Feed Sci. and Tech.,
23:27-42). Foi conduzida determinagao de fibra detergente neutra (NDF), fibra
detergente acida (ADF) e NDF-lignina e ADF-lignina usando o método de Van
Soest et al. (1991. J. Dairy Sci. 74:3583-3597). '

O teor de cinza e umidade (outro diluidor de energia) foram deter- -
minados usando o método de AOAC, (1990 Official Methods of Analysis. 15"
ed. Association of Official Analytical Chemists. Washington, DC).
3. Maio Ano 3 até Novembro Ano 3.

Realizado aumento de semente de 10 a 15 linhagens para produzir

10 kg de semente por variedade e completada a anélise detalhada de fragdes
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de fibras dietéticas totais e oligossacarideos de 6 variedades iniciais.
4. Novembro Ano 3 - Fevereiro Ano 4
a. Obtido 5 kg de farinha grossa livre de dleo de cada uma das 10 a 15 vari-

edades
b. Realizada uma prova para avaliar a retengdo de nutrientes de frango a ser

grelhado
~ Tratamentos: 15 linhagens NATREON mclumdo a linhagem de se-
mente amarela DNO3- 3746 4 controles comerciais da Dow AgroSciences da‘
primeira prova (Nex 705, Nex 710, Nex 715 e Nex 720) e 1 dieta de referéncia
foram usadas no projeto. 10 kg de semente de cada uma das variedades foi
triturado por POS para obter 5 kg de farinha grossa livre de 6leo. Cada um dos
tratamentos foi atribuido aleatoriamente a galinheiros e bloqueado com gali-

nheiro.
Design experimental: foi usado um design de bloco completamente

" randomizado com 6 replicagdes. Devido a limitado espago nas bateria de gaio-

las, 3 replicagbes foram condu2|das na provade avesno.1e3 repllcagoes re-
manescentes foram conduzidas na prova 2. Os dados foram analisados por -
bloqueio dentro da prova. Foi usada anélise de variéncia simples com separa-
¢do média para andlise de dados. Foi aplicada analise de regressao multivaria-
da a dados de composi¢éo quimica e de energia metabolizavel.

Relatério dos Dados: Os dados foram reportados em meados de
janeiro do Ano 4 e foi feita analise em meados de fevereiro do Ano 4.
5. Novembro Ano 3 - Novembro Ano 4

Desenvolvimento d‘e previsores quimicos de energia metabolizavel

em farinha grossa de canola. A farinha grossa das 15 linhagens aumentada

durante o verdo do Ano 3 foi submetida a analise quimica, e os dados foram

regressados contra a energia metabolizavel das farinhas grossas para determi-

nar a relagdo entre componentes medidos e energia metabolizavel. Foram usa-
das abordagens multivariadas, incluindo PCA, para desenvolver equacoes pre-
ditivas. Em seguida foram usadas equacdes de regressao resultantes para de-
terminar os melhores modos para selecionar para futuras variedades de farinha

grossa de canola de maior valor.
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Farinha grossa dessolventizada a ar livre de 6leo foi triturada atra-
vés de uma peneirade 1 mm antes de analise quimica. Cada amostra foi anali-
dada em duplicata para a composi¢&o quimica (proteina, extrato de éter, saca-
rose, oligossacarideos, amido, fibras dietéticas totais (solivel e insoluvel), NDF,

' ADF, cinza, umidade e lignina (ADL e NDL) exceto aminoéacidos). A proteina

bruta foi determinada por combustéo usando o método de Leco. A determina-
cdo do extrato de éter foi pelo método de AOAC (1990) um extrator Goldfisch

~ Labconco Modelo 35001. A farinha grossa foi extraida por 4 horas usando éter

dietilico. Sacarose, glicose livre, estaquiose e rafinose foi analisada por GLC

usando uma coluna DB1701 e derivagdo de TMSI. Foi feita analise de oligossa- =

carideos (dp 3-10) por HPLC por permeagéo de gel e detecgéo do indice refra-
tivo. A determinacéo do amido foi pelo método de Salmonsson, A.C., O. Thean-

~ der, e E. Westerlund (1984, Swed. J. Agric. Res., 14:111-117). As fibras dietéti-

cas solGveis, insoluveis e totais foram determinadas usando o método de Mon-
geau e Brassard (1 990, Cereal Foods World 35:319-322). As fragdes de fibras
soluveis e insoluveis foram submetidas a anélise do agucar total (Englyst, H. N.;
Hudson, G.J., 1987. Animal Feed Sci. and Tech,, 23:27-42). Foram conduzidas
analises de fibra detergente neutra (NDF), fibra detergente écida (ADF) e NDF-
lignina e ADF-lignina usando o0 método de Van Soest, T.J., J.B. RObertsbn, B.A.
Lewis (1991. J. Dairy Sci. 74:3583-3597). Analises do teor de cinza e umidade
foram determinadas usando o método de AOAC, (1990 Official Methods of A-
nalysis. 15" ed. Association of Official Analytical Chemists. Washington, DC).
“Relatério dos Dados: Os dados foram obtidos em meados de de-

zembro do Ano 4. _
Exemplo 7 - Resultados e}determinagéo da digestibilidade (energia metaboliza-
vel aparente e utilizagdo de aminoacidos) de farinha grossa de canola por fran-
gos a serem grelhados, e caracterizagao quimica da farinha grossa de canola
O Exemplo em questéd discute os r_esultados de medir a energia
metabolizavel e a digestibilidade de aminoécido, por frangos a serem grelha- -
dos, de variedades especiais‘de canola. Estas amostras também foram avalia-
das para componentes que podem influenciar a utilizagé@o de energia. As anali-
ses quimicas destas amostras de canola também séo relacionadas com dados
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Tabela 11. Energia metabolizavel aparente corrigida por nitrogénio (AMEn)
em uma base no estado em que se encontra e base de matéria seca (kcal/g),
e digestibilidade de proteina ileal aparente (em frangos a serem grelhados)
de proteina em variedades de canola.
' AMEnN no -
) estado em Dig de
Amostra que se AMEn _DM Prot lleal
encontra
no. 16 - Nex 705 1626 1750 75,2
no. 17 - Nex 715 1609 1733 75,5
no. 18 - Nex 710 11852 1988 79,2
no. 19 - Nex 720 1806 1934 79,5
no. 20 - DN03-3746 1794 1918 74,9
no. 21 - Teste 1 1685 1810 74,6
no. 22 - Teste 2 1 1709 1836 73,8
no. 23 - Nex 710 ’
Transgénica 1987 2123 80,4
| no. 24 - Nex 710 Nula :
Transgénica 1783 1907 79,0
SEM 16,4 17,8 - 10,24
Alcance 1600-1994 1732-2154 73,8-80,4

38

- de digestibilidade. Adicionalmente, este Exemplo discute caracteristicas quimi-

cas que predizem a AME de farinhas grossas para frangos a serem grelhados.

Energia Metabolizavel Aparente.
Uma linhagem de semente amarela da presente inveng&o, DNO3-

3746, foi comparada com outras linhagens de “check”. As medicbes para ener-
gia metabolizavel aparente (AME) cdrrigida por nitrogénio sdo mostradas na
Tabela 11. Conforme visto na Tabela 11 (e na Tabela 12), a AME da variedade
de semente amarela testada, DNO03-3746 é superior ade Nex 705, Nex 715, Q2 |
(Check 1), e 46A65 (Check 2). Novamente, somente foi testada uma Iinhagem
de semente amarela da presente invengao; espera-se que a experimentagédo
adicional das outras linhagens da presente inyengéo apresentem aprimoramen-

tos adicionais na AME.
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Digestibilidade de proteina e aminodcidos. Os efeitos de amostra

de farinha grossa de canola sobre digestibilidade de proteina ileal também sao
mostrados nas Tabelas 11.e 12. Conforme mostrado nas Tabelas 11.e 12, a
digestibilidadé de proteina ileal (em frangos a serem grelhados) da variedade
DN03-3746 é melhor do que a de Q2 e 46A65.

Anélises quimicas. Os resultados de analises quimicas sao encon-
trados nas Tabelas 12 e 13. Na Tabela 12, as categonas testadas e compara-

~das para DNO03-3746 mcluem percentagem de matéria seca, AME, digestibilida-

de de proteina e coeficiente de digestibilidade de aminoacido média para todas

as-amostras. Também incluidos na Tabela 12 estdo os teores de proteinabruta, . -~ - ~

teor de cinza (cinza é outro componente de dilui¢ao de energia), extrato de éter
(EE - um componente de contribuigdo de energia), amudo sacarose, e teores de
fitato. A Tabela 13 inclui fibras dietéticas totais (TDF) TDF insolaveis (TDF-I),
TDF sollveis (TDF-S), fibras detergentes acidas (ADF), lignina detergente acida
(ADL), fibras detérgéntes neutra s(NDF), nitrogénio insoluvel detergente neutro
(NDIN) e energia bruta (GE). Também s&o indicadas na Tabela 13 quantidades

de vérios tipos de agucares.
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Conforme podev servistona Tabela 13, a fibras dietéticas totais pa-'}
ra DN03-3746 foi muito baixa, como foi fibras insoltveis. Fibras insoluveis séo
muito indesejaveis em ragéd animal é farinha grossa. Os conteudos de ADF,
ADL, e NDF péra esta linhagem também sao relativamente muito baixos. O ni-

| trogénio insoluvel (NDIN) também é relativamente bastante baixo. Isto é dese-

javel, uma vez que o nitrogénio_insol_ﬂvél nao pode ser usado nutricionalmente
(e obstrui nitrogénio que pode ser usado de modo diverso pelo animal que con-
some a farinha grossa). Além disso vantajosamente, os conteidos de agucar
sdo relativamente elevados. A proteina bruta para DN03-3746 também foi maior
do que todas as linhagens de teste/controle. |
A Tabela 14 mostra andlises da dlgestlbllldade e quimica de aguca-
res adicionais, sinapinas, e semelhantes. DN03-3746 tem niveis vantajosamen-

~ te baixos de sinapina e fitato, e alta GE e percentagem de inositol.

Tabela 14. Andlises da digestibilidade e quimicas de amostras de farinha grossa de canola
mostradas em uma base de matéria seca.

IDda : Inosstol Rafinose = Estaquiose sﬁwca’ig;c):o Sinapina  Fitato GE
Amostra (%) (%) (%) (%) (%) (%)  (kcalkg)

Nex 705 00651 01051 00216 00239 0826 138 4745
Nex 715 00834 01352 00052 00183 0725 1,13 4765
Nex710 00890 02067 00126 00230 0870 143 4765
Nex 720 00828 01520 00057 00182 = 0702 2,02 4790
DN033746  0,1240 10,1666 00000 ~ 00237 0684 133 4769
Teste1 - 00857 03045 00000 0025 0778 152 4727
Teste2 . 00867 02308 00000 00269 1003 177 4788
B olea 00509 00996 00000 00175 1002 19 4735
Tromonica 00352 00755 00000 00205 0431 210 4740
Média 00789 011676 00038 00165 0814 165 4750
Desviopadrdo 0,0205 0,0745  0,0067 00056  0,1606 0,3031 4838
Minimo 00352 005730 00000 00063 0431 1,13 4621
Méximo 01240 03383 00217 00269 1,123 224 4821

A Tabela 15 mostra o teor total de aminoéacidos de farinhas grossas
de vérias variedades, incluindo DN03-3746, a qual tem o maior teor de quase

todos os aminoéacidos testados (incluindo aminoéacidos essenciais). A Tabela 16
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mostra a digestibilidade de aminoacidos ileal aparente, para estas linhagens,

pelos frangos a serem grelhados.

Tabela 15. Teor total de aminoacidos de farinhas grossas de variedades Ne-
xera (% dm base, Ano 2)

Amostra CYS ASP MET  THR = SER GLU
Nex 705 - 1,302 3,597 0,827 2,036 2,068 8,439

Nex 715 1,350 - 3,295 0,784 2,914 2,060 8,891
Nex 710 1,357 3,346 0,820 2017 2,066 8,821
Nex 720 1,407 3,246 0,824 1,939 = 2,025 9,019
DN033746 1,473 | 3,586 0,870 2,131 2,194 9,390
Teste 1 1,215 3,119 0,778 1,872 1,894 8,011
Teste 2 1,293 3,284 0,805- 190 1,963 8,513
Nex 710 | |
Nula 1,378 3,937 0,894 2,227 2,244 9,900
Transgénica '
- Nex710 .

Transgénica 1,368 3,839 0,855 2,125 2,092 9,587

Amostra PRO GLY ALA VAL ISO LEU

Nex 705 2942 2,382 2,090 2,144 1,710 3,307
Nex 715 2844 2330 2,039 2,155 1,706 3,266
Nex 710 . 29086 2,450 2,114 2300 1,828 3,335
"Nex720 3,045 2,389 2,078 2,218 1,766 3,263
DN033746 2746 2,526 2,280 2,470 1,963 3,557
Teste 1 2463 2,253 1,970 2175 1,733 3,093
Teste 2 2837 2414 2,027 2315 1,813 3,249

Nex 710 Nula .
Transgénica 3074 2,730 2,357 2,611 2,090 3,772

Transgénica , .

Amostra PHE HIS LYS AMM ARG
Nex 705 1,795 1,239 2,670 1,178 2,782
Nex 715 1,765 1,289 2,683 1,187 2,895

Nex 710 1,817 1,309 2,783 1,200 2,900
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Amostra PHE HIS LYS AMM ARG
Nex 720 1,765 = 1,312 2,742 1,198 2,867
DN033746 1,947 1,346 2,993 1,270 3,028
Teste 1 1,656 1,238 2,670 1,114 2,663

~ Teste 2 1,771 1,288 2,719 1,191 2,887
‘Nex 710 Nula | : |
Transgénica 2,049 1,527 3019 1354 3,270
Nex 710

| o 1969 1459 2956 1,308 3205
Transgénica |

Tabela 16. Dlgestlbllldade de aminoécidos ileal aparente (em frangos aserem -
grelhados) de variedades de canola Nexera (Ano 2)

Amostra CYS ASP MET THR SER GLU
Nex 705 0,727 0788 0,885 0683 0,721 0,873
Nex 715 0749 0793 0889 0,708 0,733 0,875
Nex 710 0,783 0,820 0913 0,748 0,758 0,902
Nex 720 0791 0824 0903 0730 0,767 0,893
DN033746 0,675 0,754 0,869 0,633 0701 0,864
 Teste 1 0775 0796 0898 0714 0,736 0,887
Teste 2 0717 0760 0849 = 0,678 0700 0,843
?;"nzzggr']\i‘:;a 0805 0849 0924 0759 0778 0916
Q’;":;g%nica. 0786 0838 0908 0726 0749 0,905
SEM  0,0038 0,0032 00025 0,0040 0,0036 0,0024
VALORde P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0004 0,0025 0,0019
Amostra PRO GLY  ALA VAL 1SO LEU
Nex 705 0719 0771 0811 0737 0762 0,798
Nex 715 0742 0,795 0,828 0,788 0,810 0,826
Nex 710 0785 0,821 0850 0811 0830 0,842
Nex 720 0767 0821 0850 0797 0827 0,842
DN033746 0,712 0744 0791 0718 0,734 0,783
Teste 1 0731 0808 0825 0783 0,797 0,809
Teste 2 0704 0753 0785 0716 0,728 0,762

Nex710Nula 0,782 0,845 0,863 0,827 0,839 0,857
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Tabela 16. Digestibilidade de aminoéacidos ileal aparente (em frangos a serem
grelhados) de variedades de canola Nexera (Ano 2)

Transgénica '

.';’;"ng%niéa' 0757 0831 0851 0801 0827 0,840
SEM 0,0038 00032 0,030 0,0039 10,0038 0,0033
VALORde P 0,0003 0,0001 0,004 0,0001 0,0001 0,0004
Amostra PHE - HIS LYS AMM ARG
Nex705 0831 0859 0820 0743 0,883
Nex 715 0,843 0853 0837 0799 0,881
Nex 710 0,866 0,892 0869 0,809 0912
Nex 720 0,846 0,874 0859 0778 0,906
DN033746 0,811 0,835 0805 = 0,689 0,889
Teste 1 0835 0866 0846 0790 0,897
Teste 2 0797 0,820 0796 0,704 0,862

Nex 710 Nula -
Transgénica 0,874 0,903 0,879 0,833 0,924

Nex710 . _
Transgénica 0856 0889 0875 0832 0917
SEM 0,0030 0,0028 00029 0,0041 0,0022

VALORde P 0,0013 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Novamente, estes nimeros e outros nimeros nas Tabelas 12, 13,
14, 15, e 16 (e em qualquer outra Tabeia) podem ser usados para definir pontos
de desfecho de faixas de caracteristicas de sementes e linhagens da presente
invengao. | |
Exemplo 8 - Desenvolvimento de linhagens ainda adicionais - Ano 4

As 6 linhagens BC1F5 que deram origem as linhagens BC1F6
(DN033743, DNO033744, D'NO33745, DN033746, DN033747, DN033748,
DN033749) foram cruzadas com a linhagem NATREON de semente preta DAS

DN996738 (aka NQC02X01). Plantas F1 de cada cruzamento foram tomadas

através do processo de cultura de micrésporos e progénie dihaploide produzida.
As linhagens BC1F6, progénie DH, e variedades de teste foram avaliadas em
sementeiras replicadas em AAFC Saskatoon e Dow AgroSciences (DAS) Moon-

lake. Os lotes das sementeiras foram fileiras Unicas de 10 pés de extenséao,
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plantadas em um espagamento de fileira de 2 pés, replicado até 4 vezes atra-

vés das duas localizagdes. A
Foram feitas avaliagOes agrondmicas sobre Dias para Florir (DTF),

Dias para Mafuridade (DTM), Lodging (LDG), e Vigor na Estagao Anterior (LSV)

" no sitio DAS Moonlake. Amostras de sementes foram coletadas de lotes em

ambas as localizagdes e analisadas para parametros de qualidade das semen-
tes pelos laboratérios de quimica analitica de organizagbes respectivas com a
excecgdo do indice de Brancura e fibra. O indice de Brancura (Wimini), uma me-

dida da cor da semente, foi produzida a partir de amostras em ambas as locali-

zagdes usando o instrumento analitico Hunter da AAFC (Hunter Analytical Ins-
trument, AAFC). Fibra de semente (Fibra Detergente Neutra = NDF, Fibra De-
tergente Acida = ADF, Lignina Detergente Acida = ADL) foi determinada em

 amostras da localizagdo AAFC usando NIR e é expressada em uma base de.

matéria seca. A composi¢ao de acido graxo foi determinada por cromatografia
gasosa usando andlise de éster metilico de acido graxo. Acidos graxos indivi-
duais sdo reportados como uma percentagem do perfil total e dos total de satu-

rados calculado adicionando todos os acidos graxos saturados. Foram determi-

" nados o teor de 6leo em uma base de matéria seca (DM), o teor de proteina

(DM) da semente, e o teor de glucosinolato total usando NIR. Foi calculado o
teor de proteina expressado em uma base de farinha grossa livre de dleo (% de
Proteina de farinﬁgzérossa DM). | ’
Condigdes de crescimento mais frias do que a media seguidas por
uma geada de outono precoce comprimiu as provas em ambos os sitios, e pode
ser observado nos conteudos de éc_ido oléico mais baixos do qgue normalmente
esperado. Estes dados foram usados para identificar individuos superiores ex-
pressando o perfil de 4cido graxo desejado em combinagéo com réduqéo de
fibra bem como maturidade aceitavel, e teor de éleo, proteina, e glucoSinoIatos. o
Um sumario dos dados de qualidade médios para as pfogénies BC1F6, a pro-
génie DH selecionada para desenvolvimento, e testes da localizagao AAFC sdo
proporcionados na Tabela 17. Um sumario dos dados agronémicos e de quali-
dade médios para as progénies BC1F6, a progénie DH selecionada para de-

senvolvimento, e testes da localizagdo DAS s&o proporcionados na Tabela 18.



48

29
9°L
¥'9

9'g
6'S
69

0L

sop
-einjes
9P %

1o g2
20 G2
10 22
10 82
10 22
20 2
10 62
10 82
1:220 €810

8'02
8‘0e
8‘0e

LLL
6°LL
902

61

6°ce

2:810

029
v'v9
€29

9'tL
6'0L
2's9

9'v9
2'e9

1810

A
0'8t
S'/L
g'8l
6'9!
02
9'gl
9'gl
2'8l
'8l
L'L)
8L
v'61
'8l

Wp4aN

6l
8'
61
1'e
¥l
0's
6'

8t
L
61
L
9't
8's
6

wpq

66
8'6
0‘0l
2ot
2’6
L'EL
A !
o‘ot
+'6
R0]1
0'01
G'6
62l

56

~ wp4ay

6'vl
8'Le
£'0l

8's

o
9'L1

€'
'8l
0'8l
£'eg
v'se
g'gl

LoL .
L'9g

e
-0
aany

9'LS
v'6v
L'6Y
6'9p
v'sy
LS
0'vS
9'6Y
9'L¥
V'L
6'8P
6'0S

L‘8Y
na
essouf
eyu
-le ap
BUISJOI]

i 8P %

9Ly

0'se
G'6e
g'oe
L'9e
L've

022

€22
9'8e
9'92
6'22
9'22
8'82
9'92
v'/2
wa
euls}

-0ld 8p

9'Gy
Z'or
L'ov
vy
6'8Y
L'y
e'6v
v'ey
0'vv
iy
9'ey
14514
O'tP
(VR 7

na
0910

aluaws  9p %

op %

1gze
L1322
5022
€292
0042
1892
/92
6142
812
LVZ
912
Si2
viie
2.92

ob
-IPOD

992+-YONG
19Z}-YONG
LvZL-¥ONQ
' 292-L6NA
621-LONA
0L XoN
8€29-66NQ
6v.E-€ONG
8Y2€-€0NQ
L¥/E-€0NG

9v/E-CONG

SvE-E0Nd
yv.LE-€0NC
E€v/E-€0NC

ali/N3O
140

¥ Ouy Ou uoojeyses D4vV W epezijeal
epeojjdal eil@juawas ap eAoLd ewn ap S91Sal 8 sepeuotos|as HQ ap sawaboud ‘9410g seiugboud ered soipaw spepienb ap sopeq "/} Bjaqe



49

€9 1'0 92 06l 88 8¥I- POl 8't 9'6 ¥'ol L'?s  v'82  2'9v €52 60L1-YONA
| | ' G'2- . o'sl 9z vt 89 Sl 9'6e . €05 06vZ ©€65L-PONA
g'v-  €'8l 62 LI L9} 2'0s 0'82 2y  Skve LESL-¥ONG

62- 9Ll 8L 68 9SG €S - VIS Vv ¥EPZ 2SI-YONG
L7- €8k 81 06 ISt €05 S8z ¥er 62vZ 9LSL-vON
§hb- - GLL g2 96 8'SL %S 206 6%y €202 OLSL-HONG
26~ v'8L 02 L0L €% 805 682 O0€r 61k 90SI-YONG
Zel- €L 12 1oL 0ZL 02 1.2 6l 802 S6v-bONG
2'9 10 0t ¥0Z €99 09 S 91 &6 90L 615 892 '8y 9YEZ Sivh-bONG
¥9 L0 €T 072 89 Se- S 6L 00l €2 8IS 082 09y 80£2 LEL-bONG
$9  1'0 8T 60z €99 ¥S- 0L L% 16 9'9  ¥¥S 008 6%F 2622 8SEL-HONG
¥2 10 ST 2 6%9 9'Ll- '8 6+ 66 86 86y 062 81y 022 928L-bONG
| | €8k KL L 26 ¥eZ 025 V0e 2T S922 LIEL-HONG
0L K0 ST 96k tZ/9 ve- 8L 0 6+ 66 L9l 905  1'82 Svr €822 6/21-bON
VL K0 g% S 29 vsi- veL L'V 66 v1Z 0Ly 892 62 - 8222 €LZH-HONG
- wa
sop | | | o B0 8 ha

emes  1:220 €810 2810 1810 " wpiaN P wpyay o1 P oigep oep 0 aM3d

8P % . - ~IWIAM -av oo M“:mmnﬂnw_w_ ouows  op o.\o -1p9D -lHO
m-ﬁv O\O mu O\O

, i ¥ Ouy Ou uoojeyses D4vYy Wwa epezijeal
mumo__amhE_Qcmswwmvgoamsson mmwwoﬁ w mmumco_om_mm Iomnmo_cmmoaon:omwm_cmmoaSmamo_vmemvmv__m:cmvmovmctm_mpm.r



50

P A AT o9k 622 205 +9
0zl 0've- g'oy 822 2SS9
o'et  9'0e- g'st I'ce 6'8y 9'S
evL  L'oe- o'y t'ee 605 0L
2'9L g9 g8y 02 €¥S 09
6'vL 00 g'er  0'le ¥Is  L's
_\,_omw ,
L memm“_ _m,_cn__ o_m,_vmv wwm%
ony . 8peu -9j0id op %
48101 d P% %

9 %

2 66k 289
' S§'02  ¥'89
12 912 089
6'8 602 609
0Lk ¥'0Z 109
92 09k 0'€L
€810 2810 181D

sC
o't
o'y
o'e
L2

L2

4

AST

0't' S'€ SLb /S 8E/966NQ/6ZYEZONA  LvZLYON
0t 0t 2b 85 LEPEZONG  OYZEEONQ
o'y o‘e 1498 LS YEVYECONAQ 8vZEE0Nd
0t 0t 2tk €S 292/6NA
e . 0'C  Pib 8§ 627 LONA
e 0t pLL 4§ 60-S60AS/0I0d - SOL XaN
>WJW 501 WLd 41a  webug ep dod oWoN

~ § OUY OU UOOJBYSES D-VY W epezijeas epeddal

‘BAI9)UBWAS 8P BAOID BN 9P SIS} @ SEPRUOIO8|as HQ P salugbold ‘94108 selugboid esed soipaw soolwouoibe @ epepienb ap sopeq 8| ejeqe L

'L 10 K2 6'6F  S'29  ¥L-

8'9 10 veZ 12 ¥'s9  8tl-
sop | iu
-elnjes 11220 €:8l0 28l0 L8LD AWM

°P %

i

LLL
4]

Wp4anN

_ 0°

4

01

L

0z €0l ¥l

wp
-av

- wp4av

e}
-0]
anwv

6°LY

8'sz 29y 9192 89L1-vONG
L'6¥ l'82 €2y 0852 8IZL-vONd
Wa
essosb Wa
eu oo NA 06 aunan
dep 090
-le4 ap S -poD -1HO
aluBWS 9P %
BURIONd T T
ap % °

¥ ouy Ou uoojeyses D4yVy wa epeziea.

epeo||das ei9juawas ap eaoid BN 8P S8}S8)} @ SEPRUOINEISS HQ ap saiugboud ‘9410g seiugboud esed Soipow apepijenb ap sopeq /1 elegel



51

‘8'ct

£'st
GGl
8'cl
'€l
s'el
0'ol
an
0'st
L'l
9'ol
2L
L'yt
S
o'st
9'1

ol
o

9'0l-

2'e-
v'eL-
Z'LL-
8'cl-
9'cl-
8'Gl-
6'61-
6'cl-
L'0e-
8'8l-
e'91-
9'vL-
€'9l-
v'oL-
0'GL-

U

y'op
gLy
g'ey
by
'y
g'op
8'vy
g'sy
8y
o'ty
'ov
g'sy
o'sy
g'sy
(e}

e'sy

na
essolb

BYyuRH
apeu

-j8loid
3P %

912
8'te
g'ee

L'2g

gt
6'2Z
22
§'ze
L2
zee
2z
1'€2
8'zz
9'ce
L'€e
9'ez

Wa
ey

-9j0id
P % -

¥'€S
8'€S

9'sy

€05
528
805
05
9'08
Z'6v
0'6v
0'2s
S'6v
6y
v'8y
9'8y

m...m#

Wa

08I0

5

op
%

2'9

G'G

0'9
0'9
0'9
6's
8's
v'9
1'9
v'9
9'9
p'9
6'9
v'9
9's
2'9

sieg
ap

e'e
12
5‘C
2'e
02
s'e
€2
b'e
‘2
v'e
£e
v'e
s'e
2

g'e

15

€810

G'sL
164
8’6t
€'0e
A
L6
v'6lL
g8l
661
L'8L
v'6l
1'0e
6'Lt
c'oe
£'6l
6'8t

2810

S'€L
v'0L
069
‘89
L'eL
0'0L
6'69
2'69
189
£0L
1'69
2'89
6'69
‘89
0'0L
6'69

1810

0'v
s'C
g'e

o'

o'
o'y
St
G'e
G'e
4
o'
g’
G'e
s'e
g'e
g'e

AST

oY 0¢€
't 0
o't 0t
v 0
ot 0¢
o'y S¢-
g'c’ §¢
o'y 0'¢
oY 0'€
o't 0t
o'y , 0t
o'y &'t
o'y gt
o'v! 0
o &'¢
g'e gt
' ean
AST _

vl
GLL
Sil

241!
vil
141"
viL
L
GLL

Vi

vil
S
453
St
vit
Ll

W1id

19
09
29
85
6S
29
09
09
09
09
8s
85

LS
85
S5
LS

410a

8£.966N/EEYEZONG
86L966NQ/LEVEZON
86966NQ/1EYEZONG
8£.966NQ/LEVEZONT
8€.966NQ/IEVEZONG
8EL966NQ/IEYEZONG
8EL966NQ/ LEVEZON
8€£966NA/0EVEZONT
8£.966NQ/0EYEZONG
8E966N/0EYEZONG
8£.966NQ/6ZVEZONG
8€£966N0/627EZONQ
8£.966NQ/62YEZONG
8€.966NQ/62EZONG
8€.966NQ/62YE2ONT
86966NA/6ZYEZONT

| weabuQ op dog

€65 17ONG
LES1ONQ
¥2S 1¥ONd
91GLYONG
0LSLYONG
90SL¥ONQ
G6¥1YONG
SiPLYONG
LZELPONQ
8SELYONG
92€1YONG
LIELYONQ
6,21vONG
€.21YONG
992 1¥ONQ
192 1YONd

aWwoN

 Ouy Ou uoOjeYSeS D4VY We epezijeas epedldal

BJl9judWas 8p eAosd euwin ap $8)1S8) @ SEPBUODINBIeS H( op mm_cwmoa 94109 mw_cmmoa eled soipaw soojwouoibe a apepienb ap sope( g1 ejeqe



52

S'vi
8'vi
L
44"

ol
Ny

6'04-
L'S}-
el
0'pL-

ulwim

9'at
L9y
LSy
-0'8p

Wa
esso.b
Byule
“8p eu
-189104d

P %

8'ce
gee
H've

v'ze

Na
Buj
-8)0id
9P %

0°1S
£°2S
oy
€'es
na
090

op
%

¥'9
£'9
19
2'9

sieg
ap

12
L'
o
8'l

€810

G'61
€61
o't
6'91

¢80 -

069
8'69
L'oL
g'eL

181D

52
o'c
o'y
o'e

AST

0'c
o'
0's

. 0's

AST,

o't

0'g

o'c
o'e

9a1

1438

9t1
941
9t1

W1d

6S

LS
.S

98

410

8E€L966NA/SEYECONG
8€.966NA/YEYECONG
8E€966NA/YEYECONA
8E€L966NA/YEYECONA

wabuQ ap dod

89/170NQ
81£1YONQ
60.1YONG
£991¥ONG

BWON

# ouy ou cooﬁv_mww 04VV Wo epezijeal epeoijdal

BAI9)US WSS 3P BAOID BN 3P S8}S3) @ mmvmco_om_om HQ op salugboud ‘94109 mo_comoa eJed soipaw soojwouolbe a apepienb ap sopeq g1 ejaqel



10

15

.20

25

30

53

Exemplo 9 - Provas de produgéo - Ano 5
A progénie DH resumida nas Tabelas 17 e 18 foi selecionada para

avango para provas de produgéo replicada conduzidas no Ano 5. Vinte e um
progénie DH junto com 2 linhagens BC1F6, e testes de semente amarela bem

como de semente preta foram comparadas sob condi¢gbes de pequeno lote u-

sando um design de bloco completo randomizado de 4 replicatas (Randomized.
Complete Block). Quatro IOCali‘zagées (DAS Rosthern, DAS S:‘:lskatoon, DAS
Moonlake, AAFC Saskatoon) foram plantadas no Ano 5

) Chuvas pesadas e inundagdo resultaram na perda completa da
prova de Moonlake, e duas replicadas da localizagdo de AAFC Saskatoon e :
plataforma de plantas inaceitaveis na localizagéo de Rosthern resultaram em
dados daquele sitio sendo descartados. Tem'peraturés abaixo da média foram

experimentadas no Ano 5.
Foram feitas avahagoes agronOmicas sobre Dias para Florir (DTF)

'Dias para Maturidade (DTM), Altura (HGT), e Lodging (LDG). Os lotes foram

colhidos usando equipamento de colheita de pequeno lote. A produgao foi de-

terminada medindo a quantidade de semente colhida de cada lote e expressan-

do isto em uma base de quilogramas por hectare. Os parametros de qualidade
da semente (Oleo DM, Proteina DM, Glucosinolatos Totais, %NDFdm,
%ADFdm, %ADLdm, Clorofila) foram medidos usando NIR pelos laboratérios
de quimica analitica das organizagdes respectivas. O conteudo de proteina ex-
pressado em uma base de farinha grossa livre de 6leo (% de DM de Proteina
de farinha grossa) foi calculado. O indice de Brancura (W) foi medido por A-
AFC sobre amostras da localizagéo de AAFC Saskatoon usando o Instrumento
Analitico Hunter (Hunter Analytical Instrument). A composigéo de acidos graxos

foi determmada por cromatografia gasosa, usando analise de éster metilico de

acido grax. Acidos graxos individuais séo reportados como uma percentagem
do perfil total e total de saturados calculados adicionando todos os acidos gra-
x0s saturados.

Dados confirmaram que linhagens com a combihagéo de Um perfil
de acido graxo desejado similar as variedades de teste Nexera e nivel reduzido
de fibras similar as testes de canola de semente amarela foram desenvolvidas
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das sementeiras no Ano 4. Os dados agronémicos adicionais sobre maturidade, |
altura, e lodging bem como a produgéo de sementes revela que varias dsa li-
nhagens DH desenvolvidas' sao competitivas com padrées da industria e varie-
dades de teste Nexera. Vide as Tabelas 19 € 20.

As produgdes obtidas, conforme reportado nas Tabelas 19 e 20,

sdo especialmente dignos de nota.
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Exemplo 10 - Estudo Adicional de Alimentagao
Sete das linhagés DH de maior produgé@o bem como testes de se-

mentes amarelas e pretas, observadas nas provas de produgéo replicada do

Ano 5, foram selecionadas para uso em provas de alimentagéo de aves domés-

ticas para avaliar a digestibilidade de aminoacidos e o teor de energia de fari-

nha grossa de linhagens de semente amarela de menor teor de fibras em com-
paragdo com linhagens de canola de semente amarela e preta. Mil e quinhentos
gramas de semente de cada linhagem selecionada para alimentacéo, colhida
da primeira replicata das provas de pfodug:éo de DAS Saskatoon do Ano 5 foi
prensado a frio, usando uma prensa de rosca continua (Komet, tipo CA59; IBG |
Monforts Ockotec Gmbttt&Co Alemanha), e foi extraido hexano. A extracéo de
hexano foi obtida submergindo os sdlidos remanescéntes em hexano dentro de
vaso selado em temperatura ambiente por 16 horas. Depois do periodo de con-

tacto a massa do hexano foi decantada da amostra e a amostra foi colocada‘

“dentro de um funil grande revestido com um papel-toalha para permitir que o -

~ solvente remanescente seja drenado. As amostras foram deixadas para evapo-

rar por 1 dia em uma panela rasa em uma coifa de modo que o hexano foi re-
movido. Orteor de 6leo residual foi determinado sobre subambstras de 3 gra-
mas usando um GoldfischExtractor com hexano como um solvente (modelo
22166B, Labconco Corp.; Kansas City, Missouri, 64132, U.S.A.), comparando o
peso da amostra antes & depois de extragéo do solvente. O contetdo de umi-
dade residuél foi determinado pesando subamostras de 1 grama de farinha
grossa antes e depois de secagem com ar forgado a 130 graus Celsius por 2
horas. _ ,
Amostras de farinha grossa de canola trituradas foram testadeis pa-
ra teor de energia metabolizavel verdadeira (TME,) e digestibilidade de amino-
acidos (AA) em aves domésticas. As técnicas sendo empregadas para medir
TME, e a digestibilidade de AA se baseiam na técnica da ahélise de regressao.
Este método de bioensaio foi primeiro descrito por Sibbald (1976) para uso na
medi¢do da energia metabolizavel verdadeira em materiais alimentares, e adi-
cionalmente adaptado para calcular a energia retida na ave como nitrogénio
(Sibbald, 1979). O método usado para este estudo para medir tanto a TME,
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quanto a digestibilidade de aminoacidos é descrito por Parsons et al. (1997).
Depois de um periodo de 24 horas sem alimentag&o, as aves recebem porgoes
de 30 gramas da dieta de teste através de intubagéo do papo, enquanto aves
adicionais foram privadas de ragdo durante todo o periodo experimental para
medir a excregdo endégena de matéria seca, energia, nitrogénio e aminoaci-
dos. Uma bandeja plastica foi colocada sob a gaiola de cada ave, e 0 excreta
foi coletado quantitativamente por 48 horas depois de{intubagéo. As amostras‘

“de excreta foram em seguida liofilizadas, pesadas, e trituradas para passar a-

través de uma peneira de malha 60. A energia bruta, nitrogénio, e concentra-

¢bes de aminoacido foram em seguida determinadas em no minimo duas repli-

catas de cada amostra individual de excreta. As digestibilidades verdadeiras de

aminodacidos sdo calculadas de acordo com o método descrito por Sibbald

(1979), e a TME, pelo método de Parsons et al. (1982). A TME;, foi corrigida

para 0% de 6leo usando uma conversao que 1% de dleo contribui 80 Kcal de
energia mas desloca 25 Kcal de energia de proteina, portanto cada 1% de 6leo
residual adiciona 55 Kcal de energia nao proteina. o

Os resultados so proporcionados nas Tabelas 21 e 22.
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Tabela 22. Energia Metabolizavel Verdadeira Média de farinha grossa de ca-
nola corrigida para 0% de teor de dleo

~ Linhagem TMEn Média Livre de Oleo
YN97262 2650
DN041593 2638
Nex 822 CL | . 2580
DN041279 2573
DN041506 2482
~ DN041510 - A 2471
DN041495 | 2459
DN041537 2425
'YNO1429 2424
DNO041667 | 2414
46A65 - 2248
Q2 | 2230
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REIVINDICAGOES

1. Planta de canola, caracterizada pelo fato de que produz semen-
tes revestidas de amarelo tendo, em média, no minimo 68% de acido oléico
(C18:1) e menos de 3% de acido linolénico (C18:3). 7

2. Planta de acordo com a reivindicagado 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes tém fibra de detergente acida abaixo de 11% con-
forme determinado por NIR em uma base de massa a seco.

3. Planta de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes compreendem no minimo 43% de 6leo.

4. Planta de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes compreendem no minimo 45% de proteina.

5. Planta de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes compreendem no minimo 43% de dleo e no mi-
nimo 45% de proteina em uma base de massa seca determinada usando NIR.

6. Planta de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato
de que a referida planta foi produzida sem engenharia genética e sem mutagé-
nese.

7. Planta de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes tém componentes antinutricionais reduzidos.

8. Planta de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizada pelo fato
de que as referidas sementes tém um teor de fitato de menos de 1,3%, um teor
de lignina detergente acida de menos de 2%, e um teor de fibra detergente neu-
tra de menos de 17%.

9. Planta cultivada, caracterizada pelo fato de que é a partir da se-
mente como definida na reivindicagao 2.

10. Planta da progénie de acordo com a reivindicagéo 9, caracteri-
zada pelo fato de que a referida planta da progénie produz sementes revestidas
de amarelo tendo, em média, no minimo 68% de acido oléico (C18:1) e menos
de 3% de acido linolénico (C18:3).

11. Campo de plantas como definidas na reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que as referidas plantas produzem uma média de no minimo

1700 quilogramas de semente por hectare.
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12. Semente, caracterizada pelo fato de que é produzida pela plan-
ta de canola como definida na reivindicacao 1.

13. Semente produzida pela planta de canola como definida na rei-
vindicagéo 1, caracterizada pelo fato de que a referida semente esta disponivel
sob um nimero de depésito ATCC selecionado entre PTA-6806 e PTA-6807.

14. Ragao animal, caracterizada pelo fato de que compreende fari-
nha de sementes como definidas na reivindicagéo 12.

15. Farinha de canola, caracterizada pelo fato de que é produzida a
partir de sementes como definidas na reivindicagéo 1.

16. Farinha de canola de acordo com a reivindicagao 15, caracteri-
zada pelo fato de que a referida farinha tem uma energia metabolizavel verda-
deira média de no minimo 2400.

17. Farinha de canola de acordo com a reivindicagdo 15, caracteri-
zada pelo fato de que a referida farinha tem um perfil de digestibilidade por a-
minoacidos mostrado na Tabela 21.

18. Farinha de canola de acordo com a reivindicagao 15, caracteri-
zada pelo fato de que a referida farinha compreende entre 47% a 54,7% de pro-
teina.

19. Farinha de canola de acordo com a reivindicagéo 15, caracteri-
zada pelo fato de que a referida farinha compreende entre 43,6% a 48% de pro-
teina.

20. Farinha de canola de acordo com a reivindicagédo 15, caracteri-
zada pelo fato de que a referida farinha compreende entre 46,4% a 52,8% de
proteina.

21. Farinha de canola de acordo com a reivindicagéo 15, caracteri-

zada pelo fato de que a referida farinha compreende entre 47% a 50,3% de pro-

teina.
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RESUMO |
Patente de Invengio: "SEMENTES DE CANOLA AMARELA DE BAIXO TEOR
DE FIBRAS COMPREENDENDO ALTO TEOR OLEICO, BAIXO TEOR DE

OLEO LINOLENICO".

A presente invengdo refere-se a canola de semente amarela, de

baixo teor de fibras, e farinha grossa de canolae racao animal relacionadas. O.

6leo produzido a partir desta semente tem no minimo 68% de acido oléico e
nao mais de 3% de &acido linolénico, relativamente aos acidos graxos totais no
éleo. .'_Também sdo proporcionadas linhagens de canola especificas apresen-
tando estas caracteristicas. Até 0 momento néo foi proporcionada semente de . -
canola ofe recéndo as vantagens combinadas de excelente dleo junto com fari-'

nha grossa de alta qualidade.
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