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COMPOSICOES DE RACAO ANIMAL E METODOS DE USO MELHBROS

DECLARACAO DIZENDO RESPEITO A

SUBMISSAO ELETRONICA DE UMA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0001] Uma Listagem de Sequéncias no formato de

texto ASCII, submetida sob o titulo 37 do CFR § 1.8
intitulada "81471-US-L-ORG-NAT-1", de tamanho 15.17

gerada em 8 de outubro de 2018 e depositada através

WEB é proporcionada em vez de uma coépia em papel. E
Listagem de Sequéncias é deste modo incorporada por

referéncia no relatério descritivo pelas suas revel

INFORMAQAO DE PEDIDO RELACIONADO
[0002] Este pedido reivindica o beneficio do
Pedido Provisorio de Patente dos Estados Unidos n
62/571.378, depositado a 12 de outubro, 2017, a div

do qual é incorporada por referéncia aqui na sua to

CAMPO DA INVENCAO
[0003] A presente invencdo refere-se
composic¢des de racao animal e métodos de uso das me
melhorar o desempenho de animais e/ou a eficacia da

utilizacao da racgéao.

ANTECEDENTES DA INVENQAO
[0004] As racoes animais podem
classificadas em dois grupos: (1) concentrados ou r
compostas e (2) forragens. Os concentrados ou racbe
compostas sdo ricos em valor energético, incluindo

graos de cereais e seus subprodutos (cevada, milho,
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centeio, trigo), farinhas ou bolos oleosos ricos em proteina
(soja, canola, semente de algodédo, amendoim e simil ares), e
subprodutos do processamento de beterrabas-sacarina s, cana-
de-acucar, animais e peixe, que podem ser produzido snaforma
de péletes ou migalhas. Os concentrados ou rac¢des ¢ ompostas
podem ser completos na medida em que conseguem prop orcionar
todas as necessidades alimentares requeridas diaria S ou
podem proporcionar uma parte da racdo, suplementand 0
gualgquer outra coisa que possa ser proporcionado co mo uma
racdo alimentar. A forragem inclui pastagens, fenos :
silagens, culturas de raizes, palheta e palha (hast es de
milho).

[0005] A racdo constitui 0 maior custo da
criacao de animais para producao alimentar. Assim, apresente
invencdao esta dirigida a composi¢cdes e métodos para melhoria
do desempenho de animais e/ou da eficacia de utiliz acao de
racao animal, reduzindo deste modo o custo de produ cao.
SUMARIO DA INVENCAO

[0006] Um aspecto da presente invencao
proporciona uma composicao de ragcdo animal compreen dendo o-
amilase microbiana. Em alguns aspectos, a o-amilase
microbiana compreende um polipeptideo tendo pelo me nos cerca
de 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:1 ou um polipeptideo codificado por uma sequé ncia de
nucleotideos tendo pelo menos cerca de 80% de ident idade com
a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5.

[0007] Outro aspecto da presente invencao
proporciona uma composicdo de racdo animal compreen dendo
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material vegetal, em que o material vegetal compree nde uma
o-amilase heteréloga expressa. Em algumas modalidade S
particulares, a o-amilase heterdloga expressa é codificada

por uma sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos cerca de
80% de identidade com a sequéncia de nucleotideos d e SEQ ID
NO:2,SEQID NO:3, SEQID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 ou compreende
um polipeptideo tendo pelo menos cerca de 80% de id entidade

com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

[0008] A presente invencao proporciona
adicionalmente uma composicao de racdo animal compr eendendo
material vegetal de uma planta ou parte de plantat ransgénica

compreendendo uma  o-amilase recombinante codificada por uma

sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos cerca de 80% de
identidade com a sequéncia de nucleotideos de SEQ | D NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 ou compre endendo
um polipeptideo tendo pelo menos cerca de 80% de id entidade

com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

[0009] Em outros aspectos, a presente invencao
proporciona uma racdo de milho compreendendo materi al
vegetal de uma planta ou parte de plantade milho't ransgénica
estavelmente transformada com uma o-amilase recombinante
codificada poruma sequénciade nucleotideostendo pelomenos
cerca de 80% de identidade com a sequéncia de nucle otideos
de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ | D NO:5.
Aspectos adicionais da invengao proporcionam uma co mposicao
de racdo animal compreendendo a racao de milho da i nvencgao.

[0010] Ainvencgdo também abrange uma silagem de
mais que compreende material vegetal de mais transg énica que
compreende um polinucleotideo que codifica uma o-amilase
recombinante (conforme descrito no presente documen to).
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[0011] Um aspecto adicional da invencao
proporciona um método de aumento do ganho de peso d iario
médio de um animal, compreendendo alimentag&o do an imal com

uma composicdo de racdo animal da presente invencéo ,

opcionalmente em que o ganho de peso diario médio d o animal
€ aumentado em cerca de 0,05 Ibs/dia a cerca de 10 Ibs/dia.
Opcionalmente, o animal é um animal criada para con sumo, por
exemplo, gado de corte. Em modalidades o gato de co rte é um
animal em confinamento. Em modalidade, o animal é b ezerro de
corte em desenvolvimento ( por exemplo , um animal de
recria/cria).

[0012] Um aspecto adicional da invencao
proporciona um método de aumento da taxa de crescim ento
(ganho de peso) de um animal, compreendendo a alime ntacéo do
animal com uma composicdo de racdo animal da presen te
invencdo, em que a taxa de crescimento é aumentada em cerca
de 0,05 Ib/dia a cerca de 10 Ibs/dia. Opcionalment e, 0
animal € um animal criada para consumo, por exemplo , gado de
corte. Em modalidades o gato de corte € um animal e m
confinamento. Em modalidade, o animal é bezerro de corte em

desenvolvimento ( por exemplo , um animal de recria/cria).

[0013] Um aspecto ainda adicional da invencéao
proporciona um meétodo para reducdo do numero de dia S
necessarios para alcancar um peso desejado em um an imal,
compreendendo a alimentagao do animal com uma compo sicdo de
ragdo animal da presente invencédo, reduzindo deste modo o
namero de dias necessarios para alcancar um peso de sejado.

[0014] Em outros aspectos, € proporcionado um
meétodo de aumento da eficacia de utilizacao de raca O por um
animal, sendo que o método compreende a alimentacao doanimal
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com uma composicao de racdo animal da presente inve ngcéo em
uma quantidade eficaz para aumentar a eficacia de u tilizagao

de racdo ( por exemplo , para producdo de carne, leite, ovo

e/ou 1) pelo animal. Opcionalmente, o animal € um animal

criada para consumo, por exemplo, gado de corte. Em

modalidades o gado de corte € um animal em confinam ento. Em

modalidade, o animal € bezerro de corte em desenvol vimento
(por exemplo , um animal de recria/cria). Em modalidades, o

animal é um animal produtor de leite.

[0015] A invencdo contempla, ainda, um método
para aumentar a quantidade ( por exemplo , conforme
determinada em peso e/ou volume) de leite produzido por um
animal produtor de leite, sendo que o método compre ende a
alimentacédo do animal produtor de leite com uma com posicéo
de racdo animal da invencdo em uma quantidade efica Z para
aumentar aquantidade de leite produzido peloanima | produtor
de leite. Em modalidade, o animal produtor de leite € uma

vaca leiteira ou uma cabra leiteira.

[0016] Em aspectos adicionais, a invencao
fornece um método para aumentar a eficacia de utili zacao de
racdo para a producéo de leite por um animal produt or de
leite, sendo que 0 método compreende a alimentacao doanimal,
em uma quantidade eficaz para aumentar a eficacia d e
utilizacao de racdo pelo animal produtor de leite, com uma

composicao de ragado animal da invengéo.

[0017] O acima mencionado e outros aspectos da
presente invengao serao agora descritos em mais det alhe no
que diz respeito a outras modalidades descritas aqu i. Deve
serapreciado que ainvencéo pode serrealizada de diferentes

formas e nao deve ser interpretada como Ilimitada as
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modalidades apresentadas aqui. Ao invés, estas moda lidades
sao proporcionadas tal que esta divulgacao seja min uciosa e
completa, e irdo transmitir totalmente o escopo da invencao

agueles peritos na técnica.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0018] A Figura 1 é um grafico de barras que
mostra caracteristicas da silagem de racdo Enogen® em
comparacao com a silagem de milho, que ndo contém u m trago
de alfa-amilase. O amido total (“amido”), o amido d e
particulas pequenas (pode se difundir através de um poro de
50 uM) e a digestibilidade de amido 7 horas in situ no ramen
("isSD7"; desaparecimento de amido durante 7 horas no ramen)

foram determinados por quimica analitica.

[0019] A Figura 2 é um grafico de barras que

mostra caracteristicas de acucar da silagem de raca o Enogen®
em comparacao com a silagem de milho, que ndo conté mum traco
de alfa-amilase. Carboidratos sollveis em etanol (" acucar
ESC") representam carboidratos que podem ser solubi lizados
e extraidos em etanol a 80%. Carboidratos solaveis em agua
("acucar WSC") sdo carboidratos que podem ser solub ilizados

e extraidos em agua. Acucar ESC e acucar WSC foram, ambos,

determinados por espectroscopia de refletancia no
infravermelho proximal (NIR). O total de acucares f oi medido
com 0 uso de gquimica analitica e reflete a soma de glicose

total, frutose, lactose, sacarose e manitol.

[0020] A Figura 3 é um grafico que mostra a
digestibilidade de fibras de detergente neutro (NDF d) da
silagem de racdo Enogen® em comparacdo com a silage m de
milho, que ndo contém um traco de alfa-amilase. NDF d foi
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avaliada por NIR a partir de um periodo de tempo de 30 a 240
horas. As diferencgas foram significativamente difer entes em

todos os pontos no tempo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[0021] Anao serque o contextoindique de outro
modo € especificamente pretendido que as varias
caracteristicas da invencao descrita aqui possam se r usadas

em qualquer combinacéo.

[0022] Além do mais, a presente invencao
contempla também que, em algumas modalidades da inv encao,
qualquer caracteristica ou combinacdo de caracteris ticas
apresentada aqui possa ser excluida ou omitida. Par a
llustrar, se a especificacdo afirma que uma composi céo

compreende o0s componentes A, B e C, se pretende
especificamente que qualquer um de A, B ou C, ou um a sua
combinacéo, possa ser omitido e negado singularment e ou em

qualquer combinacéao.

[0023] A nado ser que de outro modo definido,
todos os termos técnicos e cientificos usados aqui tém o
mesmo significado como comumente entendido por um p erito na
técnica a qual esta invencao pertence. A terminolog ia usada
na descricdo da invencéo aqui € para o propdsito so mente de
descricdo de modalidades particulares e ndo se dest ina aser

limitante da invencao.

[0024] Como usado na descricdo da invengao e
nas reivindicacdes anexas, as formas singulares "um ", "uma”
e "o/a" se destinam aincluir as formas singulares e plurais,
a nao ser que o contexto claramente indique de outr 0 modo.
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[0025] Como usado aqui, "e/ou" se refere a e
engloba todas e quaisquer combinacdes possiveis de um ou
mais dos itens listados associados, bem como a falt a de
combinac¢fes quando interpretados na alternativa ("o u").

[0026] O termo "cerca de", como usado aqui
qguando se refere a um valor mensuravel tal como uma dosagem,
uma quantidade ou periodo de tempo e similares, se destina
a englobar variacdes de +20%, +10%, +5%, +1%, =0,5%,ou

mesmo = 0,1% da quantidade especificada (por exemplo, uma

guantidade de peso ganho ou rac&o proporcionada).

[0027] Como usadas aqui, frases tais como
"entre Xe Y"e"entre cercade Xe Y"devemserin terpretadas
como incluindo X e Y. Como usadas aqui, frases tais como
"entre cerca de X e Y" significam "entre cerca de X e cerca
de Y". Como usadas aqui, frases tais como "de cerca de X a

Y" significam "de cerca de X a cerca de Y".

[0028] Os termos "compreendem”, "compreende” e
"compreendendo”, como usados aqui, especificam a pr esencade
caracteristicas, nuameros inteiros, passos, operacoe S,
elementos, e/ou componentes apresentados, mas nao e xcluem a

presenca ou adicdo de uma ou mais de outras suas
caracteristicas, numeros inteiros, passos, operacoe S,

elementos, componentes e/ou seus grupos.

[0029] Como usada aqui, a frase de transicao
"consistindo essencialmente em" significa que 0 esc opo de
uma reivindicagédo deve ser interpretado como englob ando os
materiais ou etapas especificados recitados nareiv indicacao

e agueles que nao afetam materialmente a(s)
caracteristica(s) basica(s) e nova(s) da invencao

reivindicada. Assim, o termo "consistindo essencial mente

Peticdo 870200044743, de 08/04/2020, pag. 29/193



9/161

em", quando usado em uma reivindicagéo desta inveng ao, nao
se destina a ser interpretado como sendo equivalent e a
"compreendendo”.

[0030] A presente invencdo refere-se a
composicoes e métodos para melhorar o desempenho do animal
(por exemplo , aumentar a eficacia de utilizacdo de racéo
animal, aumento do ganho de peso em animais criados para o
consumo, aumento da producéo de leite em animais pr odutores
de leite, aumento da producdo de ovos em aves e/ou aumento
da producéao de 1a e pelos em animais criados devido asuala
ou pelos), reduzindo, assim, os custos de producao. Os
presentes inventores constataram surpreendentemente que
animais alimentados com uma composicao de racéo ani mal que
compreende «-amilase microbiana pode ter um aumento no ganho
de peso diario médio ou na taxa de crescimento, um aumento
na producao de leite, um aumento na eficacia de uti lizacao
de racdo, um aumento na producdo de ovos, um aument 0 ha
producdo de |& e pelos e/ou uma redugcdo no numero d e dias
necessarios para alcangar um peso desejado em compa racao com
animais nao alimentados com a composigao de ragéo a nimal.

[0031] Conformemente, em um aspecto da
invencdo, € proporcionada uma composicdo de racdo a nimal
compreendendo «o-amilase microbiana. Em aspectos adicionais
da invencdo, a o-amilase  microbiana compreende um
polipeptideo tendo pelo menos 80% de identidade com a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 ou um polip eptideo
codificado poruma sequéncia de nucleotideostendo pelo menos
80% de identidade com a sequéncia de nucleotideos d e SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5. Em algumas

modalidades, a o-amilase € um liquido. Assim, em algumas
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modalidades da invencdo, uma composi¢cédo de ragao an

invencédo pode ser um suplemento que compreende uma

microbiana liquida que pode ser adicionada a racdo

proporcionada a um animal.

[0032] Em outro aspecto, a presente invencao

proporciona uma composicdo de racdo animal compreen

material vegetal, em que o material vegetal compree

o-amilase recombinante expressa. Em algumas modalida

particulares, a o-amilase recombinante expressa € codificada

por uma sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos
80% de identidade com a sequéncia de nucleotideos d
NO:2, SEQID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 ou
um polipeptideo tendo pelo menos cerca de 80% de id

com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. Assi

modalidades adicionais, a invencéo proporciona

adicionalmente uma composicao de racédo animal compr

material vegetal de uma planta ou parte de plantat

compreendendo uma  o-amilase recombinante codificada por uma

sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos cerca de
identidade com a sequéncia de nucleotideos de SEQ |
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 ou compre
um polipeptideo tendo pelo menos cerca de 80% de id

com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

[0033] Em modalidades particulares, a planta ou

parte de planta transgénica pode compreender cerca

cerca de 100% em peso do material vegetal. Assim, p
exemplo, a planta ou parte de planta transgénica po
compreender cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%
10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 2
22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 3
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34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 4 4%, 45%,
46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 5 6%, 57%,
58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 6 8%, 69%,
70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 8 0%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 9 2%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%em peso do materi al
vegetal, e similares, ou qualquer gama intermédia. Assim, em
algumas modalidades, o material vegetal pode compre ender um
ou mais tipos diferentes de plantas. Assim, por exe mplo, o

material vegetal pode ser de uma planta na qual o-amilase

recombinante ou heterdloga (por exemplo, microbiana ) é

expressa. Em outras modalidades, o material vegetal

compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em
material de uma planta na qual o-amilase recombinante ou
heteréloga (por exemplo, microbiana) € expressa e m aterial
de uma planta ndo expressando a o-amilase recombinante ou
heteréloga (por exemplo, uma planta de commodity ). Assim, em
algumas modalidades, quando o material vegetal comp reende
material de uma planta na qual o-amilase recombinante ou
heteréloga (por exemplo, microbiana) € expressa e m aterial
de uma planta ndo expressando a o-amilase recombinante ou
heteréloga (porexemplo, umaplantade commodity ), o material

de uma planta na qual o-amilase recombinante ou heteréloga

(por exemplo, microbiana) € expressa pode compreend er de
cerca de 1% a cerca de 99% em peso do material vege tale o
material de uma planta ndo expressando a o-amilase
recombinante ou heterdloga pode compreender de cerc a de 99%

a cerca de 1% em peso do material vegetal.
[0034] Em modalidades adicionais, o material

vegetal pode compreender de cerca de 5% a cerca de 100% em
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peso da composi¢ao de racdo animal. Assim, por exem
material vegetal pode compreender cerca de 5%, 6%,
9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19
21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 3
33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 4
45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 5
57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 6
69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 7
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 9
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% em peso da
de racdo animal, e similares, e/ou qualguer gama in
[0035]
qualquer forma que seja util com esta invencdo. Ass
algumas modalidades, a forma da rac&o animal pode s
nao esta limitada a, péletes, grao incluindo umou
de gréo misturado (isto €, grdo misto), uma mistura
e péletes, silagem, miolo inteiro, floculado a vapo
laminado a seco, graos grosseiramente rachados (por
milho grosseiramente rachado), milho com elevada um
e/ou qualquer suacombinacdo. Emalgumas modalidade
animal pode compreender outros componentes, incluin
nado se limitando a grdos grosseiramente rachados, g
umidos destilados, graos secos destilados, silagem
suplementos/suplementos liquidos, racao de glaten d
e/ou feno triturado.
[0036] Como usado aqui, o termo
vegetal" inclui qualquer parte de planta, incluindo
se limitando a endosperma, embrides (gérmen), peric

(revestimento de farelo), pediculo (tampa da ponta)

ovulos, sementes (grdo), folhas, flores, ramos, cau
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fruto, grados, espigas, sabugos, cascas, hastes, rai
pontas de raizes, anteras, células vegetais incluin
células vegetais que estdo intactas em plantas e/ou

de plantas, protoplastos vegetais, tecidos vegetais
culturas de células de tecidos vegetais, calos vege
tufos vegetais, e similares. Adicionalmente, como u
aqui, "célula vegetal" se refere a uma unidade estr
fisiol6gica da planta, que compreende uma parede ce
pode também se referir a um protoplasto. Uma célula

da invencéo pode estar na forma de uma unica célula

ou pode ser uma ceélula cultivada ou pode ser uma pa
uma unidade de organizacao superior tal como, por e

um tecido vegetal ou um 6rgao vegetal. Um “protopla
uma célula de planta isolada sem uma parede celular
somente com partes da parede celular. Assim, em alg
modalidades da invencdo, uma planta ou parte de pla
transgénica compreendendo uma o-amilase
codificada por uma sequéncia de nucleotideos da inv
compreende uma célula compreendendo a
codificada por uma sequéncia de nucleotideos da inv
qgue a célula é uma célula de qualquer planta ou par
plantaincluindo, mas néo se limitando a, uma célul

uma célula da folha, uma célula da cultura de tecid
célula da semente, uma célula da flor, uma célula d
uma célula do pélen e similares.
representativas, o material vegetal pode ser uma se

grao.

[0037] O material vegetal pode ser de qualquer

planta. Em algumas modalidades, o material vegetal

planta na qual
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exemplo, microbiana) pode ser expressa. Adicionalme nte, como
discutido aqui, em outras modalidades, o material v egetal
pode ser uma mistura de material vegetal de uma pla nta na

qual o-amilase recombinante ou heteréloga (por exemplo,
microbiana) é expressa e de uma planta ndo expressa ndoa o-
amilase recombinante ou heterdloga (por exemplo, um a planta

de commodity ). Assim, em modalidades representativas, o

material vegetal pode ser uma mistura de material v egetal
“de commodity ” normal (por exemplo, milho de commodity ) e
material vegetal de uma planta transgénica da prese nte
invencao expressando o-amilase recombinante ou heterdloga.

[0038] Assim, em algumas modalidades, o
material vegetal pode ser de uma planta de milho, uma planta
de sorgo, uma planta de trigo, uma planta de cevada , uma
planta de centeio, uma planta de aveia, uma planta de arroz,
e/ou uma planta de milheto. Em modalidades represen tativas,
o material vegetal pode ser de uma planta de milho. Em outras
modalidades, o material vegetal pode ser uma sement e, miolo
ou grao de uma planta de milho. Em modalidades, o m aterial
vegetal pode ser de uma planta de milho que express a uma
alfa-amilase termoestavel, por exemplo, alfa-amilas e 797GL3
ou D45. A alfa-amilase 797GL3 € decrita na publica¢ ao de

patente U.S. n 2 US2010/0240082 (como SEQ ID NO: 1) e em
Richardson et al., (2002) J. Biol. Chem. 277 26.501 a
26.507. A alfa-amilase D45 foi descrita na publicag ao de
patente n ©° US2010/0240082 (como SEQ ID NO: 2) e por
Atichokudomchai et al. (2006) Carbohydrate Polymers 64:582
a 588. Em modalidades especificas, o material vegetal pode

ser de uma planta de milho compreendendo o evento d e milho

3272 ( ver ,Patente dos E.U.A. n 08.093.453). Em modalidades,
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a alfa-amilase ndo € uma amilase termoestavel. Em
modalidades, a alfa-amilase pode tolerar uma ampla faixa de
pH ( por exemplo , é ativa através de uma ampla faixa de pH,

incluindo pH acido). Em modalidades representativas ,aracao
animal é wuma silagem de milho que compreende um

polinucleotideo que codifica uma alfa-amilase que ¢é

termoestavel e/ou é ativa em uma ampla faixa de val ores de
pH, por exemplo alfa-amilase 797GL3 e/ou D45. Sem o desejo
de se vincular a qualquer teoria especifica da inve ng¢ao, o
processo de triturar material vegetal de milho ante s de

ensilagem pode ativar uma enzima  termoestavel.
Adicionalmente, uma alfa-amilase que € ativa em uma ampla

faixa de pH ( por exemplo , inclusive na faixa acida) pode ser

vantajoso na producéo de silagem, visto que o pH do material
vegetal diminuira a medida que a fermentacao progri de.

[0039] Quando o material vegetal € uma silagem
(por exemplo , uma silagem de milho), a silagem pode
opcionalmente ser fermentada na presenca de um inoc ulante
microbiano e/ou estabilizante quimico. Sabe-se na t écnica
gue um inoculante, tal como bactérias formadoras de acido
lactico e/ou um estabilizante quimico pode aumentar a
estabilidade aerdbica da silagem e, assim, reduzir a
deterioracdo. Exemplos de inoculantes adequados inc luem, sem

limitacdo, bactérias formadoras de  &cido lactico

homofermentativas e/ou heterofermentativas, tais co mo:
Lactobacillus spp.( porexemplo , L.buchneri , L.plantarum ,
L. casei, L. brevis e/ou L. acidophilus ), Pediococcus  spp.
(por exemplo P. pentosaceus elou P. acidilactici ),
Lactococcus  spp. Enterococcus  spp( porexemplo , E.faecium ),
Streptococcus spp. e/ou Leuconostoc  spp. Um inoculante
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comercialmente disponivel, designado LB500, esta di sponivel
junto a Lallemand Animal Nutrition. Estabilizantes quimicos
incluem, sem limitacdo, acidos organicos e/ou miner ais ( por
exemplo , acido acético, acido férmico, acido butirico, aci do
lactico, acido propidnico, acidos graxos volateis, acido

sulfirico e/ou &cido cloridrico), cloreto de sddio,

bicarbonato de sbdio, sacarose e/ou ureia, e semelh antes.
Assim, em modalidades, a silagem compreende um inoc ulante
microbiano e/ou estabilizante quimico. Adicionalmen te, sabe-
se na técnica que o processamento de miolo ( por exemplo,
milho quebrado) antes da ensilagem aumenta o valor nutritivo
da silagem de milho. Entretanto, o processamento de miolo
pode retardar a taxa de colheita/ensilagem e consom e energia

e, assim, podem incorrer despesas adicionais. Em

modalidades, a silagem de milho da invencéo ( por exemplo
preparada a partir de uma planta de milho transgéni ca que
expressa alfa-amilase) pode alcancar valor nutritiv o igual
ou menor que a silagem de milho convencional (sem a Ifa-
amilase exdgena) e/ou pode suportar nivel igual ou melhor de

desempenho do animal ( por exemplo , producdo de leite,

producao de carne e semelhantes) sem processamento de miolo
ou processamento reduzido de miolo que a silagem de milho
convencional. Assim, em modalidades, a silagem de m ilho da
invencdo é produzida a partir de plantas de milho s em ou
essencialmente sem processamento de miolo ou proces samento
reduzido de miolo do que é convencionalmente usado na
industria. Em modalidades, os miolos sao processado s de modo
a serem maiores que cerca de 2 mm ( por exemplo , pelo menos

3 mm ou maior, 4 mm ou maior, 5 mm ou maior, 6 mm o u maior,
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7 mm ou maior, 8 mm ou maior, 9 mm ou maior, 10 mm
e semelhantes).
[0040] Em algumas modalidades, a
fornece uma "racdo mista total" que compreende a ra
animal. Em modalidades, a racdo mista total compree
racdo animal que compreende material vegetal de uma
transgénica ( por exemplo
parte de planta estavelmente transformada com uma
recombinante, opcionalmente codificada por uma sequ
nucleotideos que tem cerca de 80% de identidade com
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO
ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 e/ou que compreende um pol
gue tem pelo menos cerca de 80% de identidade com a
de aminoéacidos de SEQ ID NO:1. Conforme usado no pr
documento, "ragdo mista total" refere-se a uma racga
combina todos os alimentos para animais (
fibora alimentar/forragem, proteinas, minerais, vita
e/ou aditivos de racao e semelhantes) em uma racao
formulada para uma concentrag&o de nutrientes espec
uma unica mistura de alimentos, frequentemente calc
base nas necessidades nutricionais em 24 horas para
individual. Em modalidades, a racao mista total inc
exemplo, grao de milho (por exemplo, miolos de milh
grosseiramente quebrado e semelhantes), suplementos
aditivos, (por exemplo, vitaminas e minerais) e/ou
alimentares" (por exemplo, gramineas de pastagem, f
silagem, culturas de raizes, palha e restolho (caul
milho)). Em modalidades, o componente de grao de mi

exemplo , grédo de milho) e/ou fibra alimentar (

silagem de milho) € proveniente de material vegetal
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transgénico ( por exemplo , material vegetal de milho
transgénico) e compreende um polinucleotideo que co difica a
alfa-amilase.

[0041] Em algumas modalidades, o material
vegetal de uma planta de milho transgénica ou parte de planta

( porexemplo
de cerca de 1% a cerca de 100% em peso com base na
seca da racdo mista total. Assim, por exemplo, a pl
transgénica ou parte de planta pode compreender pel
cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 1
13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 2
25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 3
37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 4
49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 5
61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 7
73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 8
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 9
97%, 98%, 99%, ou até 100% em peso com base na maté
do material vegetal e semelhantes, e/ou qualquer fa
intermediaria.
[0042]
invencdo proporciona uma racdo de milho compreenden
material vegetal de uma planta ou parte de planta d
transgénica estavelmente transformada com uma
recombinante opcionalmente codificada por uma sequé
nucleotideostendo cercade 80% de identidade com a
de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
e/ou SEQ ID NO:5 e/ou compreendendo um polipeptideo
pelo menos cerca de 80% de identidade com a sequénc

aminoacidos de SEQ ID NO:1. Conforme usado no prese
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documento, "racao de milho" significa a tolerancia de milho
( porexemplo ,toleranciade milho de 24 horas) para um animal
individual.

[0043] Em algumas modalidades, o material
vegetal de uma planta de milho transgénica ou parte de planta
compreende de cerca de 1% a cerca de 100% em peso c om base
na matéria seca da racdo de milho. Assim, por exemp lo, a
planta transgénica ou parte de planta pode compreen der pelo
menos cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 2 2%, 23%,
24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 3 4%, 35%,
36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 4 6%, 47%,
48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 5 8%, 59%,
60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 7 0%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 8 2%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 9 4%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, ou até 100% em peso com base na materia
seca do material vegetal e semelhantes e/ou qualque r faixa
intermediaria.

[0044] Em outras modalidades é proporcionada
uma composicao de racao animal que compreende uma r acao de
milho da invenc&o. Em algumas modalidades, a racao de milho
pode compreender cerca de 5% a cerca de 100% em pes 0 com
base na matéria seca da composicdo de racdo animal. Assim,
por exemplo, a ragdo de milho pode compreender pelo menos
cerca de 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14 %, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 2 6%, 27%,
28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 3 8%, 39%,
40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 5 0%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 6 2%, 63%,
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64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 7 4%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 8 6%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 9 8%, 99%,
100% em peso com base na matéria seca da composicao de racao
animal e semelhantes, e/ou qualquer faixa intermedi aria. Em
modalidades representativas, a composi¢cdo de racao animal

compreende pelo menos cerca de 50%.

[0045] Em algumas modalidades, a racdo mista
total pode compreender racdo de glaten de milho umi da que
pode ser cerca de 10% a cerca de 40% em peso com ba se na
matéria seca da composicao de racdo animal. Em moda lidades
adicionais, a racdo mista total pode compreender ra céo de
gluten de milho imida que pode ser pelo menos cerca de 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 2 1%, 22%,
23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 3 3%, 34%,
35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, ou mais em peso com b ase na

matéria seca da composicao de racao animal.

[0046] Em outras modalidades, a racdo mista
total pode compreender gréos destilados modificados com
sollveis que podem ser cerca de 5% a cerca de 25% e m peso
com base na matéria seca da composi¢do de racdo ani mal. Em
modalidades adicionais, a racao mista total pode co mpreender
graos destilados modificados com solUveis que podem ser pelo
menos cerca de 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 1 3%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 2 5%, em
peso com base na matéria seca da composi¢éo de raca 0 animal.

[0047] Em modalidades adicionais, a ragao mista
total pode compreender gréos destilados Umidos com soluveis
que podem ser cerca de 5% a cerca de 25% em peso co m base ha
matéria seca da composicao de racdo animal. Em moda lidades
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adicionais, a ragcdo mista total pode compreender gr
destilados imidos com solUveis que podem ser pelom
de 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%
17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, em pes
base na matéria seca da composicdo de racdo animal.

[0048]
vegetal de milho transgénico que expressa a alfa-am
racdo total de grao de milho pode compreender todo
essencialmente todo o material vegetal de milho tra
gue expressa a alfa-amilase, ou apenas uma porcéo d
de grédo de milho pode ser proveniente de uma planta
transgénica que expressa a alfa-amilase,
menos cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 2
24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 3
36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 4
48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 5
60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 7
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 8
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 9
96%, 97%, 98%, ou 99% em peso com base na matéria s
racao de grao de milho é proveniente de uma planta
transgénica que compreende um polinucleotideo que ¢
a alfa-amilase. A porcao restante da racao de grao
pode ser proveniente de qualquer outra fonte adequa
incluindo, sem limitacéo, grao de milho convenciona
expressa uma alfa-amilase.

[0049] Em modalidades, a

alimentar/forragem com a qual o animal € alimentado

compreende uma silagem de milho. A racdo diaria de
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alimentar do animal pode compreender toda ou essenc ialmente
toda a silagem de material vegetal de milho transgé nico, ou
apenas uma por¢cao da ragdo de fibra alimentar pode ser
silagem de uma planta de milho transgénica que expr essa a
alfa-amilase, por exemplo , pelo menos cerca de 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15 %, 16%,
17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 2 7%, 28%,
29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 3 9%, 40%,
41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 5 1%, 52%,
53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 6 3%, 64%,
65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 7 5%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 8 7%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 u 99% em
peso com base na matéria seca da ragdo de fibra ali mentar €
silagem de uma planta de milho transgénica que comp reende um
polinucleotideo que codifica a alfa-amilase. A porg ao
restante do componente de fibra alimentar pode ser
proveniente de qualquer fonte adequada, incluindo, sem
limitagéo, silagem de milho convencional que nédo ex pressa
uma alfa-amilase, outras silagens convencionais ( por
exemplo , silagem de alfafa), graminea de pastagem e
semelhantes.

[0050] Em modalidades, pelo menos cerca de 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 2 5%, 26%,
27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 3 7%, 38%,
39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 4 9%, 50%,
51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 6 1%, 62%,
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 7 3%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 8 5%, 86%,
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87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 9 7%, 98%,
ou 99%, ou até 100% em peso com base na matéria sec a da
silagem de milho com a qual o animal é alimentado é

proveniente de uma planta de mais transgénica que ¢ ompreende

um polinucleotideo que codifica a alfa-amilase.

[0051] Acidos nucleicos ou proteinas diferentes

tendo homologia séo referidos aquicomo "homaologos" . Otermo
homologo inclui sequéncias homdlogas da mesma e out ras
espécies e sequéncias ortdlogas da mesma e outras e Spécies.
“Homologia" se refere ao nivel de similaridade entr e duas ou
mais sequéncias de &acidos nucleicos e/ou aminoacido s em
termos de percentagem de identidade posicional ( isto é
similaridade ou identidade de sequéncias). Homologi a se
refere também ao conceito de propriedades funcionai S
similares entre &acidos nucleicos ou proteinas difer entes.
Assim, as composicfes e métodos da invencdo compree ndem
adicionalmente homologos das sequéncias de nucleoti deos e
sequéncias de polipeptideos desta invencéo (por exe mplo, SEQ
IDNO:1, SEQID NO:2,SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5).
"Ortologo”, como usado aqui, se refere a sequéncias de
nucleotideos e/ou sequéncias de aminoacidos homolog as em
diferentes espécies que tém origem a partir de um g ene
ancestral comum durante especiacdo. Um homologo nes ta
invencdo tem uma identidade de sequéncia significat iva (por
exemplo, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86 %, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 9 8%, 99%,
e/ou 100%) com a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID N 0:3, SEQ

ID NO:4 ou SEQ ID NO:5.
[0052] Um homologo de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 pode ser utilizado
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com qualquer composi¢cdo de racdo ou método da inven céo,
sozinho ou em combinagdo com um outro e/ou com SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID N O:5.
[0053] Como usada aqui, ‘"identidade de
sequéncias” se refere a extensao a qual duas sequén cias de
polinucleotideos ou peptideos otimamente alinhadas sao
invariantes ao longo de uma janela de alinhamento d e
componentes, por exemplo, nucleotideos ou aminoacid 0s. A
"identidade" pode ser prontamente calculada por mét odos
conhecidos incluindo aqueles, mas nao se limitando aqueles,
descritos em: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M.,

ed.) Oxford University Press, Nova York (1988);

Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W.,
ed.) Academic Press, Nova York (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Part | (Griffin, A. M. e Griffin, H. G., eds.)

Humana Press, Nova Jersey (1994); Sequence Analysis in
Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press
(1987); e Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. e Devereux,

J., eds.) Stockton Press, Nova York (1991).

[0054] Como usado aqui, o termo "percentagem de
identidade de sequéncias” ou "percentagem de identi dade" se
refere a percentagem de nucleotideos idénticos em u ma
sequéncia de polinucleotideos linear de uma molécul a de
polinucleotideo de referéncia (" query ") (ou sua fita
complementar) em comparacdo com uma molécula de
polinucleotideo de teste ("objeto”) (ou sua fita
complementar) quando as duas sequéncias estdo otima mente
alinhadas. Em algumas modalidades, "percentagem de
identidade" pode referir-se a percentagem de aminoa cidos

idénticos em uma sequéncia de aminoacidos.
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[0055] A frase "substancialmente idéntica"”, no

contexto de duas moléculas de acido nucleico, sequé
nucleotideos ou sequéncias de proteina, se refere a

mais sequéncias ou subsequéncias que tém pelo menos
70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 8
menos cerca de 81%, pelo menos cerca de 82%, pelom

de 83%, pelo menos cerca de 84%, pelo menos cerca d
pelo menos cerca de 86%, pelo menos cerca de 87%, p
cerca de 88%, pelo menos cerca de 89%, pelo menos ¢
90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 9
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pel

cerca de 99% de identidade de nucleotideos ou resid

ncias de
duas ou
cercade
0%, pelo
enos cerca
e 85%,
elo menos
erca de
6%, pelo
0 menos

uos de

aminoacidos, quando comparadas e alinhadas quanto a

correspondéncia maxima, como medida usando um dos s
algoritmos de comparacdo de sequéncias, descritos a
como conhecidos na técnica, ou por inspecao visual.
algumas modalidades da invencéo, a identidade subst
existe ao longo de uma regido das sequéncias que te
menos cerca de 50 residuos a cerca de 200 residuos,

50 residuos a cerca de 150 residuos e similares, em
comprimento. Assim, em algumas modalidades da inven
identidade substancial existe ao longo de uma regia
sequéncias que tem pelo menos cerca de 50, cerca de

de 70, cerca de 80, cerca de 90, cerca de 100, cerc

cercade 120, cercade 130, cerca de 140, cercade

de 160, cerca de 170, cerca de 180, cerca de 190, c

200, ou mais residuos em comprimento. Em uma modali
adicional, as sequéncias sao substancialmente idént

longo do comprimento inteiro das regides codificant

do mais, em modalidades representativas, sequéncias
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nucleotideos ou proteinas substancialmente idéntica S
desempenham substancialmente a mesma fungéo (por ex emplo,
atividade de o-amilase). Assim, em algumas modalidades
particulares, as sequéncias sao substancialmente id énticas
ao longo de pelo menos cerca de 150 residuos e tém atividade

de o-amilase.

[0056] Para comparacao de sequéncias,
tipicamente uma sequéncia atua como uma sequéncia d e
referéncia com a qual as sequéncias de teste sdo co mparadas.
Quando se usa um algoritmo de comparacédo de sequénc ias, as
sequéncias de referéncia e de teste sdo inseridas e m um
computador, as coordenadas de subsequéncia sao desi gnadas se
necessario e os parametros do programa de algoritmo de
sequéncias sao designados. O algoritmo de comparaca o de
sequéncias calcula depois a percentagem de identida de de
sequéncias para a(s) sequéncia(s) de teste em relag ao a
sequéncia de referéncia, com base nos parametros do programa
designados.

[0057] O alinhamento 6timo de sequéncias para
alinhamento de uma janela de comparacéo é bem conhe cido por

agueles peritos na técnica e pode ser conduzido por

ferramentas tais como o algoritmo de homologialoca I de Smith

e Waterman, o algoritmo de alinhamento de homologia de
Needleman e Wunsch, o método de busca de similarida de de
Pearson e Lipman, e opcionalmente por implementacde S
computadorizadas destes algoritmos tais como GAP, B ESTFIT,
FASTA e TFASTA disponiveis como parte do pacote GCG ®

Wisconsin Package ® (Accelrys Inc., San Diego, CA). Uma
"fracdo de identidade" para segmentos alinhados de uma

sequéncia de teste e uma sequéncia de referéncia é 0 numero
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de componentes idénticos que sao partilhados pelas duas

sequéncias alinhadas dividido pelo ndamero total de

componentes no segmento da sequéncia de referéncia, isto é,

a sequéncia de referéncia inteira ou uma parte defi nida mais
pequena da sequéncia de referéncia. A percentagem d e
identidade de sequéncia € representada como a fraca o de
identidade multiplicada por 100. A comparagao de um a ou mais
sequéncias de polinucleotideos pode ser com uma seq uénciade
polinucleotideos de comprimento total ou uma sua po rcao ou
com uma sequéncia de polinucleotideos mais longa. P ara
propésitos desta invencéo, "percentagem de identida de" pode
ser também determinada usando BLASTX versao 2.0 par a
sequéncias de nucleotideos traduzidas e BLASTN vers ao 2.0

para sequéncias de polinucleotideos.
[0058] O software para realizar analises BLAST
esta publicamente disponivel através do National Ce nter for

Biotechnology Information. Este algoritmo  envolve

identificacdo em primeiro lugar de pares de sequénc ia de
pontuacdo elevada (HSPs) por identificagdo de palav ras
curtas de comprimento W na sequéncia de consulta, q ue
corresponde ou satisfaz alguma pontuacao T limiar d e valor

positivo-quando alinhadas com wuma palavra do mesmo

comprimento em uma sequéncia de base de dados. T & referido
comouma pontuacéo limiar de palavrade proximidade (Altschul

et al. , 1990). Estas correspondéncias de palavra de
proximidade iniciais atuam como sementes para inici acao de
pesquisas para se encontrarem HSPs mais longos cont endo os

mesmos. As correspondéncias de palavras sdo depois
prolongadas em ambas as dire¢des ao longo de cada s equéncia

tanto quanto a pontuacéo de alinhamento cumulativa possa ser
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aumentada. As pontuagdes cumulativas séo calculadas
para sequéncias de nucleotideos, os parametros M (p

derecompensaparaum par de residuos correspondent

> 0) e N (pontuacdo de penalidade para residuos nao

correspondentes; sempre < 0). Para sequéncias de am

€ usada uma matriz de pontuacdo para calcular a pon

cumulativa. A extensdo das correspondéncias de pala

cadadirecdo éinterrompida quando apontuacdodoa

cumulativo cai de uma quantidade X a partir do seu

maximo alcancado, a pontuacdo cumulativa tende para

menos devido ao acumulo de um ou mais alinhamentos

residuos de pontuacéo negativa ou € alcancada a ext

de qualquer uma das sequéncias. Os parametros W, T

algoritmo BLAST determinam a sensibilidade e veloci

alinhamento. O programa BLASTN (para sequéncias

nucleotideos) usa como padrées um comprimento de pa

de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte de 100,

4 e uma comparacdo de ambas as fitas. Para sequénci

aminoécidos,

comprimento de palavra (W) de 3, uma expectativa (E

e a matriz de pontuagdo BLOSUM®62 (ver Henikoff & He

Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 89: 10915 (1989)).
[0059]

deidentidade de sequéncias, o algoritmo BLAST real

similaridade entre duas

uma analise estatistica da

sequéncias  (ver, porexemplo, Karlin & Altschul,
Acad. Sci. EUA
similaridade proporcionada pelo algoritmo BLAST ¢é a
probabilidade de soma (P(N)), que proporciona uma i

da probabilidade pela qual uma correspondéncia entr
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sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos ocorre ria por
acaso. Por exemplo, uma sequéncia de &cidos nucleic os de
teste é considerada similar a uma sequéncia de refe réncia se

a menor probabilidade de soma em uma comparacao da sequéncia
de nucleotideos de teste com a sequéncia de nucleot ideos de
referéncia for menor do que cercade 0,1 amenor do gue cerca
de 0,001. Assim, em algumas modalidades da invencéo , amenor
probabilidade de soma em uma comparacdo da sequénci a de
nucleotideos de teste com a sequéncia de nucleotide os de

referéncia € menor do que cerca de 0,001.

[0060] Duas sequéncias de nucleotideos podem
ser também consideradas como sendo substancialmente
idénticas quando as duas sequéncias hibridam uma co m a outra
sob condicbes estringentes. Em algumas modalidades

representativas, duas sequéncias de nucleotideos

consideradas como sendo substancialmente idénticas hibridam
uma com a outra sob condi¢des altamente estringente S.

[0061] “Condi¢cdes de hibridacédo estringentes”
e “condicdes de lavagem de hibridacdo estringentes” no
contexto de experiéncias de hibridacdo de &cidos nu cleicos
tais como hibridagdes de Southern e Northern séo de pendentes
da sequéncia e sao diferentes sob diferentes parame tros
ambientais. Um guia extenso para a hibridacdo de ac idos
nucleicos € encontrado em Tijssen Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization wi th
Nucleic Acid Probes parte | capitulo 2 " Overview of

principles of hybridization and the strategy of nuc leic acid

probe assays Elsevier, Nova lorque (1993). Geralmente,
condicdes de hibridacéo e lavagem altamente estring entes sao

selecionadas para serem cerca de 5 °C mais baixas d 0 que 0
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ponto térmico de fusao (T m para a sequéncia especifica a
uma forga idnica e pH definidos.
[0062] A Tm é a temperatura (sob forca i6nica
e pH definidos) a qual 50% da sequéncia alvo hibrid acomuma

sonda perfeitamente correspondente. Condicdes muito

estringentes sdo selecionadas para serem iguais a T m para
uma sonda particular. Um exemplo de condi¢des de hi bridagéo
estringentes para hibridacdo de sequéncias de nucle otideos

complementares que tém mais do que 100 residuos

complementares em um filtro em uma transferéncia de Southern
ou Northern é formamida a 50% com 1 mg de heparina ad42°C,
com a hibridacdo sendo levada a cabo durante a noit e. Um
exemplo de condi¢cbes de lavagem altamente estringen tes é
NaCla0,15 M a 72 °C durante cerca de 15 minutos. Um exemplo
de condi¢des de lavagem estringentes € uma lavagem com 0,2x
SSC a 65 °C durante 15 minutos (ver, Sambrook, infra , para
uma descri¢ao de tampéao SSC). Frequentemente, umal | avagem de
estringéncia elevada € precedida de uma lavagem de baixa
estringéncia para remover o sinal de fundo da sonda . Um
exemplo de uma lavagem de estringéncia média para u m duplex
de, por exemplo, mais do que 100 nucleotideos, é 1x SSCa45

°C durante 15 minutos. Um exemplo de uma lavagem de
estringéncia baixa para um duplex de, por exemplo, mais do
que 100 nucleotideos, é 4-6x SSC a 40 °C durante 15 minutos.
Para sondas curtas (por exemplo, cerca de 10 a 50

nucleotideos), as condicbes  estringentes  envolvem

tipicamente concentragcdes de sais de menos do que ¢ erca de
1,0 M de ion Na, tipicamente concentracao de cerca de 0,01
a 1,0 M de ion Na (ou outros sais) a pH 7,0 a 8,3, e a

temperatura € tipicamente pelo menos cerca de 30 °C
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Condicbes estringentes podem ser também alcancadas com a
adicao de agentes desestabilizantes tais como forma mida. Em
geral, uma raz&o de sinal em relacdo a ruido de 2x ou mais

elevada do que aquela observada para uma sonda néao

relacionada no ensaio de hibridacdo particular indi ca
deteccdo de wuma hibridacdo especifica. Sequéncias d e
nucleotideos que ndo hibridam umas com as outras so b
condigdes estringentes sdo ainda substancialmente i dénticas
se as proteinas que elas codificam forem substancia Imente
idénticas. Isto pode ocorrer, por exemplo, quando u ma copia

de uma sequéncia de nucleotideos € criada usando a

degeneracéo de cédons maxima permitida pelo codigo genético.
[0063] Os seguintes sdo exemplos de conjuntos
de condicdes de hibridagc&o/lavagem que podem ser us ados para

clonar sequéncias de nucleotideos homélogas que sao

substancialmente idénticas a sequéncias de nucleoti deos de
referéncia (por exemplo, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5). Em uma modalidade, uma sequénci a de
nucleotideos de referéncia hibrida com a sequéncia de
nucleotideos de “teste” em dodecil sulfato de sédio (SDS) a

7%, NaPOsa0,5M, EDTAal1mMa50 °C comlavagem em 2X SSC ,
SDS a 0,1% a 50 °C. Em outra modalidade, a sequénci a de
nucleotideos de referéncia hibrida com a sequéncia de
nucleotideos de “teste” em dodecil sulfato de sodio (SDS) a

7%, NaPOsa0,5M, EDTAal1mMa50 °C comlavagem em 1X SSC ,
SDS a 0,1% a 50 °C ou em dodecil sulfato de sddio ( SDS) a
7%, NaPO4 a 0,5 M, EDTA a1 mM a 50 °C com lavagem em 0,5X

SSC, SDS a 0,1% a 50 °C. Em modalidades ainda adici onais, a
sequéncia de nucleotideos de referéncia hibrida com a

sequéncia de nucleotideos de "teste" em dodecil sul fato de
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sédio (SDS) a 7%, NaPO 4 a05M, EDTAalmMa 50 °C com

lavagem em 0,1X SSC, SDS a 0,1% a 50 °C, ou em dode cil
sulfato de sédio (SDS) a 7%, NaPO +a05M,EDTAal mMab50
°C com lavagem em 0,1X SSC, SDS a 0,1% a 65 °C.

[0064] Em  modalidades particulares, uma
indicacao adicional de que duas sequéncias de nucle otideos
ou duas sequéncias de polipeptideos séo substancial mente
idénticas pode ser que a proteina codificada pelo p rimeiro
acido nucleico é imunologicamente reativa de modo ¢ ruzado
com a, ou se liga especificamente a, proteina codif icada
pelo segundo acido nucleico. Assim, em algumas moda lidades,
um polipeptideo pode ser substancialmente idéntico com um
segundo polipeptideo, por exemplo, onde os dois
polipeptideos diferem somente por substituicbes
conservativas.

[0065] Conformemente, em algumas modalidades da
invencdo, sdo proporcionadas sequéncias de nucleoti deos
tendo identidade de sequéncias significativa com a sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4
e/ou SEQ ID NO:5. “Identidade de sequéncias signifi cativa”
ou “similaridade de sequéncias significativa” signi fica pelo
menos cerca de 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 8 5%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 9 7%, 98%,
99%, e/ou 100% de identidade ou similaridade com ou tra
sequéncia de nucleotideos. Assim, em modalidades ad icionais,
"identidade de sequéncias significativa" ou "simila ridade de
sequéncias significativa" significa uma gama de cer cade 70%
a cerca de 100%, cerca de 75% a cerca de 100%, cerc a de 80%
a cerca de 100%, cerca de 81% a cerca de 100%, cerc a de 82%
a cerca de 100%, cerca de 83% a cerca de 100%, cerc a de 84%
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a cerca de 100%, cerca de 85% a cerca de 100%, cerc a de 86%
a cerca de 100%, cerca de 87% a cerca de 100%, cerc a de 88%
a cerca de 100%, cerca de 89% a cerca de 100%, cerc a de 90%
a cerca de 100%, cerca de 91% a cerca de 100%, cerc a de 92%
a cerca de 100%, cerca de 93% a cerca de 100%, cerc a de 94%
a cerca de 100%, cerca de 95% a cerca de 100%, cerc a de 96%
a cerca de 100%, cerca de 97% a cerca de 100%, cerc a de 98%
a cerca de 100%, e/ou cerca de 99% a cerca de 100% de

identidade ou similaridade com outra sequéncia de

nucleotideos. Portanto, em algumas modalidades, uma

sequéncia de nucleotideos da invencdo é uma sequénc ia de
nucleotideos que tem identidade de sequéncias signi ficativa
com a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4 ou SEQ ID NO:5 e codifica um polipeptid eo tendo
atividade de o-amilase. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de nucleotideos da invencdo é uma sequénc ia de
nucleotideos que tem 80% a 100% de identidade com a sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 ou
SEQ ID NO:5 e codifica um polipeptideo tendo ativid adede o-
amilase. Em modalidades representativas, uma sequén cia de
nucleotideos da invengéo € uma sequéncia de nucleot ideos que
tem 95% de identidade com a sequéncia de nucleotide os de SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 ou SEQ ID NO:5 e codifica
um polipeptideo tendo atividade de o-amilase.

[0066] Em algumas modalidades, um polipeptideo
da invencdo compreende, consiste essencialmente em ou
consiste em uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos
70% idéntica, por exemplo , pelo menos 70%, 75%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 9 2%, 93%,
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94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, e/ou 100% idéntica a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO:1 e tem atividade de o-amilase.
[0067] Em algumas modalidades, uma sequéncia de

polipeptideos ou nucleotideos pode ser uma variante
conservativamente modificada. Como usada aqui, "var iante
conservativamente modificada” se refere a sequéncia s de

polipeptideos e nucleotideos contendo substituices ,

delecdes ou adi¢Oes individuais que alteram, adicio nam ou
eliminam um Unico aminoacido ou nucleotideo ou uma pequena
percentagem de aminoacidos ou nucleotideos na sequé ncia,

onde a alteracdo resulta na substituicdo de um amin oacido

por um aminoacido quimicamente similar. Tabelas de

substituicdes conservativas proporcionando  aminoci dos
funcionalmente similares sdo bem conhecidas na técn ica.
[0068] Como usada  aqui, uma  variante

conservativamente  modificada de um polipeptideo €
biologicamente ativa e, portanto, possui a atividad e

desejada do polipeptideo de referéncia (por exemplo ,

atividade de o-amilase) como descrito aqui. A variante pode

resultar de, por exemplo, um polimorfismo genético ou
manipulagdo humana. Uma variante biologicamente ati va do
polipeptideo de referéncia pode ter pelo menos cerc ade 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 9 1%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais de ident idade ou
similaridade de sequéncias (por exemplo, cercade 4 0% acerca
de 99% ou mais identidade ou similaridade de sequén cias e
qualquer gama intermédia) com a sequéncia de aminoa cidos
para o polipeptideo de referéncia como determinado por

programas e parametros de alinhamento de sequéncias

descritos em outro lado aqui. Uma variante ativa po de diferir
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da sequéncia do polipeptideo de referéncia por tao
guantos 1-15 residuos de aminoécidos, tdo poucos qu
10, tal como 6-10, tdo poucos quantos 5, tdo poucos
4, 3, 2, ou mesmo 1 residuo de aminoéacidos.

[0069]
existir dentro de uma populacédo. Tais variantes pod
identificadas por uso de técnicas de biologia molec
conhecidas, tais como reagcédo em cadeia da polimeras
e hibridagdo como descrito em baixo.
sinteticamente

nucleotideos derivadas, por

sequéncias geradas por mutagénese
mutagénese mediada por PCR que codificam um polipep
invencao, estdo também incluidas como variantes. Um
substituicdes, adicdes, ou dele¢cbes de nucleotideos
aminoacidos podem ser introduzidas em uma sequéncia
nucleotideos ou aminoacidos divulgadas aqui, tal qu
substituicbes, adicdes, ou delecdes sejam introduzi
proteina codificada. As adicdes (inser¢cdes) ou dele
(truncacdes) podem ser feitas na extremidade N-term
C-terminal da proteina nativa, ou em um ou mais loc
proteina nativa. Similarmente, uma substituicdo de
mais nucleotideos ou aminoacidos pode ser feita em
mais locais na proteina nativa.
[0070] Por exemplo podem ser
substituicdes de amino&cidos conservativas em um ou
residuos de aminoacidos previstos preferencialmente
essenciais. Um residuo de aminoacido "ndo essencial
residuo que pode ser alterado a partir da sequéncia
selvagem de uma proteina sem alterar a atividade bi

enquanto um aminoacido "essencial® € requerido para
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atividade biolégica. Uma "substituicdo de aminoécid o]
conservativa" é uma na qual o residuo de aminoacido é
substituido por um residuo de aminoacido com uma ca deia
lateral similar. Familias de residuos de aminoacido s tendo
cadeias laterais similares sdo conhecidas na técnic a. Estas
familias incluem aminoacidos com cadeias laterais b asicas
(por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias laterais
acidas (por exemplo, acido aspartico, acido glutami co),
cadeias laterais polares nao carregadas (por exempl 0,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, t irosina,
cisteina), cadeias laterais ndo polares (por exempl o,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, feni lalanina,
metionina, triptofano), cadeias laterais com ramifi cacao
beta (por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilal anina,
triptofano, histidina). Tais substituices néo seri am feitas
para residuos de aminoacidos conservados, ou para r esiduos
de aminoéacidos residindo dentro de um motivo conser vado,
onde tais residuos sdo essenciais para a atividade da
proteina.

[0071] Por exemplo, variantes da sequéncia de
aminoacidos do polipeptideo de referéncia podem ser
preparadas por mutacdo da sequéncia de nucleotideos
codificando a enzima. Os mutantes resultantes podem ser
expressos recombinantemente em plantas, e rastreado S quanto
aqueles que retém atividade biologica por avaliagdo da
atividade de o-amilase usando métodos bem conhecidos na
técnica. Métodos para mutagénese e alteracfes na se guéncia
de nucleotideos sao conhecidos na técnica. Ver, porexemplo ,
Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 82: 488 a 492;
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Kunkel et al. (1987)  Methods in Enzymol. 154: 367 a 382; e
Techniques in Molecular Biology (Walker & Gaastra eds.,
MacMillan Publishing Co. 1983) e as referéncias cit adas ai;
bem como a Patente dos EUA n 0 4.873.192. Evidentemente, as
mutacOes feitas no DNA codificando a variante nao p odem
perturbaragrelhade leitura e preferencialmenten aocriarao
regibes complementares que poderiam produzir estrut ura de
MRNA secundaria. Ver, Publicagdo de Pedido de Paten te EPn ¢
75.444. Orientacdo quanto as substituicdes de amino acidos
apropriadas que néo afetam a atividade biolégica da proteina

de interesse pode ser encontrada no modelo de Dayho ff etal.
(1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (National
Biomedical Research Foundation, Washington, D.C.), aqui

incorporado por referéncia.

[0072] Ndo € expectavel que as delecdes,
insercdes e substituicbes nos polipeptideos descrit as aqui
produzam mudancas radicais nas caracteristicas do
polipeptideo (por exemplo, a atividade do polipepti deo). No

entanto, quando ¢é dificil prever o efeito exato da

substituicéo, delecéo ou insercao antes de afazer, um perito
na técnica apreciard que o efeito pode ser avaliado por
ensaios de rastreio padrdo que podem rastrear quant 0 as
atividades de interesse do polipeptideo particular (por
exemplo, atividade de o-amilase).

[0073] Em algumas modalidades, as composi¢cdes

da invengdo podem compreender fragmentos ativos do

polipeptideo. Como usado aqui, “fragmento” signific a uma
porcao do polipeptideo de referéncia que retém a at ividade
de polipeptideo de o-amilase. Um fragmento significa também

uma porcao de uma molécula de acido nucleico codifi cando o
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polipeptideo de referéncia. Um fragmento ativo do
polipeptideo pode ser preparado, por exemplo, por i

de uma porgdo de uma molécula de acido nucleico cod

o polipeptideo que expressa o fragmento codificado
polipeptideo (por exemplo, por expressdo recombinan
vitro ), e avaliacao da atividade do fragmento. As molécu
de acido nucleico codificando tais fragmentos podem

menos cerca de 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 5

600, 650, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 14

1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, ou 2200 nucleot
contiguos, ou qualquer gama intermédia, ou até ao n
nucleotideos presentes em uma molécula de acido nuc
codificando polipeptideo de comprimento total. Como
fragmentos de polipeptideos podem ter pelo menos ce

50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 2

300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 5

550, 600, 625, 650, 675, ou 700 residuos de aminoac
contiguos, ou qualquer gama intermédia, ou até ao n
total de residuos de aminoéacidos presentes no polip

de comprimento total. Assim, em algumas modalidades
invengdo  proporciona um  polipeptideo  compreendendo,
consistindo essencialmente em, ou consistindo em pe

cerca de 150 residuos de aminoacidos contiguos de u
polipeptideo da invencao (por exemplo, SEQ ID NO:1)
o-amilase.

[0074]

atividade de

"expressa”, "expresso” ou "expressao”, e similares,
diz respeito a uma molécula de acido nucleico e/ou
de nucleotideos (por exemplo, RNA ou DNA) indicam ¢

molécula de acido nucleico e/ou sequéncia de nucleo
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transcrita e opcionalmente, traduzida. Assim, uma m olécula
de &cido nucleico e/ou sequéncia de nucleotideos po de
expressar ou produzir um polipeptideo de interesse ou um RNA

nao traduzido funcional.
[0075] Uma sequéncia de nucleotideos

"heter6loga” ou "recombinante” €& uma sequéncia de

nucleotideos ndo naturalmente associada a uma célul a
hospedeira na qual € introduzida, incluindo multipl as copias
nao ocorrendo naturalmente de uma sequéncia de nucl eotideos

ocorrendo naturalmente.

[0076] Um acido nucleico, sequéncia de
nucleotideos, polipeptideo ou sequéncia de aminoaci dos
"nativo" ou de "tipo selvagem" se refere a um acido nucleico,
sequéncia de nucleotideos, polipeptideo ou sequénci a de
aminodacidos ocorrendo naturalmente ou enddgeno. Ass im, por
exemplo, um "mRNA de tipo selvagem”™ € um mRNA que o corre
naturalmente no ou € enddégeno ao organismo. Uma seq uéncia de
acidos nucleicos "homadloga™" € uma sequéncia de nucl eotideos
naturalmente associada a uma célula hospedeira na q ual é
introduzida.

[0077] Também como usados aqui, 0s termos
"acido nucleico", "molécula de acido nucleico”, "se quéncia
de acidos nucleicos", e "polinucleotideo” podem ser usados
indistintamente e englobam ambos RNA e DNA, incluin do cDNA,
DNA gendmico, mRNA, DNA ou RNA sintético (por exemp lo,
quimicamente sintetizado) e quimeras de RNA e DNA. O termo
polinucleotideo, sequéncia de nucleotideos, ou &cid 0
nucleico se refere a uma cadeia de nucleotideos sem ter em
conta o comprimento da cadeia. O acido nucleico pod e ser de
fita dupla ou fita simples. Onde de fita simples, o acido
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nucleico pode ser uma fita senso ou uma fita antiss enso. O
acido nucleico pode ser sintetizado usando analogos ou
derivados de oligonucleotideos (por exemplo, nucleo tideos de
inosina ou fosforotioato). Tais oligonucleotideos p odem ser
usados, por exemplo, para preparar acidos nucleicos gue tém
capacidades de emparelhnamento de bases alteradas ou
resisténcia aumentada a nucleases. A presente inven céo
proporciona adicionalmente um &cido nucleico que é o]
complemento (que pode ser ou um complemento complet 0 OU um
complemento parcial) de um &cido nucleico, sequénci a de
nucleotideos, ou polinucleotideo desta invencdo. As
moléculas de acido nucleico e/ou sequéncias de nucl eotideos
proporcionadas aqui sdo apresentadas aqui na direca 05’ para
3’, da esquerda para a direita e sao representadas usando o
codigo padrdo para representacdo dos caracteres de
nucleotideos como estabelecido nas regras de sequén cias dos
E.U.A., 37 CFR 881.821 - 1.825 e o Padrdo ST.25 da World
Intellectual Property Organization (WIPO).

[0078] Em algumas modalidades, as moléculas de
acido nucleico recombinantes, sequéncias de nucleot ideos e
polipeptideos da invencdo sdo “isolados". Uma molé cula de
acido nucleico "isolada", uma sequéncia de nucleoti deos
"isolada" ou um polipeptideo "isolado” € uma molécu la de
acido nucleico, sequéncia de nucleotideos ou polipe ptideo
gue, pela mao do homem, existe separadamente de seu ambiente
nativo e nao é, portanto, um produto da natureza. U ma
molécula de acido nucleico, sequéncia de nucleotide 0S ou
polipeptideo isolado pode existir em uma forma puri ficada
que € pelo menos parcialmente separada de pelo meno s alguns
dos outros componentes do organismo ou virus ocorre ndo
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naturalmente, por exemplo, a célula ou

estruturais virais ou outros polipeptideos ou acido

nucleicos comumente encontrados associados

polinucleotideo. Em formas de realizacao representa

molécula de &cido nucleico isolada, a sequéncia de

nucleotideosisoladae/ou o polipeptideoisolado é

cerca de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,

90%, 95%, ou mais puro.
[0079]

acido nucleico, sequéncia de nucleotideos ou polipe

isolado pode existir em um ambiente ndo nativo tal

exemplo, uma célula hospedeira recombinante. Assim,

exemplo, no que diz respeito a sequéncias de nucleo

o termo "isolado" significa que esta separado do cr

e/ou célula no qual ocorre naturalmente. Um polinuc

esta também isolado se estiver separado do cromosso

célula no qual ocorre naturalmente e for depois ins

um contexto genético, um cromossomo e/ou uma célula

nao ocorre naturalmente (por exemplo, uma célula ho

diferente, sequéncias reguladoras diferentes, e/ou

diferente no genoma do que como encontrado na natur

Conformemente, as moléculas de acido nucleico, sequ

nucleotideos e seus polipeptideos codificados recom

sao "isolados" na medida em que, pela médo do homem,

separados do seu ambiente nativo e ndo sé&o, portant

produtos da natureza, no entanto, em algumas modali

podem ser introduzidos em e existirem em uma célula

hospedeira recombinante.
[0080]

nucleotideos e/ou moléculas de acido nucleico da in
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podem estar operacionalmente associadas a uma varie dade de
promotores para expressdo em células hospedeiras (p or
exemplo, células vegetais). Como usado aqui,

"operacionalmente associada a", quando se refere a uma

primeira  sequéncia de acido nucleico que esta

operacionalmente ligada a uma segunda sequéncia de acido
nucleico, significa uma situagéo quando a primeira sequéncia
de acido nucleico esta colocada em uma relagdo func ional com

a segunda sequéncia de acido nucleico. Por exemplo, um
promotor esta operacionalmente associado a uma sequ éncia
codificante se o promotor efetuar a transcricéo ou expressao

da sequéncia codificante.

[0081] Um "promotor" de DNA é uma sequéncia de
DNA nao traduzida a montante de uma regido codifica nte que
contém o local de ligacdo para RNA polimerase e ini cia a
transcricdo do DNA. Uma "regido promotora” pode tam bém
incluir outros elementos que atuam como reguladores da
expressao de genes. Os promotores podem incluir, po rexemplo,
promotores constitutivos, induziveis, temporalmente
regulados, regulados pelo desenvolvimento, quimicam ente
regulados, preferenciais quanto a tecidos e especif icos
quanto atecidos para uso na preparacao de molécula sde acido
nucleico recombinantes, isto € , genes quiméricos. Em
aspectos particulares, um "promotor” util da inveng ao € um
promotor capaz de iniciar a transcricao de uma sequ éncia de

nucleotideos em uma célula de uma planta.

[0082] Um “gene quimérico” é uma molécula de
acido nucleico recombinante na qual um promotor ou outra
sequéncia de nucleotideos reguladora esta operacion almente
associado a uma sequéncia de nucleotideos que codif ica um
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MRNA ou que é expresso como uma proteina, tal que a sequéncia

de nucleotideos reguladora seja capaz de regular a

transcricAo ou expressdo da sequéncia de nucleotide 0s
associada. A sequéncia de nucleotideos reguladora d 0 gene
quimérico ndo estd normalmente operacionalmente lig ada a
sequéncia de nucleotideos associada como encontrada na
natureza.

[0083] A escolha do promotor ira variar
dependendo dos requisitos temporais e espaciais par a
expressado, e também dependendo da célula hospedeira a ser
transformada. Assim, por exemplo, a expressdao de um a
sequéncia de nucleotideos pode ser em qualquer plan ta e/ou
parte de planta (por exemplo, em folhas, em hastes ou caules,
em espigas, em inflorescéncias (por exemplo espigde S,
paniculas, sabugos, etc .), em raizes, sementes e/ou
plantulas, e similares). Embora tenha sido mostrado que
muitos promotores de dicotiledéneas sdo operacionai S em
monocotiledéneas e vice-versa, idealmente sdo selec ionados

promotores de dicotiledéneas para expressao em

dicotiledoneas, e promotores de monocotiledoneas pa ra
expressdo em monocotileddneas. No entanto, nao exis te
restricdo quanto a proveniéncia de promotores selec ionados;
é suficiente que eles sejam operacionais no direcio namento
da expressdo das sequéncias de nucleotideos na célu la
desejada.

[0084] Promotores Uteis com a invencao incluem
agueles, mas nado estdo limitados aqueles, que dirig em a
expressao de uma sequéncia de nucleotideos
constitutivamente, aqueles que dirigem a expressao quando
induzidos, e aqueles que dirigem a expressdo de um modo
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especifico quanto aos tecidos ou ao desenvolvimento . Estes

varios tipos de promotores sédo conhecidos na técnic a.
[0085] Exemplos de promotores constitutivos

incluem, porém sem limitacdo, promotor dovirus Ces trum (cmp)

(patente U.S. n 0 7.166.770), promotor 1 da actina do arroz

(Wang et al. (1992) Mol. Cell. Biol. 12:3.399 a 3.406; bem
como a patente US n 05.641.876), promotor 35S de CaMV (Odell

et al. (1985) Nature 313:810 a 812), promotor 19S de CaMV

(Lawton etal. (1987) PlantMol.Biol. 9:315a324), promotor

nos (Ebert etal. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci EUA 84:5.745
a 5.749), promotor Adh (Walker et al. (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 84:6.624 a 6.629), promotor da sacarose

sintase (Yang & Russell (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
87:4.144 a 4.148) e o promotor da ubiquitina. O pro motor
constitutivo derivado da ubiquitina se acumula em m uitos
tipos de células. Promotores da ubiquitina foram cl onados de
varias espécies de plantas para uso em plantas tran sgeénicas,
por exemplo, girassol (Binet etal. ,1991. Plant Science 79:
87 a 94), mais (Christensen etal .,1989. Plant Molec. Biol.

12: 619 a 632) e Arabidopsis (Norris et al . 1993. Plant
Molec. Biol. 21: 895 a 906). O promotor da ubiquitina ( UbiP)
do mais foi desenvolvido em sistemas de monocot tra nsgénicas
e a sua sequéncia e vetores construidos para transf ormacao
de monocot séo divulgados na publicacdo de patente EP 0 342
926. Adicionalmente, os cassetes de expressao de pr omotor
descritos por McElroy etal . ( Mol Gen. Genet. 231: 150 a
160(1991)) podem serfacilmente modificados paraa expressao

de sequéncias de nucleotideos e sao particularmente

adequados para uso em hospedeiras monocotiledoneas.
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[0086] Em algumas modalidades podem ser usados
promotores especificos quanto a tecidos/preferencia IS quanto
atecidos. Padrdes de expressao especificos ou pref erenciais
quanto aos tecidos incluem, mas nado estdo limitados a,
especificos ou preferenciais quanto aos tecidos ver des,
especificos ou preferenciais quanto as raizes, espe cificos

ou preferenciais quanto aos caules, especificos ou

prefereciais quanto as sementes e especificos e

preferenciais quanto as flores. Promotores adequado S para
expressao em tecido verde incluem muitos que regula m genes
envolvidos na fotossintese e muitos destes foram cl onados a

partir de monocotiledbneas e dicotileddneas. Em uma

modalidade, um promotor util com a invencdo é o pro motor
PEPC do mais do gene da fosfoenol carboxilase (Huds peth &
Grula, Plant Molec. Biol. 12: 579 a 589 (1989)). Exemplos

nao limitantes de promotores especificos quanto aos tecidos
incluem aqueles associados a genes codificando as p roteinas
de armazenamento de sementes (tais como B-conglicinina,
cruciferina, napina e faseolina), zeina (por exempl 0, gama
zeina) ou proteinas de corpos oleosos (tais como ol eosina),
ou proteinas envolvidas na biossintese de &cidos gr axos
(incluindo a proteina transportadora de acila, este aroil-ACP
dessaturase e acido graxo dessaturases (fad 2-1)), e outros
acidos nucleicos expressos durante o desenvolviment o do
embrido (tais como Bce4, ver , por exemplo , Kridl et al.
(1991) Seed Sci. Res. 1:209 a 219; bem como Patente EP n o
255378). Promotores especificos quanto aos tecidos ou
preferenciais quanto aos tecidos Uteis para a expre ssao de
sequéncias de nucleotideos em plantas, particularme nte mais,
incluem aqueles, mas nao estao limitados aqueles qu e dirigem
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a expressao na raiz, medula, folha ou pélen. Tais p romotores
sao divulgados, por exemplo, na Publicagdao PCT WO 9 3/07278,
aqui incorporada por referéncia na sua totalidade. Outros
exemplos nao limitantes de promotores especificos q uanto aos
tecidos ou preferenciais quanto a tecidos Uteis inc luem o
promotor de rubisco do algodao divulgado na Patente dos EUA
6.040.504; o promotor de sacarose sintase do arroz divulgado
na Patente dos EUA 5.604.121; o promotor especifico quanto
as raizes descrito por de Framond ( FEBS 290: 103 a 106
(1991); EP 0 452 269 em nome de Ciba-Geigy); o prom otor
especifico quanto aos caules descrito na Patente do s E.U.A.
5.625.136 (em nome de Ciba-Geigy) e que dirige a ex presséo
do gene trpA do mais; e o promotor do virus de enro lamento
das folhas amarelas Cestrum divulgado na Publicagéo PCT WO

01/73087, todos incorporados por referéncia aqui.

[0087] Exemplos adicionais de promotores
especificos quanto aos tecidos/preferenciais quanto aos
tecidos incluem os, mas nao estao limitados aos, pr omotores
especificos quanto as raizes RCc3 (Jeong et al. Plant

Physiol.  153:185 a 197 (2010)) e RB7 (Patente dos E.U.A. n

|0

5459252), o promotor da lectina (Lindstrom et al. (1990)
Der. Genet.  11:160 a 167; e Vodkin (1983) Prog. Clin. Biol.

Res. 138:87 a 98), promotor 1 da alcool desidrogenase 1 do
milho (Dennis et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12:3.983 a
4.000), S-adenosil-L-metionina sintetase (SAMS) ( Vander
Mijnsbrugge et al . ( 1996) Plant and Cell Physiology ,
37(8):1.108 a 1.115), promotor do complexo de colet aleve do
milho (Bansal et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
89:3.654 a 3.658), promotor da proteina de choque t érmico do
milho (O'Dell etal. (1985) EMBOJ. 5:451 a 458; e Rochester
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et al (1986) EMBO J. 5:451 a 458), promotor de RuBP

carobxilase de pequena subunidade da ervilha (Cashm ore,
"Nuclear genes encoding the small subunit of ribulo se-1,5-
bisphosphate carboxylase" paginas 29 a 39 Em: Genetic
Engineering of Plants (Hollaender ed., Plenum Press 1983; e

Poulsen et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 205:193 a 200),
promotor de manopina sintase do plasmideo Ti (Langr idge et
al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86:3.219 a 3.223),
promotor de nopalina sintase do plasmideo Ti (Langr idge et

al. (1989), supra ), promotor de chalconaisomerase da petunia

(van Tunen etal. (1988) EMBO J. 7:1.257 a 1.263), promotor

da proteina 1 rica em glicinas do feijao (Keller et al.
(1989) GenesDev. 3:1.639a1.646), promotor truncado de 35S

de CaMV (O'Dell etal. (1985) Nature 313:810a812), promotor

da platatina da batata (Wenzler et al. (1989) Plant Mol.
Biol. 13:347 a354), pormotor das célulasderaizes (Yam amoto
etal. (1990) NucleicAcidsRes. 18:7.449), promotor dazeina

do mais (Kriz et al. (1987)  Mol. Gen. Genet. 207:90 a 98;
Langridge etal. (1983) Cell 34:1.015a 1.022; Reina et al.
(1990) Nucleic Acids Res. 18:6.425; Reina et al. (1990)
Nucleic Acids Res. 18:7.449; e Wandelt etal. (1989) Nucleic
Acids Res.  17:2.354), promotor da globulina-1 (Belanger et
al. (1991) Genetics 129:863 a 872), promotor cab da o-
tubulina (Sullivan etal. (1989) Mol. Gen. Genet. 215:431 a
440), promotor da PEPCase (Hudspeth & Grula (1989) Plant
Mol. Biol. 12:579 a 589), promotores associados ao complexo

do gene R (Chandler etal. (1989) PlantCell 1:1.175a1.183)
e promotores da chalcona sintase (Franken etal. (1991) EMBO

J. 10:2.605 a 2.612).
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[0088] Particularmente (til para expressao
especifica quanto as sementes é o promotor da vicil ina da
ervilha (Czako etal. (1992) Mol. Gen. Genet. 235: 33 a 40);
bem como os promotores especificos quanto as sement es
divulgados na Patente dos E.U.A. n 0 5.625.136. Em algumas
modalidades, o promotor pode ser um promotor especi fico
guanto ao endosperma incluindo mas nao se limitando a um
promotor da gama-zeina do mais ou um promotor de AD P-gpp do
mais.

[0089] Promotores Uteis para expressao em
folhas maduras séo aqueles que séo ativados aquando doinicio
da senescéncia, tais como o promotor de SAG de Arabidopsis
(Gan etal. (1995) Science 270:1.986 a 1.988).

[0090] Adicionalmente podem ser usados
promotores funcionais em plastideos. Exemplos ndo | imitantes
de tais promotoresincluema5” UTR dogene 9do ba cteriéfago
T3 e outros promotores divulgados na Patente dos E. UA.n ©
7.579.516. Outros promotores uteis com a invencao i ncluem o,
mas nao estdo limitados ao, promotor da carboxilase de RuBP
de pequena subunidade S-E9 e o promotor do gene do inibidor
de tripsina Kunitz (Kti3).

[0091] Em algumas modalidades da invencao podem
ser usados promotores induziveis. Assim, por exempl 0, podem
ser usados promotores regulados por quimicos para m odular a
expressao de um gene em uma planta através da aplic acao de
um regulador quimico exdgeno. A regulacdo da expres sao de
sequéncias de nucleotideos através de promotores qu e sao
quimicamente regulados permite que o0s polipeptideos da
invencdo sejam sintetizados somente quando as plant as de
cultura sdo tratadas com os quimicos indutores. Dep endendo
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do objetivo, o promotor pode ser um promotor induzi vel por
quimicos, onde a aplicacdo de um quimico induz a ex pressao
de genes, ou um promotor repressivel por quimicos, onde a

aplicacdo do quimico reprime a expressao de genes.
[0092] Promotores induziveis quimicos séao
conhecidos na técnica e incluem o, mas néo limitado S ao,

promotor In2 -2 do mais, que é ativado por fitoprotetores

herbicidas de benzenossulfonamida, o promotor GST d 0 mais,

que é ativado por compostos eletrofilicos hidrofébi cos que
sdo usados como herbicidas de pré-emergéncia, e 0 p romotor
PR-1 a do tabaco, que é ativado por acido salicilico ( por

exemplo, o sistema PRla), promotores responsivos a

esteroides (ver, por exemplo , o promotor induzivel por
glucocorticoides em Schena et al. (1991) Proc. Natl. Acad.

Sci. EUA 88, 10.421 a 10.425 e McNellis et al. (1998) Plant
J. 14, 247 a 257) e promotores induziveis por tetraci clina
e repressiveis por tetraciclina (ver, por exemplo , Gatz et
al. (1991) Mol. Gen. Genet. 227, 229 a 237, e Patentes dos

E.U.A. NUmeros 5.814.618 € 5.789.156), promotores d o sistema
repressor Lac, promotores do sistema induzivel por cobre,
promotores do sistema induzivel por salicilato ( porexemplo
o sistema PR1a), promotores induziveis por glucocor ticoides

(Aoyama etal. (1997) PlantJ. 11: 605 a 612), e promotores

do sistema induzivel por ecdisona.

[0093] Outros exemplos nédo limitantes de
promotores induziveis incluem promotores induziveis por ABA
e turgor, o promotor do gene da proteina de ligagéo a auxina

(Schwob etal. (1993) PlantJ. 4:423 a432), o promotor da
glicosil-transferase do flavonoide de UDP glucose ( Ralston

et al. (1988) Genetics 119: 185 a 197), o promotor do
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inibidor da MPI proteinase (Cordero et al. (1994) Plant J.
6: 141 a 150), e o promotor da gliceraldeido-3-fosf ato
desidrogenase (Kohler et al. (1995) Plant Mol. Biol. 29:
1.293 a 1.298; Martinez etal. (1989) J. Mol. Biol. 208: 551
a 565; e Quigley etal. (1989) J.Mol. Evol. 29: 412 a 421).

Estdo também incluidos o0s sistemas induzivel por

benzenossulfonamida (Patente dos E.U.A. No. 5,364,7 80) e
induzivel por alcool (Pedidos de Patentes Internaci onais
Nos. de Publicacdo WO 97/06269 e WO 97/06268) e pro motores
da glutationa-S-transferase. Da mesma forma, se pod e usar
qualquer um dos promotores induziveis descritos em Gatz
(1996) Current Opinion Biotechnol. 7:168al172e Gatz (1997)

Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48: 89 a 108.
Outros promotores quimicamente induziveis Uteis par a
direcionamento da expressao das sequéncias de nucle otideos
desta invencdo em plantas sdo divulgados na Patente dos
E.U.A. 5.614.395 aqui incorporada por referéncia na sua
totalidade. A inducdo quimica da expressdo de genes esta
também detalhada no pedido publicado EP 0 332 104 ( em nome
de Ciba-Geigy) e Patente dos E.U.A. 5.614.395. Em a Igumas
modalidades, um promotor para indugcdo quimica pode ser o

promotor PR-1a do tabaco.

[0094] Um polipeptideo desta invencédo pode ou
nao ser dirigido para um compartimento dentro da pl anta
através do uso de uma sequéncia sinal. Numerosas se guéncias
sinal sdo conhecidas por influenciarem a expressao ou

direcionamento de um polinucleotideo para um
compartimento/tecido particular ou fora de um
compartimento/tecido  particular.  Sequéncias sinal e

promotores do direcionamento adequados sédo conhecid 0S na
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técnica e incluem aqueles, mas nao estao limitados agueles,
proporcionados aqui (ver, por exemplo, Patente dos E.UA.n °
7.919.681). Exemplos de alvos incluem o, mas ndo es tao
limitados ao, vacuolo, reticulo endoplasmatico (ER) :
cloroplasto, amiloplasto, granulo de amido, parede celular,
semente, ou a um tecido particular, por exemplo, en dosperma.
Assim, uma sequéncia de nucleotideos codificando um
polipeptideo da invencdo (por exemplo, SEQ ID NO:1) pode
estar operacionalmente ligada a uma sequéncia sinal para
direcionamento e/ou retencdo do polipeptideo para u m
compartimento dentro de uma planta. Em algumas moda lidades,
a sequéncia sinal pode ser uma sequéncia sinal N-te rminal de
cera, uma sequéncia sinal N-terminal de gama-zeina, um
dominio de ligacdo ao amido, ou um dominio de ligag ao ao
amido C-terminal. Em modalidades adicionais, a sequ éncia
sinal pode ser uma sequéncia sinal do ER, uma sequé ncia de
retencdo do ER, uma sequéncia sinal do ER e uma seq uéncia de
retencdo do ER adicional. Assim, em algumas modalid ades da
invencdo, os polipeptideos de o-amilase podem ser fundidos
com uma ou mais sequéncias sinal (e/ou as sequéncia s de
nucleotideos codificando o0s polipeptideos podem est ar
operacionalmente ligadas a sequéncias de nucleotide 0S
codificando as sequéncias sinal).

[0095] Como usado aqui, "cassete de expressao”
significa uma molécula de acido nucleico compreende ndo uma
sequéncia de nucleotideos de interesse (por exemplo , as
sequéncias de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID N 0:3, SEQ
IDNO:4 e/ou SEQ ID NO:5), em que asequénciade nu cleotideos
esta operacionalmente associada a pelo menos uma se guéncia
de controle (por exemplo, um promotor). Assim, algu mas
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modalidades da inveng&o proporcionam cassetes de ex pressao
concebidos para expressar a sequéncia de nucleotide os de SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5. Deste

modo, por exemplo, um ou mais promotores de plantas

operacionalmente associados a sequéncia de nucleoti deos de
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID N O:5 ou
uma sequéncia de nucleotideos tendo identidade subs tancial
com a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5 podem ser proporcionad 0S em um
cassete de expressdo para expressao em um organismo ou sua
célula (por exemplo, uma planta, parte de planta e/ ou célula
vegetal).
[0096] Um cassete de expressdo compreendendo

uma sequéncia de nucleotideos de interesse pode ser

quimérico, significando que pelo menos um dos seus

componentes é heterdlogo no que diz respeito a pelo menos um
dos seus outros componentes. Um cassete de expressa 0 pode
ser também um que ocorra naturalmente mas que tenha sido
obtido em uma forma recombinante util para expressa o]
heteréloga. Tipicamente, no entanto, o cassete de e Xpressao
€ heterélogo no que diz respeito ao hospedeiro, ou seja, a
sequéncia de acidos nucleicos particular do cassete de
expressao nao ocorre naturalmente na célula hospede iraetem

de ser introduzida na célula hospedeira ou em um an tepassado

da célula hospedeira por um evento de transformacao

[0097] Adicionalmente aos promotores
operacionalmente ligados a uma sequéncia de nucleot ideos a
ser expressa, um cassete de expressdo pode também i ncluir

outras sequéncias reguladoras. Como usada aqui, uma

“sequéncia reguladora” significa uma sequéncia de
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nucleotideos localizada a montante (sequéncias néo

codificantes 5'), dentro e/ou a jusante (sequéncias nao
codificantes 3’) de uma sequéncia codificante, e/ou que
influencia a transcricdo, processamento ou estabili dade de
RNA, ou traducdo da sequéncia codificante associada . As
sequéncias reguladoras incluem, mas néo estao limit adas a,

promotores, intensificadores, introns, sequéncias | ider de

traducdo, sinais de terminacdo, e sequéncias sinal de
poliadenilagdo. Em algumas modalidades, um cassete de
expressdo pode também incluir sequéncias de nucleot ideos
codificando sequéncias sinal operacionalmente ligad as auma

sequéncia de polinucleotideos da invencéao.

[0098] Para propédsitos da invencdo, as
sequéncias ou regides reguladoras podem ser nativas /anélogas
em relacdo a planta, parte da planta e/ou célula ve getal
e/ou as sequéncias reguladoras podem ser nativas/an alogasem
relacdo as outras sequéncias reguladoras. Alternati vamente,
as sequéncias reguladoras podem ser heter6logas em relacédo
a planta (e/ou parte da planta e/ou célula vegetal) e/ou uma
em relacdo a outra ( isto € , sequéncias reguladoras). Assim,
por exemplo, um promotor pode ser heter6logo quando esta
operacionalmente ligado a um polinucleotideo de uma espécie
diferente da espécie da qual o polinucleotideo foi derivado.
Alternativamente, um promotor pode ser também heter 0logo em
relagdo a uma sequéncia de nucleotideos selecionada se o

promotor for da mesma/analoga espécie da qual o

polinucleotideo é derivado, mas um ou ambos ( istoé ,promotor
e/ou polinucleotideo) sdo substancialmente modifica dos em
relacdo a sua forma original e/ou I6cus gendémico, e /ou o
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promotor ndo é o promotor nativo do polinucleotideo
operacionalmente ligado.
[0099] Um ndamero de sequéncias lider néo

traduzidas derivadas de virus é conhecido como

intensificando a expressdo de genes. Especificament e foi

mostrado que sequéncias lider do Virus do Mosaico d o Tabaco
(TMV, a "sequéncia w"), Virus do Mosqueado Clorético do Mais

(MCMV) e Virus do Mosaico da Alfalfa (AMV) sao efic azes na
intensificagdo da expressdo (Gallie et al . (1987) Nucleic
Acids Res.  15:8.693a8.711; e Skuzeski etal .(1990) Plant
Mol. Biol. 15: 65 a 79). Outras sequéncias lider conhecidas

na técnica incluem, mas ndo estéo limitadas a, lide res de
picornavirus, tais como um lider da regido nao codi ficante

5" (EMCV) da encefalomiocardite (Elroy-Stein et al. (1989)

Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86: 6.126 a 6.130); lideres de

potivirus tais como um lider do Virus Etch do Tabac o (TEV)

(Allison etal. (1986) Virology 154:9 a 20); lider do Virus

do Mosaico Ando (MDMV) do Mais (Allison et al (1986),
supra ); lider da proteina de ligagdo (BiP) a cadeia pesa da
da imunoglobulina humana (Macejak & Samow (1991) Nature 353:
90 a 94); lider ndo traduzido do mRNA da proteina d e
revestimento de AMV (AMV RNA 4; Jobling & Gehrke (1 987)

Nature 325: 622 a 625); lider de TMV de mosaico do tabaco
(Gallie et al. (1989)  Molecular Biology of RNA 237 a 256);
e lider de MCMV (Lommel et al. (1991) Virology 81: 382 a
385). Vertambém , Della-Cioppa etal. (1987) Plant Physiol.
84:965 a 968.

[0100] Um cassete de expressdo pode também
incluir opcionalmente uma regiao de terminacao

transcricional e/ou translacional ( isto é , regidao de
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terminacdo) que é funcional em plantas. Uma varieda de de
terminadores transcricionais esta disponivel para u SO em
cassetes de expressdo e € responsavel pela terminag ao da

transcricdo para além da sequéncia de nucleotideos

heteréloga de interesse e poliadenilacdo correta de MRNA. A
regido de terminacdo pode ser nativa em relacdo a r egido de
Iniciagdo transcricional, pode ser nativa em relaga 0 a
sequéncia de nucleotideos de interesse operacionalm ente
ligada, pode ser nativa em relacdo a planta hospede ira, ou
pode ser derivada de outra fonte ( isto € , estranha ou

heter6loga em relacdo ao promotor, a sequéncia de

nucleotideos de interesse, a hospedeira de planta, ou
qualquer sua combinagdo). Terminadores transcricion ais
apropriadosincluemo, masnéo estao limitados ao, terminador
de 35S do CAMV, o terminador de tml, o terminador d anopalina
sintase e/ou o terminador de rbcs E9 da ervilha. Es tes podem
ser usados tanto em monocotiledéneas como em dicoti ledbneas.
Adicionalmente pode ser usado um terminador da tran scricao

nativo de uma sequéncia codificante.

[0101] Um cassete de expressao da invengao pode
tambémincluirumasequénciade nucleotideos parau m marcador
selecionavel, que pode ser usado para selecionar um aplanta,
parte de planta e/ou célula de planta transformadas . Como

usado no presente documento, “marcador selecionavel
significa uma sequéncia de nucleotideos que, quando
expressa, fornece um fendtipo distinto a planta, pa rte da

planta e/ou célula de planta expressando 0 marcador ,

permitindo assim que tais plantas, partes da planta elou
células de planta transformadas sejam distinguidas daquelas
que nao tém o marcador. Uma tal sequéncia de nucleo tideos
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pode codificar tanto um marcador selecionavel como um
marcador rastreavel, dependendo de se o marcador co nfere um
traco que pode ser selecionado por meios quimicos, tal como
por uso de um agente seletivo ( por exemplo , um antibidtico,
herbicida ou similares), ou se o marcador € simples mente um
traco que se pode identificar através de observacao outeste,
tal como por rastreamento ( por exemplo , otraco do lécus R).
Obviamente, muitos exemplos de marcadores seleciona veis
adequados sdo conhecidos na técnica e podem ser usa dos nos
cassetes de expressdo descritos no presente documen to.

[0102] Exemplos de marcadores selecionaveis
incluem, mas nao estdo limitados a, uma sequéncia d e
nucleotideos codificando neo ou nptll , que confere
resisténcia a canamicina, G418, e similares (Potryk us etal.

(1985) Mol. Gen. Genet. 199: 183 a 188); uma sequéncia de

nucleotideos codificando bar , que confere resisténcia a

fosfinotricina; uma sequéncia de nucleotideos codif icando
uma  5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato  (EPSP)  sintas e
alterada, que confere resisténcia ao glifosato (Hin chee et

al. (1988) Biotech. 6: 915 a 922); uma sequéncia de
nucleotideos codificando uma nitrilase tal como bxn de
Klebsiella ozaenae que confere resisténcia ao bromoxinil

(Stalker etal. (1988) Science 242:419a423);umasequéncia

de nucleotideos codificando uma acetolactato sintas e (ALS)
alterada que confere resisténcia a imidazolinona,

sulfonilureia ou outros quimicos inibindo ALS (Pedi do de

Patente EP n © 154204); uma sequéncia de nucleotideos

codificando uma di-idrofolato reductase (DHFR) resi stente ao
metotrexato (Thillet etal. (1988) J.Biol.Chem. 263:12.500
a 12.508); uma sequéncia de nucleotideos codificand 0 uma
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dalapon de-halogenase que confere resisténcia ao da lapon;
uma sequéncia de nucleotideos codificando uma manos e-6-

fosfato isomerase (também referida como fosfomanose

isomerase (PMI)) que confere uma capacidade de meta bolizar
amanose (Patentes dos E.U.A. n 0s 5.767.378 € 5.994.629); uma
sequéncia de nucleotideos codificando uma antranila to
sintase alterada que confere resisténcia ao triptof ano de 5-
metila; e/ou uma sequéncia de nucleotideos codifica ndo hph
gue confere resisténcia a higromicina. Um perito na técnica

€ capaz de escolher um marcador selecionavel adequa do para

uso em um cassete de expressao da invencao.

[0103] Marcadores  selecionaveis adicionais
incluem, mas ndo estdo limitados a, uma sequéncia d e
nucleotideos codificando B-glucuronidase ou uidA (GUS) que
codifica uma enzima para a qual sdo conhecidos Vvari 0s
substratos cromogénicos; uma sequéncia de nucleotid eos do
l6cus R que codifica um produto que regula a produg ao de
pigmentos de antocianina (cor vermelha) emtecidos de plantas
(Dellaporta et al. , “ Molecular cloning of the maize R-nj
allele by transposon-tagging with Ac ", paginas 263 a 282 Em:
Chromosome Structure and Function: Impact of New C oncepts ,
18th Stadler Genetics Symposium (Gustafson & Appels eds.,

Plenum Press 1988)); uma sequéncia de nucleotideos

codificando B-lactamase, uma enzima para a qual sao
conhecidos Varios substratos cromogénicos ( por exemplo
PADAC, uma cefalosporina cromogénica) (Sutcliffe (1 978)
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 75:3.737 a3.741); uma sequéncia

de nucleotideos codificando xylE que codifica uma catechol
dioxigenase (Zukowsky et al. (1983)  Proc. Natl. Acad. Sci.

EUA 80: 1.101 a 1.105); uma sequéncia de nucleotideos
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codificando tirosinase, uma enzima capaz de oxidar tirosina
até DOPA e dopaquinona, que por seu turno condensa para
formar melanina (Katz et al. (1983) J. Gen. Microbiol.

129:2.703 a 2.714); uma sequéncia de nucleotideos

codificando B-galactosidase, uma enzima para a qual existem

substratos cromogénicos; uma sequéncia de nucleotid eos
codificando luciferase (lux) que permite deteccédo d e
bioluminescéncia (Ow et al. (1986) Science 234:856 a 859);

uma sequéncia de nucleotideos codificando aquorina, que pode
ser empregue na deteccdo da bioluminescéncia sensiv el ao
calcio (Prasher et al. (1985)  Biochem. Biophys. Res. Comm.

126: 1.259 a 1.268); ou uma sequéncia de nucleotide 0Ss
codificando uma proteina verde fluorescente (Niedz et al.
(1995) Plant Cell Reports 14: 403 a 406). Um perito na
técnica é capaz de escolherummarcador selecionave ladequado

para uso em um cassete de expressao da invencao.

[0104] Em outros aspectos da invencdo, um
método para aumentar a taxa de crescimento (ganho d e peso)
ou o ganho de peso diario médio de um animal ( por exemplo
um animal que é criado para a producédo de carne) é fornecido,
sendo que o método compreende alimentar o animal co m uma

composicdo de racdo animal da presente invencdo. Em

modalidades, a taxa de crescimento do animal ou 0 g anho de
peso diario médio do animal € aumentado em cerca de 0,05
Ib/dia a cerca de 10 Ibs/dia em comparagdo com a ta xa de
crescimento de um animal de controle que néo € prov ido com
a composicao de ragao animal da invengao. Assim, em algumas
modalidades, o aumento na taxa de crescimento ou no ganho de
peso diario médio pode ser pelo menos cerca de 0,05 , 0,06,

0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,1, 0,125, 0,15, 0,175, 0,2 , 0,225,
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0,25, 0,275, 0,3, 0,325, 0,35, 0,375, 0,4, 0,425, 0 45,
0,475, 0,5, 0,525, 0,55, 0,575, 0,6, 0,625, 0,65, 0 ,675,
0,7,0,725,0,75,0,775,0,8,0,825, 0,85, 0,875, 0 ,9,0,925,
0,95,0,975,1,1,25,1,5,1,75,2,2,25,2,5,2,75 , 3, 3,25,
3,5,3,75,4,4,1,4,2,4,21, 4,22, 4,23, 4,24, 4,2 5, 4,26,
4,27, 4,28, 4,29, 4,3, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35 , 4,36,
4,37, 4,38, 4,39, 4,4, 4,41, 4,42, 4,43, 4,44, 4,45 , 4,46,
4,47, 4,48, 4,49, 4,5, 4,75, 5, 5,25, 5,5, 5,75, 6, 6,25,
6,5,6,75,7,7,25,7,5,7,75, 8, 8,25, 8,5, 8,75, 9, 9,25,
9,5, 9,75, 10 Ibs/dia e semelhantes e/ou qualquer f aixa
intermediaria. Em algumas modalidades particulares, o]
aumento na taxa de crescimento ou ganho de peso dia rio médio
pode ser de cerca de 0,05 Ib/dia a cerca de 0,5 Ib/ por dia.
Em modalidades adicionais, 0 aumento na taxa de cre scimento
ou ganho de peso diario médio pode ser cerca de 0,1 Ib/dia
em comparacao com o crescimento de um animal de con trole ao
qual ndo é proporcionada a composicao de racdo anim al.

[0105] Em aspectos ainda adicionais da
invencgdo, é proporcionado um método para reducédo do ndamero
de dias necessérios para alcangcar um peso desejado em um
animal, sendo que o método compreende a alimentagéo doanimal
com uma composi¢cdo de racdo animal da invencao, red uzindo
deste modo o numero de dias necessarios para alcang ar um
peso desejado em comparag¢do com o numero de dias ne cessarios
para alcancar o mesmo peso desejado em um animal de controle
que ndo é alimentado com a composicdo de racao anim al .

[0106] Como usado, um “peso desejado” ou “peso
acabado desejado” pode significar um peso vivo ou u m peso de
carcaca quente. Assim, por exemplo, para gado, um p €s0 Vivo
desejado pode ser entre cerca de 950 a cerca de 1.6 00 Ibs e
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um peso de carcaga quente desejado pode ser entre ¢ erca de

700 a cerca e 1.000 Ibs.

[0107] Convencionalmente, ap0s o desmame e

antes de entrar no parque de engorda, o gato de cor te "de
recria” (também conhecido como gado “de cria”) pass a a
maioria da suavida a pastorear em campo ou pastage m e depois

€ transportado para um parque de engorda para acaba mento
onde é alimentado com gréo e outros concentrados de ragao.
De acordo com a presente invengao, no entanto, os m étodos da
invencdo podem ser praticados com gado de corte de recria,

por exemplo , um bezerro de corte em crescimento (macho e/ou
fémeo) aplds o desmame, que € opcionalmente criado p ara ser

levado a um parque de engorda para acabamento.

[0108] Geralmente, o gado entraem um parque de
engorda a um peso de cerca de 600 a cerca de 750 Ib S.
Dependendo do peso aquando da colocacao, das condic oes de
alimentacédo, e do peso acabado desejado, o periodo em um
parque de engorda pode estar em uma gama de cerca d e 90 dias
a cerca de 300 dias. O ganho médio pode ser de cerc ade25

a cerca de 5 libras por dia.

[0109] Conformemente, em outro aspecto da
invencado, o numero de dias necessarios para alcanca rum peso
desejado em um animal alimentado com as composi¢coes de racao
animal da invencédo pode ser reduzido em cerca de 1 dia a
cerca de 30 dias em comparagcdo com um animal de con trole que
nao € alimentado com a composic¢ao de ragcdo animal. Emalgumas
modalidades, o nimero de dias necessarios para alca ncar um
peso desejado em um animal alimentado com as compos icOes de
racao animal da invencéo pode ser reduzido em cerca de 1 dia
a cerca de 25 dias, cerca de 1 dia a cerca de 20 di as, cerca
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de 5 dias a cerca de 20 dias, cerca de 5 dias a cer cade 15
dias, e similares, em comparagdo com um animal de c ontrole
que ndo é alimentado com a composi¢ao de ragao anim al. Assim,
em algumas modalidades, o numero de dias necessario S para
alcancar um peso desejado em um animal alimentado c om uma
composicao de racao animal da invencéo pode ser red uzido em
cercadel, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
dias e similares e/ou qualquer gama intermédia.

[0110] Em outros aspectos da invencédo, é
fornecido um método para aumentar a eficacia de uti lizac&do
de racéo por um animal ( por exemplo , paracarne, leite, ovos
e/ou producao de 1d), sendo que o método compreende alimentar
0 animal com uma composi¢ao de racao animal da inve ngcéo em
uma quantidade eficaz para aumentar a eficacia de u tilizagcao
de racéo pelo animal em comparacdo com um animal de controle
que néo é alimentado com a composi¢cao de racdo anim al.

[0111] A eficacia de utilizacdo de racéo pode
ser calculada como a ingestao de matéria seca divid ida pelo
ganho de peso corporal do animal. Em algumas modali dades, o
peso corporal € o peso corporal acabado antes do ab ate. Em
modalidades adicionais, a racao fornecida € a quant idade de
racao fornecida ao longo de um periodo de cerca de 15, 30,
45, 60 ou 90 dias a cerca de 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240
ou 300 dias, e qualquer faixa intermediaria, desde gue o
valor da faixa inferior seja menor do que o valor d a faixa
superior. Em algumas modalidades, a ragéo proporcio nada é a
quantidade de racdo que é proporcionada ao longo de um
periodo de cerca de 100 dias a cerca de 275 dias, c erca de
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125 dias a cerca de 250 dias, cerca de 150 dias a ¢ erca de
225 dias, cerca de 180 dias a cercade 200 dias e s imilares.
[0112] Conformemente, em algumas modalidades,

o periodo de tempo (numero de dias) ao longo do qua | o ganho
de peso é medido é 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 1 10, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 1 22,123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 1 34, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 1 46, 147
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 1 58, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 1 70,171,
172,173,174, 175, 176,177,178, 179, 180, 181, 1 82, 183,
184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 1 94, 195,
196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 2 06, 207,
208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 2 18, 219,
220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 2 30, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 2 42, 243,
244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 2 54, 255,
256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 2 66, 267,
268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 2 78, 279,
280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 2 90, 291,

292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300 dias, e
similares, e/ou qualquer gama intermédia.
[0113] Em aspectos adicionais da invencgao, o

valor de racédo do milho pelo animal € aumentado em cerca de
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1% a cerca de 25% em comparagao com um animal de co ntrole
que ndo é alimentado com a composi¢cdo de ragdo anim al. O
valor de racdo do milho iguala a diferenca na efica cia de
racdo da composicdo de racdo da presente invencdo e a
eficacia de racdo de um animal de controle que néo e
alimentado com a composicao de ragéo, dividida pela eficacia
de racdo do animal de controle que ndo é alimentado com a
composicao de ragdo, toda a qual é dividida pela pe rcentagem
de inclusdo de milho da composicao de ragéo. Confor memente,
em algumas modalidades, o aumento no valor de racao do milho
pode ser cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9 %, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 2 1%, 22%,
23%, 24%, 25% e similares e/ou qualquer gama interm édia. Em
modalidades particulares, o aumento no valor de rag ao do
milho é cerca de 1% a cerca de 10% em comparagdo co m um
controle. Em uma modalidade representativa, o aumen to no
valor de racéo é cerca de 5% em comparacdo com um c ontrole.
[0114] Em aspectos adicionais da invencao, a

raz8o entre ragdo e ganho pelo animal € reduzida,

opcionalmente em cercade 0,005acercade0,1,em comparacao
com um animal de controle que ndo é alimentado com a
composicdo de racdo animal. A eficacia de utilizaca o de
racao, também conhecida como "F:G", € a ingestédo de matéria
seca por dia dividida pela média de ganho diario do animal.
Consequentemente, em algumas modalidades, a diminui ¢ado na
razao entre ragao e ganho pode ser pelo menos cerca de 0,005,
0,006, 0,007, 0,008, 0,009,0,01, 0,011, 0,012, 0,01 3,0,014,
0,015,0,016,0,017,0,018,0,019,0,02,0,021,0,0 22,0,023,
0,024, 0,025, 0,026, 0,027, 0,028, 0,029, 0,03, 0,0 35, 0,04,
0,045, 0,05 e semelhantes, ou qualquer faixa interm ediaria.
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Emmodalidades especificas, adiminuicdonarazédoe ntre racao
e ganho é cerca de 0,005, 0,01, ou 0,015 a cerca de 0,01,
0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035. 0,040, 0,045, 0,05 , 0,055,
0,06, 0,065, 0,07, ou 0,075, incluindo qualquer com binacao
de valores inferior e superior, desde que o valor i nferior
seja menor que o valor superior, em comparagdo com um
controle.

[0115] Em modalidades adicionais, a invengao
fornece um método para aumentar a eficacia de utili zacao de
racao para producdao de leite por um animal produtor deleite,
sendo que o método compreende alimentar o animal, e m uma
quantidade eficaz para aumentar a eficacia de utili zacao de
racao pelo animal produtor de leite, com uma compos icdo de
racdo animal da invencao. A eficacia de utilizacao de ragao
pode ser calculada como a quantidade (libras) de le ite
produzido por cabeca por dia dividida pela quantida de de
racdo consumida, com base na matéria seca. Em modal idades,
a eficacia de producao de leite € aumentada em pelo menos
cerca de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,
0,09 ou 0,1. Em modalidades adicionais, a eficacia de
producdo de leite é aumentada em cerca de 0,01 a ce rca de
0,01,0,0125,0,0150u0,2; emcercade 0,02 acerc ade0,01,
0,0125, 0,015 ou 0,2; em cerca de 0,03 a cerca de 0 ,01,
0,0125, 0,015 ou 0,2; em cerca de 0,04 a cerca de O ,01,
0,0125, 0,015 ou 0,2; ou em cerca de 0,05 a cerca d e 0,01,

0,0125, 0,015 ou 0,2.

[0116] Em algumas modalidades, o animal é
alimentado com cerca de 1 Ib a cerca de 30 Ib de um a
composicao de racdo animal da invencéo por animal p or dia.
Conformemente, em algumas modalidades, o animal é a limentado

Peticao 870200044743, de 08/04/2020, pag. 85/193



65/161

com cercade 11b, 2 Ibs, 3 1bs, 4 1Ibs, 51bs, 6 1b

8 Ibs, 9 Ibs, 10 Ibs, 11 Ibs, 12 Ibs, 13 Ibs, 14 Ib
Ibs, 16 Ibs, 17 Ibs, 18 Ibs, 19 Ibs, 20 Ibs, 21 Ibs

23 Ibs, 24 Ibs, 25 Ibs, 26 Ibs, 27 Ibs, 28 Ibs, 29

Ibs da composicéo de racdo animal da invencao por a
dia, e similares, e/ou qualquer gama intermédia. Em
modalidades, o animal é alimentado com cercade 9|
de 21 Ib da composicéo de ragdo animal dainvencao
por dia. Em algumas modalidades, um animal
alimentado com a composicéo de racdo animal da inve
libitum, ou cerca de uma vez a cerca de trés vezes por dia

(por exemplo, 1, 2, 3) ou qualquer sua combinacao.

pode ser

S, 7 Ibs,
s, 15
, 22 Ibs,
Ibs, 30
nimal por
algumas
bsacerca

por animal

ncdo ad

[0117] A composicao de racdo animal da presente
invencédo pode ser alimentada a qualquer animal, por exemplo,
um animal de quinta, um animal de zoo, um animal de
laboratorio e/ou um animal de companhia. Em modalid ades, o
animal € um animal ruminante. Em algumas modalidade S, 0
animal pode ser, mas néo esta limitado a, um bovino (por
exemplo, gado doméstico, incluindo Bos taurus elou B.
indicus ,[ porexemplo ,gadoleiteiroe/oude corte], bisonte,
bdfalo), um equino (por exemplo, cavalo, burro, zeb ra e
similares), uma ave (por exemplo, uma galinha, uma codorniz,
um peru, um pato, e similares; por exemplo, aves de
capoeira), uma ovelha, uma cabra, um antilope, um p orco (por
exemplo, suino), um canino, um felino, um roedor (p or
exemplo, camundongo, rato, porquinho-da-india); um coelho,
um peixe e similares. Gado doméstico inclui bezerro s, bois,
novilhos e/ou vacas. Em modalidades, um bovino dome sticado
que é criado para consumo € um boi e/ou novilho ( porexemplo
em um parque de engorda). Em modalidades, um bovino
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domesticado que é criado para consumo é um bezerro

crescimento apos o desmame ( por exemplo

de recria ou de cria), sendo que é opcionalmente cr

ser levado a um parque de engorda para acabamento.

domeésticos produtores de leite incluem vacas e/ou ¢

algumas modalidades, o animal pode ser aves de capo

outras modalidades, o animal pode ser uma galinha.

modalidades adicionais, o animal pode ser suino.

modalidades ainda adicionais, o animal pode ser um
[0118]

para aumentar o ganho de peso e/ou a eficacia de ut

de racdo de um animal que é criado para a producao

o animal pode ser alimentado com uma composi¢do de

animal da invencédo durante qualquer tempo adequado,

alcangar o resultado desejado. Em modalidades, o an

alimentado com uma composi¢cdo da invencao por pelo

cerca de 15, 30, 45, 60 ou 90 dias a cerca de 30, 6

120, 150, 180, 240 ou 300 dias, e qualquer faixa

intermediéaria, desde que o valor inferior seja meno

valor superior. Emalgumas modalidades, o animal é

com uma racao animal da invencdo por um periodo de

30 dias a cerca de 275 dias, cerca de 45 dias a cer

dias, cerca de 60 dias a cerca de 225 dias, cercad

a cerca de 200 dias, cerca de 100 dias a cerca de 2

cerca de 125 dias a cerca de 250 dias, cerca de 150

cerca de 225 dias, cerca de 180 dias a cerca de 200

semelhantes.
[0119] Consequentemente, em

modalidades, o animal é alimentado com uma composi¢

racao animal da invencéo por pelo menos cerca de 15
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18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 , 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104 , 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115,1 16, 117
118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 1 28, 129,
130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 1 40, 141
142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 1 52, 153,
154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 1 64, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,175, 1 76, 177
178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 1 88, 189,
190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 2 00, 201,
202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 2 12, 213,
214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 2 24, 225,
226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 2 36, 237
238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 2 48, 249,
250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 2 60, 261,
262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 2 72,273,
274,275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 2 84, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 2 96, 297
298, 299, 300 ou mais dias e semelhantes, e/ou qual quer faixa

intermediaria.

[0120] No caso de gado de corte, o animal pode
ser alimentado com a composi¢ao de racdo animal dur ante o
estagio de recria e/ou acabamento (parque de engord a).

[0121] Em modalidades adicionais, a presente
invencdo fornece um método para aumentar a quantida de ( por

exemplo , medida como volume ou peso) de leite produzido po r
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um animal produtor de leite (por exemplo, umavaca, umacabra
e semelhantes) que compreende alimentar o animal pr odutor de
leite com uma composicdo de racdo animal da present e
invencdo. Em modalidades, a quantidade de leite pro duzido
pelo animal € aumentada em cercade 1, 2, 3,40u5 % a cerca
de 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150 ou 200% (i ncluindo
faixas abrangidas por qualquer combinacéo de valor inferior

e valor superior) em comparacdo com a quantidade de leite
produzido por um animal de controle que néao é propo rcionada
pela composicdo de racdo animal da invencdo. Em out ras
modalidades, a quantidade de leite produzido pelo a nimal é
aumentada em cerca de 1% a cerca de 50%, cerca de 2 % a cerca
de 50%, cerca de 1% a cerca de 25%, cerca de 2% a c erca de
25%, cerca de 1% a cerca de 15%, cerca de 2% a cerc a de 15%,
cerca de 1% a cerca de 10%, cerca de 2% a cerca de 10% e
semelhantes. Em modalidades adicionais, a quantidad e de
leite produzido pelo animal é aumentada em pelo men 0S cerca
de 1%, 2% 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20% , 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 8 0%, 85%,
90%, 95%, 100%, 105%, 110%, 115%, 120%, 125%, 130%, 135%,
140%, 145%, 150%, 155%, 160%, 165%, 170%, 175%, 180 %, 185%,
190%, 195% e/ou 200% em comparag¢dao com um animal de controle
que nao foi alimentado com a composicao de racdo an imal da
invencdo. O aumento na producao de leite pode ser m edido ao
longo de qualquer periodo de tempo adequado, por exemplo ,em

uma base diaria ( por exemplo
cerca de 72 horas, semanalmente, mensalmente ou até
producdao total de leite ao longo de todo o ciclo de

[0122]

paraaumentar a producao de leite e/ou eficaciade
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de racdo de um animal produtor de leite, o animal p

alimentado com uma composi¢édo de ragdo animal da in

por qualquer tempo adequado para alcancar o resulta

desejado. Em modalidades, o animal é alimentado com

composicao da invencéo por pelo menos cerca de 15,

60 ou 90 dias a cerca de 30, 60, 90, 120, 150, 180,

300 dias, e qualquer faixa intermediaria, desde que

inferior seja menor que o valor superior. Em alguma

modalidades, o animal € alimentado com uma ragdo an

invencao por um periodo de cerca de 30 dias a cerca

dias, cerca de 45 dias a cerca de 250 dias, cerca d

a cerca de 225 dias, cerca de 75 dias a cerca de 20

semelhantes.
[0123] Consequentemente, em

modalidades, o animal produtor de leite é alimentad

composicao de racao animal da invencao por pelo men

de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,

59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,

74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,

89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 10

103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,1

115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 1

127,128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 1

139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 1

151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 1

163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,172, 1

175,176, 177,178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 1

187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 1
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199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 2 09, 210,
211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 2 21, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 2 33, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 2 45, 246,
247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 2 57, 258,
259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 2 69, 270,
271,272,273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 2 81, 282,
283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 2 93, 294,
295, 296, 297, 298, 299, 300 ou mais dias e semelha ntes,

e/ou qualquer faixa intermediaria.

[0124] Adicionalmente, animais produtores de
leite podem ser alimentados com a composicao de ra¢ ao animal
durante o periodo seco ( por exemplo , durante a gestacéo,
opcionalmente, pelo menos as ultimas 2, 3, 4, 6 ou 8 semanas

de gestacédo) e/ou durante o periodo de lactacao.

[0125] Ainvencao também contempla métodos para
tratar, prevenir e/ou reduzir o inicio, a duracédo e /ou a
severidade de uma infeccdo microbiana ou fungica em um
animal. Em modalidades, o animal € um animal rumina nte ( por

exemplo , um sujeito animal bovino, conforme descrito acima :

incluindo gado de corte e vacas leiteiras). Em moda lidades,

a infeccdo € uma infeccdo com um organismo bacteria no, de
levedura e/ou protozoario. Em modalidades, a infecg ao € uma
infeccdo do intestino ( por exemplo , dointestino grosso). Em
modalidades, a infeccdo é uma infeccdo com uma espé cie de
Clostridium , por exemplo , C. perfringens , opcionalmente C.
perfringens Tipo A. Sem se ater a qualquer teoria da

invencdo, sabe-se na técnica que amido nao digerido no
intestino, particularmente no intestino grosso, pod e
resultar em infec¢cdo microbiana. A digestibilidade melhorada
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do amido nas racdes animais da presente invencdo po de,
portanto, ser vantajosa para tratar, prevenir e/red uzir o
inicio, a duracéo e/ou severidade de infecgbes micr obianas.

[0126] Os termos "aumentar®, "aumentando",
"aumento”, "melhorar’, "melhorado”, "melhorando" e
"melhoria” (e variacdes gramaticais dos mesmos), co nforme
usado no presente documento, descrevem um aumento n o]
parametro especificado alimentando-se um animal com uma
composicao de racdo animal da invencéo, em que o pa rametro
especificado é elevado em comparacdo com um animal nao
alimentado com uma composicédo de racdo animal da in vencao
(isto é, um controle), por exemplo, é alimentado co m uma
racdo convencionais que nado compreende a alfa-amila se
exdégena.

[0127] Conforme usado no presente documento, 0s
temos "reduzir’, 'reduzido", "reduzindo", "reducdo" ,
"depreciar’, “suprimir’ e "diminuir" (e variacbes
gramaticais dos mesmos) descrevem, por exemplo, uma redicédo
ou diminuicdo no parametro especificado alimentando -se um
animal com uma composi¢ao de racdo animal da inveng ao, em
que o parametro especificado € menor em comparacao com um
animal de controle adequado (por exemplo, um animal de
controle que ndo € alimentado com a composicdo de r acao

animal que compreende a alfa-amilase exégena).

[0128] A presente invencao e mais
particularmente descrita nos seguintes exemplos que se
destinam a ser ilustrativos somente, uma vez que nu merosas
modificacbes e variagcbes neles serdo aparentes aque les

peritos na técnica.
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EXEMPLO 1

Estudos de acabamento de gado

Experiéncia 1
[0129]

= 658 + 36 |bs) foram utilizados em um ensaio de ac

de parque de engorda no parque de engordade UNL Ag

Research and Development Center (ARDC) préximo de M

O gado foi alimentado até ao limite com um regime a

a BW a 2% consistindo em grdos umidos destilados de

mais soluveis a 32%, feno de alfafa a 32%, milho la

seco a 32%, e suplemento (base de DM) a 4% durante

antes do inicio da experiéncia. Os pesos iniciais d

dias foram registrados aos d 0 a 1 cuja média foi ¢

e que foram usados como o BW inicial. Os novilhos f

blogueados por BW em blocos de BW leves, médios e p

= 3, 2 e 1 replicados de cela, respectivamente),

estratificados por BW e atribuidos aleatoriamente a

30 celas com as celas atribuidas aleatoriamente a u

tratamentos de regime alimentar. Existiram 10 cabeg

e 6 replicagbes/tratamento. Os tratamentos de regim

alimentar incluiram 1) fonte de milho comercial (CO

milho de teste Enogen® (SYN), 3) combinac¢éo 50:50 d

SYN, 4) CON com racao de glaten de milho imida (CON

SYN comracao de gluten de milho imida (SYN-SB) em

emblocosrandomizado (Tabelal). Osnovilhosforam

aos regimes alimentares de acabamento ao longo de u

de 21 d com milho substituindo feno de alfalfa, enq

inclusédo de silagem de milho, grdo umido destilado

mais soluveis (WDGS) e suplemento permaneceu a mesm

0s regimes alimentares. Em regimes alimentares cont
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racdo de gluten de milho umida (Sweet Bran ® (Cargill); SB),
a concentracdo permaneceu a mesma em todos 0S regim es
alimentares com adaptacao de graos. Os regimes alim entares
foram formulados para cumprirem ou excederem 0s req uisitos
de NRC para proteina e minerais. Os regimes aliment ares de
acabamento finais proporcionaram 360 mg/novilho dia riamente
de Rumensin® (30 g/ton de DM) e 90 mg/novilho diari amente de
Tylan® (9 g/ton de DM). Os novilhos foram implantad osaod
1 com Revalor®-XS.

[0130] Todos os novilhos foram coletados em um
matadouro comercial (Greater Omaha Pack, Omaha, NE) ao d
173. O BW vivo final foi coletado ao d de abate e u m
encolhimento a 4% foi aplicado para calculo do rend imento de
carcaca. A ragao oferecida ao dia 173 foi 50% da DM | do dia
prévio e pesada as 4 h da tarde. Os novilhos foram depois
enviados e mantidos até ao abate no dia seguinte. O peso de
carcaca quente e pontuacdes dos figados foram regis trados ao
d de abate. A espessura de gordura, area de LM e po ntuacao
de marmorizacdo USDA foram registradas apos um resf riamento
de 48 h. Os BW, ADG e F:G finais foram calculados u sando HCW
ajustado até um rendimento de carcagca comum de 63%.

Experiéncia 2

[0131] Duzentos e quarenta novilhos mesticos
(BW Inicial = 634 * 34 Ibs) foram utilizados em um ensaio de
acabamento de parque de engorda no parque de engord a de UNL
Panhandle Research and Extension Center (PHREC) pré ximo de
Scottsbluff, NE. A alimentacdo até ao limite do gad 0 e 0s
protocolos de BW iniciais foram os mesmos que Exp 1. Os
novilhos foram bloqueados por BW em blocos de BW le ves,
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médios e pesados, estratificados por BW e atribuido S
aleatoriamente a uma de 24 celas com as celas atrib uidas
aleatoriamente a um de quatro tratamentos de regime

alimentar. Existiram 10 cabecas por cela e 6 replic acoes por
tratamento. Os tratamentos de regime alimentar incl uiram 1)
CON, 2) SYN, 3) COMBINACAO e 4) CON com enzima (Ama ize;
Alltech, Inc.) adicionada ao regime alimentar a uma taxa de

5 g/novilho diariamente (NZ; Tabela 2). A alimentag ao até ao
limite, pesagem, bloqueio, implante e procedimentos de
adaptacdo aos graos foram os mesmos que Exp 1 . Os novilhos
nos blocos de BW pesados, médios e leves foram cole tados em
um matadouro comercial (Cargill Meat Solutions, For t Morgan,
CO) aos dias 148, 169 e 181 (respectivamente). Ao d ia final,

os novilhos foram impedidos de se alimentarem e pes ados as
8 h da manha antes de serem enviados e abatidos no mesmo
dia. Os dados foram analisados como um desenho em b locos
randomizado com bloco de BW inicial como um efeito fixo e
cela como a unidade experimental.

Tabela 1. Tratamentos de regime alimentar avaliando milho
de teste e milho convencional com ou sem Sweet Bran ( Exp
1).

Ingrediente, % CON SYN COMBINACAOCON- SYN-
DM CGPR
Milho Comercial 68,0 - 34,0 58,0 -

Milho de teste 3 - 68,0 34,0 - 58,0

Sweet Bran - - - 25,0
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MDGS 15,0 15,0 15,0 - -
Silagem de milho 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
Suplemento de 5,0 50 50 50 50
farinha 5

Milho 2,174 2,174 2,174 2,435 2,435

triturado fino

Calcario 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Ureia 0,6 0,6 0,6 0,4 0,4
Sal 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Sebo 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Pré-mistura 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
de minerais
vestigiais

Cloreto de 0,02 0,02 0,02 -- -

potassio
Rumensin-90 0,0165 0,0165 0,0165 0,0165 0,0165
Pré-mistura 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015

de Vitamina ADE
Tylan-40 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Composicéo de
Nutrientes

Analisada, %

Amido 52,48 52,55 52,52 47,75 47,81
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CP 12,84 1291 12,88 12,58 12,64

Gordura 407 4,01 4,04 3,19 3,13

NDF 1591 15,16 15,54 18,80 18,16

S 0,16 0,15 0,15 0,19 0,18

P 0,40 0,39 0,39 0,46 0,44

K 0,57 058 0,57 0,67 0,68

Mg 0,17 0,17 0,17 0,19 0,19
1Milho convencional com racdo de glaten de milho ami da,
Sweet Bran
2Milho de teste da Syngenta com racao de gluten de m ilho

Umida, Sweet Bran

3Milho de teste proporcionado pela Syngenta sob procedimentos com
preservacao da identidade. Armazenado, processado, e alimer
separadamente

4 MDGS = graos destilados modificados com soltveis

50 suplemento incluiu 30 g/ton de Rumensin® e 9 g/to n de
Tylan®.

Tabela 2. Tratamentos de regime alimentar avaliando milho
de teste e milho convencional com ou sem enzima adi cionada
(Exp 2).

Ingrediente CON SYN COMBINACAO CON-NZ
Milho 64,0 - 32,0 64,0

Milho de teste - 64,0 32,0 -

WDGS 15,0 15,0 15,0 15,0
Silagem de milho 150 150 15,0 15,0
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Suplemento Liquido 23 6,0 6,0 6,0
6,0 4
Composi¢cdo de Nutrientes
Analisada, %
Amido 51,40 52,23 51,82 51,40
CP 12,96 13,41 13,18 12,96
Gordura 3,44 3,89 3,67 3,44
NDF 15,46 15,66 15,56 15,46
S 0,15 0,15 0,15 0,15
0,34 0,31 0,32 0,34
K 0,54 0,52 0,53 0,54
Mg 0,15 0,15 0,15 0,15
20 suplemento liquido continha; ureia a 0,6%, Ca a 1 ,6%, sal
0,3%, cloreto de potassio a 0,02%,
vitaminas e minerais vestigiais.
SRumensin® (30 g/ton) e Tylan® (9 g/ton) foram adici onados
através de micromaquina.
4Enzima adicionada através de microm aguina a taxa de 5
g/novilho diariamente
Tabela 3. Efeito de hibrido de milho no desempenho de
novilhos em acabamento e caracteristicas das carcag as
sem Sweet Bran  (Exp. 1)
Tratamentos de Regime
Alimentar 1
ltem CON SYN COMBINACAO

Desempenho dos Animais

BW inicial, Ibs 672 673 673
DMI, Ibs 23,0 22.4 23,0
BW final, Ibs 4 1296 1291 1304
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ADG, Ibs 4 361 357 3,64
G:F, Ib/lb 4 0,159 0,161 0,159
F:G, Ib/lb 4.5 6,44 6,31 6,34
Caracteristicas das
Carcacas
HCW, Ibs 816 814 821
Carcaca % 62,7 62,8 62,9
Pontuacgao de
Marmorizagédo 6 461 489 511
Profundidade de
Gordura, in 0,48 a 055 b 057 b
Area de LM, in 2 129 125 123

Grau de Rendimento
Calculado 7 368 a2 399 b 410 b
Abcessos do Figado, % 8,33 5,00 5,37

1CON = hibrido de milho comercial de controle, SYN =

hibrido de milho de teste da Syngenta,

COMBINACAO = combinacéo 50:50 de CON e SYN em uma b ase
de DM.

4Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o]
de carcaga comum de 63%.

SAnalisada como G:F, o reciproco de F:G.

6Pontuacdo de Marmorizagdo: 300 = Ligeira 00, 400 =
Pequena 90,

’Calculado como 2,5 + (2,5 x gordura da 122 costela) +
(0,2 x 2,5 [KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x area de
LM).

ab  As médias dentro de uma linha com expoentes

diferentes diferem ( P < 0,05).
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Tabela 4. Efeito de hibrido de milho e inclusédo de Sweet
Bran no desempenho de novilhos em acabamento e

caracteristicas das carcacas (Exp 1)

Tratamentos de Regime

Alimentar 1

SB a 0% SB a 25%
CON SYN CON SYN
Desempenho dos
Animais
BW inicial,

Ibs 671 673 673 674

DMI, lbs 23,0 224 23,3 22,7
BW final,

Ibs 3 1295 1290 1278 1317
ADG, lIbs 3 3,60 ab 357 ab 349 b 372 a
GF 3 0,159 bc 0,160 & 0,151 ¢ 0,164 a
F:G, Ib/lb 34 6,44 6,31 6,71 6,13

Caracteristicas

das Carcacas
HCW, Ibs 816 813 805 829
Carcaca % 62,7 62,8 62,8 63,1

Pontuacdo de

Marmorizagdo > 456 484 443 488
Profundidade

de Gordura, in 0,48 0,56 0,48 0,53

Area de Bife,
in 2 12,9 12,5 12,8 13,0
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Grau de

Rendimento

Calculado ¢ 3,67 3,98 3,67 3,83
Abcessos do

Figado, % 8,96 5,63 11,12 5,63

1 SB a 0% = regimes alimentares sem Sweet Bran, SB a 25% =
regimes alimentares contendo Sweet Bran a 25%, CON =
hibrido de milho comercial, SYN = milho de teste da

Syngenta.

3Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o de
carcaca comum de 63%.

4Analisada como G:F, o reciproco de F:G.

5Pontuacao de Marmorizacdo: 300 =Ligeira 00, 400=Pequena 00,
6 Calculado como 2,5 + (2,5 x gordura da 122 costela) +
(0,2 x 2,5 [KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x &rea d e LM).

abc  As médias dentro de uma linha com expoentes diferen tes

diferem (P <0,05).

Tabela 5. Efeito de hibrido de milho e inclusdo de uma

enzimaalfa-  amilase no desempenho de novilhos em acabamento

e caracteristicas das carcacas (Exp 2)
Tratamento de Regime Alimentar 1
Item CON  SYN COMBINACAONZ

Desempenho dos

Animais

BW inicial, Ibs 646 649 647 647

DMI, Ibs 23,6 23,8 235 23,4

BW final, Ibs 3 1257 a 1301 b 1299 b 1299 b
ADG, Ibs 3 3,71 a 394 b 3903 b 3,93 b
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GF 3 0,158 0,165 0,166 0,167
F:G, Ib/lb 3.4 6,53 6,18 6,07 6,07
Caracteristicas
das Carcacas
HCW, Ibs 792 a 820b 818" 818 b
Carcaca % 62,7 63,2 63,3 63,2
Pontuacgao de
Marmorizagdo ° 451 a 468 ab 481 b 468 ab
Profundidade de

Gordura, in 0,57 a 0,60 a 0,61 ° 0,60 ab

Area de Bife,
in 2 12,1 a 12,1 a 124 b 12,4 b

Grau de
Rendimento
Calculado 6 3,47 3,64 3,55 3,55

Abcessos do
Figado, % 3,33 500 O 5,33
1CON = hibrido de milho comercial, SYN = milho de te ste da
Syngenta, COMBINACAO = combinagdo 50:50 de CON e SY N em
uma base de DM, NZ = incluséo de uma enzima alfa- amilase
comercialmente disponivel em regimes alimentares ba seados
em CON.
23Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o de

carcaca comum de 63%.

4Analisada como G:F, o reciproco de F:G.

SPontuacéo de Marmorizagao: 300 =Ligeira 00, 400=Pequena 00,
6Calculado como 2,5 + (2,5 x gordura da 122 costela) +(0,2

x 2,5 [KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x area de LM)

ab  As médias dentro de uma linha com expoentes diferen tes

diferem (P <0,05).
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EXPERIENCIA 3

[0132] Foi conduzido um ensaio de acabamento de

173 d utilizando um ndamero de novilhos mesticos (BW (Peso
Corporal) inicial) = 685 + 46 Ibs) em um desenho em blocos
randomizado. Os novilhos foram alimentados até ao | imite com
um regime alimentar a BW a 2% consistindo em feno d e alfafa
a47,5%, racdo de gluten de milho umidaa47,5%, e suplemento
a 5% (base de DM (Matéria Seca)) durante cinco d an tes do
inicio da experiéncia. Os pesos iniciais de dois di as foram
registrados aos dias 0 a 1 e a sua média foi calcul ada para
se determinar o BW inicial. Em conjunto com medicao do BW
inicial ao d 1, os novilhos foram implantados com R evalor®-
XS. Os novilhos foram bloqueados por BW em blocos d e BW leves
e pesados estratificados por BW e atribuidos aleato riamente
a cela. As celas foram depois atribuidas aleatoriam ente aum
tratamento de regime alimentar com 8 cabecas/cela e 6

replicagces/tratamento.

[0133] Os tratamentos de regime alimentar

(Tabela 6) foram arranjados com fatores incluindo m ilho de
teste ou controle (Enogen® ou Nao Enogen®), e tipo de
subproduto (MDGS (Graos Destilados Modificados com Solaveis)
ou Sweet Bran). Os subprodutos utilizados em este e nsaio
foram proporcionados como uma fonte de proteina (MD GS a 18%)
ou como um meio de controle da acidose (SB (Sweet B ran ®
(Cargill)) a 35%). Os novilhos foram adaptados aos regimes
alimentares de acabamento ao longo de um periodo de 21dcom
milho substituindo feno de alfalfa, enquanto a incl usao de
silagemde sorgo, Sweet Bran ou MDGS, e suplemento permaneceu

a mesma em todos os regimes alimentares. Os regimes

Peticao 870200044743, de 08/04/2020, pag. 103/193



83/161

alimentares foram formulados para cumprirem ou exce derem os
requisitos de NRC para proteina e minerais. Os regi mes
alimentares de acabamento finais proporcionaram 330

mg/novilho diariamente de Rumensin® (30 g/ton de DM ), e 90
mg/novilho diariamente de Tylan® (8,18 g/ton de DM)

[0134] Todos os novilhos foram coletados ao d
174 em um matadouro comercial (Greater Omaha Pack, Omaha,
NE). A racdo oferecida ao dia 173 foi 50% da DMI do dia
prévio e pesada as 4 h da tarde. Os novilhos foram depois
enviados para o0 matadouro comercial e mantidos até ao dia

seguinte para abate. Os pesos de carcacas quentes e

pontuacdes de figados foram registrados ao d de aba te comas
caracteristicas das carcacas tais como espessura de gordura
da 122 costela, area de LM, e pontuag&o de marmoriz acdo USDA
sendo registradas apds um resfriamento de 48 h. O g rau de
rendimento foi calculado usando a equacdo USDA YG | YG=25
+ 2,5 (espessura de gordura, in) — 0,32 (area de LM ,in - 2)+
0,2 (gordura de KPH, %) + 0,0038 (HCW, Ib)]. O BW f inal, ADG
(Ganho Diario Médio), e G:F (razdo de Ganho em rela cdo a
Racao) foram calculados usando HCW (Peso de Carcacga Quente)

ajustado até um rendimento de carcaca comum de 63%.
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Tabela 6: Composicdo do Regime Alimentar em uma

base de DM alimentada a novilhos em acabamento

Milho de Teste

Controle

Ingredien

te, % DM

MDGS Sweet Bran

MDGS

Sweet
1

Bran

Milho de
Teste
DRGC
Controle
DRGC
Sweet
Bran
Gréos
destilado
S
modificad
0S mais
soluveis
Silagem
de Sorgo
Suplement
o] de
Farinha 4
Milho
triturado
fino
Calcario

Ureia

Sal

69,5 - 52,5 -

69,5

350 350 -

18,0 18,0 - - 18,0

75 75 75 75 75

50 50 50 50 50

2,22
3

2,22
3

2,80
6

2,80
6

- 52,5

350 35,0

18,0 - -

75 75 75

50 50 50

2,22
3

2,22
3

2,80
6

2,80
6

1,71 1,71 168 168 1,71 1,71 1,68 1,68

0,55 0,55 - -

03 03 03 03 03
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0,12 0,12 0,12
5 5 5

Sebo

Pré-
mistura

de

0,12 0,12 0,12 0,12
5 5 5 5

0,05 0,05 0,05 0,05 0,056 0,06 0,06 0,05

minerais
vestigiai
S

Rumensin- 0,01 0,01 0,01

90 65 65 65
Pré-
mistura

0,01 0,01 0,01
de

5 5 5
Vitamina
ADE

Tylan-40 0,01 0,01 0,01 0,01

001 001 0,01 0,01
65 65 65 65

001 001 0,01 0,01
5 5 5 5

0,01 0,01 0,001 0,01

Composica
0 de
Nutriente
S
Analisada
, %
475 490 390 40,2 47,1 48,7 38,7
Amido
6 8 6 1 4 4 4
CP 12,1 12,0 13,5 134 12,2 12,0 13,6 134
Gordura 4,35 4,98 3,19 3,66 4,35 519 3,19 3,82
NDF 155 149 20,0 19,5 16,2 154 20,5 19,9
S 0,22 0,22 0,21 0,16 0,22 0,21 0,21 0,21
0,38 0,39 0,53 0,53 0,34 0,35 0,50 0,51
K 0,47 048 0,68 0,68 045 045 0,66 0,66
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Mg 0,17 0,17 0,24 0,24 0,16 0,16 0,23 0,23

IMDGS = Gréaos destilados modificados mais sollveis
2DRC = Milho laminado a seco
40 suplemento incluiu 30 g/ton de Rumensin® e 9 g/to n de

Tylan®

Tabela 7: Efeitos de milho de teste no desempenho d e

novilhos em acabamento

DRC!

Milho de

Teste Controle
Desempenho
BW inicial, Ib 700 699
BW final, Ib 5 1451b 1433 @
DM, Ib/d 23,7 23,8
ADG, Ib 5 4,36 b 4,25 ab
G:F5 0,184 0,178

Caracteristicas das Carcacas

HCW, Ib 912 904
Marmorizacdo 6 505 492
Area de LM,

14,3 14,0
in 2

Profundidade

de Gordura, 0,55 0,59
in
YGecal. 7 3,24 3,41

1DRC = Milho laminado a seco;
5Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o de
carcaca comum de 63%.

6Pontuacédo de Marmorizacao: 400 = Pequena 00; 500 = Modesta 90
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’Calculado como 2,5 + (2,5 x gordura da 122 costela)

x 2,5 [KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x area de LM)

ab As meédias dentro de uma linha com expoentes difere

diferem (P < 0,10).

Tabela 8:

subproduto no desempenho

Efeitos de milho de teste e tipo de

de novilhos em

+(0,2

ntes

acabamento
MDGS Sweet Bran

Milho Milho

de Controle de Controle

Teste Teste
Desempenho
BW inicial,

700 698 699 700
Ib
BW final, Ib 5 1434 1427 1447 1453
DMI, Ib/d 225 229 23,3 234
ADG, Ib 5 425 4,21 4,34 4,36
GF> 0,190 0,184 0,186 0,187
Caracteristicas
das Carcacas
HCW, Ib 903 899 913 916
Marmorizacdo 6 488 494 510 506
Area de LM,

144 14,0 141 14,1
in 2
Profundidade
de Gordura, 0,56 0,59 0,59 0,58
in
YGcal 7 3,21 3,43 3,42 3,40
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IMDGS = Gréaos destilados modificados mais sollveis

5Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o de
carcaca comum de 63%
6Pontuacéo de Marmorizacao: 400 = Pequena 00; 500 = Modesta 90
7Calculado como 2,5 + (2,5 x gordura da 122 costela) + (0,2
x 2,5 [KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x area de LM)
EXEMPLO 2
Estudos de acabamento adicionais com milho de racao Enogen®
[0135] Dois experimentos de acabamento foram
conduzidos para avaliar milho de racdo Enogen® (EFC ) que
contém um traco da enzima alfa-amilase em comparaca 0 com o
milho de controle com isolina quase negativa em doi s locais
no desempenho do gado e nas caracteristicas da carc aca.
Experimento:
[0136] Trezentos novilhos hibridos  (peso
corporal inicial [BW] = 703 Ib, + 43) foram utiliza dos em um
ensaio de acabamento no parque de engorda do Easter n Nebraska
Research and Extension Center (ENREC) da Universida de de
Nebrasca-Lincoln (UNL) proximo a Mead, NE. Todoom ilho (EFC
e semento de milho de controle progenitor com isoli na quase
negativa [NEG] da Syngenta Seeds, LLC) foi cultivad o durante
o verdo no ENREC, coletado em novembro e processado como
milho laminado a seco (DRC) no momento da alimentag ao. O
gado foi alimentado com uma dieta limitada a 2% de BW por 5
dias antes do inicio do experimento. Os pesos inici ais de
dois dias foram registrados aos dias 0 a 1 cuja méd ia foi
calculada e que foram usados como o BW inicial. Os novilhos
foram colocados em blocos por BW em dois blocos de peso,
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leve e pesado, (n = 10 e 5 replicados de cela,

respectivamente) com base no dia 0 de BW, estratifi cados por
BW no bloco e atribuidos aleatoriamente a 1 de 30 ¢ elas. A
cela foi atribuida aleatoriamente para tratamento. Havia 10

novilhos/cela e 15 replicagGes/tratamento.

[0137] Os tratamentos de regime alimentar
incluiram 1) EFC e 2) controle progenitor com isoli na quase
negativa (NEG; Tabela 9). Os novilhos foram adaptad 0S aos
regimes alimentares de acabamento ao longo de um pe riodo de
21 dias com milho substituindo feno de alfalfa, enq uanto a
incluséo de silagem de milho, grao destilado modifi cado mais
soltveis (WDGS) e suplemento permaneceu a mesma em todos os
regimes alimentares. Os regimes alimentares foram f ormulados
para cumprirem ou excederem o0s requisitos de NRC pa ra
proteina e minerais. Os regimes alimentares de acab amento

finais proporcionaram 330 mg/novilho diariamente de

Rumensin® (30 g/ton de matéria seca [DM]; Elanco An imal
Health, Greenfield, IN) e 90 mg/novilho diariamente de Tylan®
(8,2 g/ton de DM; Elanco Animal Health, Greenfield, IN). Os
novilhos foram implantados com Component® IS (Elanc 0 Animal
Health, Greenfield, IN) no dia 22 e Component® S (E lanco

Animal Health, Greenfield, IN) no dia 92.

[0138] No dia 169, a racao foi oferecida a 50%

da ingestdo de matéria seca do dia anterior (DMI), e 0 gado
foi pesado em 1.500 h para determinar o BW vivo fin al. Um
encolhimento a 4% foi aplicado ao BW vivo final par acalcular
um rendimento de carcaga. Todos os novilhos foram c oletados
em um abatedouro comercial (Greater Omaha, Omaha, N E) no dia
170 e pesos de carcacas quentes (HCW) e pontuacdes de figado
foram registrados no dia de abate. A espessura de g ordura,
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a érea de musculo longissimus (LM) e a pontuacdo de

marmorizagdo USDA foram registradas ap0s um periodo

resfriamento de 48 horas. O grau de rendimento (YG)

calculado usando aequacdo USDAYG[YG=2,5+25

de gordura, in) — 0,32 (area de LM, in

renal, pélvica e cardiaca [KPH], %) + 0,0038 (HCW,

BW final, o ganho diario médio (ADG) e a ragdo:ganh

foram calculados usando HCW ajustado até um rendime

carcaca comum de 63%.
[0139]

hibridos (BW inicial = 624 Ib, + 34) foram utilizad

ensaio de acabamento no parque de engorda de UNL Pa

Research and Extension Center (PREC) préximo a Scot

NE. Todo o milho utilizado foi cultivado no ENREC e

para o PREC durante o ensaio. Protocolos de BW inic

bloqueio de BW, atribuicdo de tratamento, nUmero de

por cela e replicagbes por tratamento foram o0s mesm

conforme descrito acimaem ENREC. Os novilhos foram

aos regimes alimentares de acabamento ao longo de u

de 21 dias com milho substituindo feno de alfalfa,

a inclusdo de silagem de milho, grdo destilado umid

soltveis (WDGS) e suplemento permaneceu a mesma em

regimes alimentares. Os tratamentos de regime alime

foram os mesmos que ENREC, com a excecdo de WDGS no

MDGS e a inclusédo de suplemento a 6% em vez de 4% d

regime alimentar. Os novilhos foram implantados com

Component® IS (Elanco Animal Health, Greenfield, IN

1 e Component® S (Elanco Animal Health, Greenfield,

dia 91. Os novilhos foram coletados em um abatedour

comercial (Cargill Meat Solutions, Fort Morgan, CO)
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181. Procedimentos de coleta de dados de carcaca e calculos

foram os mesmos, conforme descrito acima

[0140] De modo geral, 600 novilhos foram
utilizados entre os dois locais para fornecer um to tal de 30
replicacbes por tratamento. Os dados de desempenho e
caracteristica de carcaca foram analisados com o us o do
procedimento MIXED do SAS (Cary, NC) como um projet o de
blocos randomizado generalizado com a cela como a u nidade
experimental. Os dados de incidéncia de abcessos no figado
foram analisados com o uso do procedimento GLIMMIX do SAS
(Cary, NC) com o numero de animais afetados por abc €SS0S no
figado dividido pelo niumero total de animais na cel a como
variaveis binomiais. O efeito do local, o tratament o e local
x tratamento foram todos incluidos no modelo com bl oco de BW
como uma variavel fixa. Se a interagdo local x trat amento
nao foi significativa ( P >0,05), os efeitos principais foram
discutidos e o termo de interacéo foi removido do m odelo.
Resultados:

[0141] N&o houve tratamento por interacoes

locais( P 20,30) observadas para BW inicial, BW final, DMI,

ADG, F:G e percentual de abcessos no figado (dados nao
mostrados). Nenhuma diferenca significativa no BW f inal,

DMI, ADG, F:G ou percentual de abcessos no figado f o]
observada para novilhos alimentados com EFC em comp aracao

com NEG (P 2= 0,17; Tabela 10). Uma pequena diminuicéo

numeérica (2% devido ao grao) ( P=0,17) em F:G foi observada

para novilhos alimentados com EFC em comparacédo com NEG. Um
efeito local (P < 0,03) foi observado para BW final, DMI,

ADG e F:G com novilhos alimentados em PREC que tém maior BW
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final, DMI, ADG e menor F:G em comparacdo com ENREC (dados
ndo mostrados). Pesquisa anterior mostrou resultado S
positivos no desempenho do gado com novilhos alimen tados com
EFC processado como DRC. De modo geral, maior ADG e melhorias
em F:G foram relatados em novilhos alimentados com EFC em
comparacao com milho comercial ou NEG ( 2016 Nebraska Beef
Report pagina 135; 2016 Nebraska Beef Report pagina 143).
[0142] A profundidade de gordura e o YG
calculado foram maiores ( P < 001 e P = 0,02,
respectivamente) para novilhos alimentados com EFC em
comparacao com NEG; no entanto, a areade LM foi i geiramente

maior ( P = 0,02) para NEG. Pesquisa anterior relatou um

aumento na profundidade de gordura ( P < 0,03) e no YG
calculado ( P <£0,03; 2016 Nebraska Beef Report pagina 135)
ou nenhuma diferenca ( P <022e P <0,17, respectivamente;
2016 Nebraska Beef Report pagina 135; 2016 Nebraska Beef

Report péagina 143) quando novilhos foram alimentados com

EFC. Nenhum a diferenca significativa por tratament o foi
observada para HCW ou pontuacdo de marmorizagéao ( P >0,33).
Pesquisa anterior relatou resultados mistos para po ntuacao
de marmorizagcdo de novilhos alimentados com SYT-EFC em
comparacao com milho comercial ou NEG, observando u m aumento
(2016 Nebraska Beef Report pagina 135) ou nenhuma diferenca
(2016 Nebraska Beef Report pagina 143).

[0143] Diferencas na resposta do gado entre

ensaios anteriores e este ensaio atual poderiam ser
atribuidas as condi¢des de cultivo do milho, result ando em
um efeito anual.

[0144] Em conclusdo, ensaios de acabamento

anteriores observaram uma diminuicdo na F:G quando EFC foi
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alimentado como a fonte principal de grao de milho
alimentar. Entretanto, os resultados desse ensaio s

que ndo ha mudanca significativa na F:G alimentando
hibrido de milho de racdo Syngenta Enogen contendo

da enzima alfa-amilase, visto que a resposta foi mu
pequena para deteccdo. A mudanca na F:G foi de apen
devido ao regime alimentar, que se supdes ser apena
devido ao grao de milho (65% do regime alimentar, m

ENREC e PREC).
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Tabela 9. Tratamentos de re gime alimentar que avaliam milho
de ragcédo Enogen® e milho de controle progenitor com isolina

guase negativa

Ingrediente, % DM NEG 1 SYT-EFC 2
NEG 66,0 -
SYT-EFC2 - 66,0
DGS 18,0 18,0
Silagem de milho 12,0 12,0
Suplemento de farinha (ENREC) 4

4,0 4,0

Milho triturado fino

1,2362 1,2362
Calcario
1,689 1,689
Ureia 0,5 0,5
Sal 0,3 0,3
Sebo
0,10 0,10
Pré- mistura de minerais
vestigiais 0,05 0,05
Cloreto de potéassio
0,083 0,083
Rumensin-90
0,0165 0,0165
Pré-mistura de Vitamina ADE
0,015 0,015
Tylan-40
0,0102 0,0102
Suplemento liquido (PHREC) 56
6,0 6,0
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INEG: Milho de controle progenitor com isolina quase
negativa

2SYT-EFC: Milho de ragdo Syngenta Enogen contendo a enzi
o-amilase

3DGS: Graos destilados mais soluveis

4Suplemento de farinha alimentado no Eastern Nebrask
Research and Extension Center

5Suplemento liquido alimentado no Panhandle Research
Extension Center

6Suplemento formulado para fornecer uma incluséo de
regime alimentar de 1,34% de calcario, 0,5% de urei

de sal, 0,2% de cloreto de potassio, 30 mg/kg de Zn

mg/kg de Fe, 10 mg/kg de Cu, 20 mg/kg de Mn, 0,1 mg

Co, 0,5 mg/kg de I, 0,1 mg/kg de Se, 1.000 IU de vitamina
A, 125 |U de vitamina D, 1,5 IU de vitamina E.
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Tabela 10. Efeito de hibrido de milho no desempenho

acabamento e caracteristicas da carcaca

Tratamentos de

Regime Alimentar 1

Valores P

ltem NEG SYT-EFC SEM Trt Local
Desempenho dos
Animais
BW inicial, Ib 669 668 0,5 0,13 <0,01
BW final, Ib 2 1351 1350 49 0,88 0,03
DMI, Ib/d 22,8 22,6 0,13 0,19 <0,01
ADG,Ib 2 3,90 3,90 0,03 0,99 «<0,01
F-G 23 5,85 5,79 - 0,17 <0,01
Caracteristicas
das Carcacas
HCW, lbs 852 852 3,1 0,88 0,03
Pontuacao de
Marmorizagdo 4 470 486 12 0,33 0,34
Profundidade de <
Gordura, in 0,53 0,56 0,01 0,01 0,79
Area de LM, in 2 13,2 13,0 0,07 0,02 0,44
Grau de
Rendimento
Calculado 5 3,24 3,49 0,08 0,02 0,23
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Abcesso no
figado, % 8,60 6,03 2,33 0,25 0,81
1Tratamentos de regime alimentar: NEG = milho de con trole
progenitor com isolina quase negativa; SYT- EFC = milho de

racdo Syngenta Enogen
contendo a enzima alfa-amilase
2Calculada a partir de HCW ajustado até um rendiment o de
carcagca comum de 63%.
3Analisada como G:F, o reciproco de F:G.
4Pontuacao de Marmorizacao: 300 =Ligeira 00, 400=Pequena 00,
5Calculada como 2,5 + (2,5 x 12 a de costela) + (0,2 x 2,0
[KPH]) + (0,0038 x HCW) — (0,32 x area de LM).

EXEMPLO 3

Estudo de acabamento de gado de corte com milho com alta

umidificacdo e laminado a seco de racdo Enogen®

Antecedentes do gado

[0145] Todos os novilhos sao recebidos como
bezerros desmamados na Universidade de Nebrasca, Ea stern
Nebraska Research and Extension Center proximo a Me ad, NE.
Os bezerros séo recebidos por 3 a 4 semanas e pasta m com
residuo de milho e s&o submetidos a antecedentes an tes do
experimento para assegurar que todos os bezerros sa 0
saudaveis. O manuseio do animal e o0 espagco para ess e
experimento estdo de acordo com o Guia para o cuida do e uso
de animais agricolas em Pesquisa e Ensino Agricola (FASS,
Primeira Edicdo Revisada, janeiro de 1999). Todos o S
procedimento delineados como parte deste estudo est ao de
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acordo com o0s protocolos de cuidado de animais da

Universidade de Nebrasca.

Projeto e Alocacao

[0146] Os novilhos sédo alimentados com um
limite estimado de 2% de peso corporal (BW), um reg ime
alimentar de 50% de alfalfa, 50% de racao de gluten de milho
umida (WCGF) por 5 dias antes da pesagem. Os pesos sao
coletados em individuos por dois dias consecutivos para
minimizar os efeitos de preenchimento intestinal e obter um

peso corporal inicial preciso.

[0147] Esse estudo utiliza 336 novilhos (8
novilhos/cela). Os novilhos séo atribuidos aleatori amente a
celas com base no preso do primeiro dia. Critérios de
bloqueio podem ser usados, dependendo da faixa no p eso
corporal. As celas séo atribuidas aleatoriamente a um dos 7
tratamentos descritos abaixo. Esse estudo € projeta do como
um projeto completamente randomizado (ou projeto de blocos
randomizados, se os critérios de blogueio forem nec €SSarios)
com 7 tratamentos dispostos como uma disposicao fat orial de
2 x 3 + 1 de tratamentos. A cela é a unidade experi mental,
e ha 6 replicacdes por tratamento de efeito simples , OU um

total de 42 celas com 7 tratamentos.

Regimes alimentares e alimentacao

[0148] A composicdo do regime alimentar de
tratamento € descritana Tabela11. Aestruturade tratamento
€ organizada como um fatorial de 2 x 3 juntamente c om 1
tratamento de comparacao adicional. Na disposicao f atorial,
os fatores incluem grdo com ou sem o traco de expre ssao de
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alfa-amilase e alimentado como uma razao entre milh 0 com
alta umidificagcdo e milho laminado a seco. Um trata mento
adicional permite a avaliagdo de milho de ragéo Eno gen® (EFC)
alimentado como milho laminado a seco (DRC) com mil ho com

alta umidificacao de controle (HMC).

[0149] Todos os regimes alimentares contém 20%
de graos destilados para fornecer proteina nao degr adavel no
rimen de regime alimentar suficiente (RUP) para ate nder os
requisitos de proteina e alinhar-se com a tipica in clusdo de
subproduto pela industria de patio de alimentacéo. Um

suplemento de farinha seco a 5% €& alimentado com os

componentes primarios como calcio, ureia para prote ina
degradavel no ramen, pré-mistura de oligoelemento, pré
mistura de vitamina ADE, and Rumensin®/Tylan® em ni veis
alvejados. O carreador para o suplemento de farinha € milho
finamente triturado. Regimes alimentares séo formul ados para
fornecer Ca similar e racbes Ca:P adequadas. Os reg imes
alimentares finais fornecem 30 g/ton de Monensina e 8,8 g/ton

de Tylan® (base em matéria seca [DM]). Os novilhos sao

alimentados uma vez ao dia e 0s regimes alimentares

misturados com o uso de caminhdes de racdo Roto-mix
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Tabela 11. Regimes alimentares com o0s quais bezerro S em

crescimento foram alimentados por aproximadamente 8 4 dias

para avaliar o uso de EFC como DRC, HMC ou uma comb inacao de

50:50.

Tra
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EFC CON EFC
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-

ami
dos
Sup
lem
ent

02

1 CON, convencional sem traco de alfa-amilase Enogen®
2Suplemento para fornecer Rumensin®, Tylan® e minera is e
ureia para assegurar que 0s requisitos de proteina, mineral

e vitamina sejam atendidos.

Dados de saude

[0150] Qualquer gado observado com sintomas de
enfermidades ou disturbios comuns é tratado de acor do com os
procedimentos de operacdo padrdao estabelecidos pela

Universidade de Nebrasca. O veterinario consultor é

consultado quanto as condigbes observados que nado s ao
cobertas pelos procedimentos de operacdo padrdo par a
cuidados com a saude do animal. Observacdes da saud e do

animal sdo sumarizadas no relatério final.

Medicbes
[0151] O gado é pesado dois dias consecutivos
no comeco do ensaio para estabelecer o peso corpora linicial.
Os novilhos sédo implantados com programa de implant e
convencional, por seu tamanho e duracdo de alimenta cao. Os
novilhos séo alimentados por aproximadamente 145 a 160 dias.
[0152] Os tracos de desempenho incluem ingestéo
de matéria seca, ganho diario médio (usando peso in icial com
limite de alimentacdo e peso final ajustado a carca ca),
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medicdes de peso corporal, incluindo peso corporal final
vivo e tragos de carcaca. Os tracos de carcaca que séo
importantes para a coleta no dia de abate s&o peso de carcaga
quente, pontuacdes de figado para abcessos e ordem de
exterminio. Apés um resfriamento de 48 horas, a esp essurade
gordura, a area de musculo longissimus (LM), a pont uacéao de
marmorizagao e o chamado grau de rendimento sdo med idos. Uma
medi¢cdo calculada de grau de rendimento é determina da
assumindo-se uma gordura renal, pélvica, cardiaca ( KPH) de
2%.

EXEMPLO 4

Desempenho de caracteristicas de carcaca de gado al imentado
com regimes alimentares de acabamento contendo raca 0 Enogen®

como gréo de milho e/ou silagem de milho

[0153] E conduzido um estudo no centro de
pesquisa de gado de corte da Kansas State Universit y com 0s

seguintes objetivos:

[0154] 1. Avaliarodesempenhode crescimento
(ganho diério, ingestdo de matéria seca e eficacia de racédo)
de gado de acabamento alimentado com regimes alimen tares
contendo combinacdes de material de forragem ensila doegraos
em flocos preparados a partir de hibridos de milho com ou

sem alta expressao de amilase.

[0155] 2. Avaliar caracteristicas da carcaca
e taxas de abcessos no figado em gado alimentado co m regimes
alimentares contendo combina¢gfes de material de for ragem
ensilado e graos em flocos preparados a partir de h ibridos

de milho com ou sem alta expresséo de amilase.
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Projeto Experimental:
[0156] Um projeto de Dblocos completos
randomizados com 4 tratamentos e 12 replicados em u ma

disposicéo fatorial 2x2, da seguinte forma:

[0157] Fator 1: Graode milhofloculadoavapor
preparado a partir de hibridos com e sem alta expre ssao de
amilase

[0158] Fator 2: Silagem de milho preparada a
partir de hibridos de milho com e sem milho com alt o teor de
amilase.

[0159] A cela é a unidade experimental.

Procedimento de estudo:

[0160] Animais de teste: Gado de corte hibrido
com média entre 750 e 900 Ib de peso corporal inici al. Um
grupo de 960 animais de estudo é selecionado a part irde uma

populacao de aproximadamente 1.000 gados.

[0161] Procedimentos de processamento preé-
ensaio: Os procedimentos de processamento pré-estud 0
empregues sao tipicos daqueles usados no sitio de e studo,
mas geralmente consistem em determinacdo de peso co rporal,
identificacdo com etiquetas auriculares com numerag ao

exclusiva, administracdo de vacinas e bacterinas,
administracdo de parasiticidas para controle de par asitas
internos e externos e administracdo de um implante
esteroidal. A profilaxia com um antibiético injetav el pode
ser usada a critério do investigador clinico.

[0162] Alimentacdo e hidratacdo: Os animais
normalmente tém acesso ad libitum a racao e sao alimentados

uma vez ao dia ao longo do estudo. Manjedouras sé&o
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monitoradas diariamente para facilitar o gerenciame nto de
racdo de modo que o gado tenha acesso permitido ad libitum
a regimes alimentares, mas com um minimo de racdo n ao
consumida restante nas manjedouras no dia seguinte. A agua
municipal esta disponivel durante o estudo de bebed ouros
automaticos na cela que sédo compartilhados entre ce las
adjacentes.

[0163] Composicéo de regime alimentar: Regimes
alimentares de base pré-ensaios consistem em uma mi stura de
feno, silagem de milho, milho floculado a vapor e s uplemento

para fornecer proporcbes aproximadamente iguais de

concentrado e fibra alimentar. A silagem de milho ¢ onsiste
em material de forragem de milho de racdo nédo Enoge n® (EFC).
[0164] Durante a fase de ensaio, o componente
de forragem do regime alimentar consiste inteiramen te em
silagem de milho. Comec¢ando no dia 1 do experimento , 0 gado
€ alimentado com regimes alimentares com 50% de con centrado
e 50% de fibra alimentar (Etapa 1), que é alimentad 0 por um
periodo de 5 dias. A propor¢ao de concentrado € aum entadaem

um modo em etapas, de modo que regimes alimentares

seguenciais sejam, cada um, alimentados por 5 dias (Etapas
2, 3 e 4). O regime alimentar de acabamento final ¢ onsiste
em 10% de silagem de milho como a fonte de fibra al imentar,
aproximadamente 6 a 8% de suplemento e o0 saldo em m ilho
floculado, e é alimentado no dia 21 e até que o ens aio seja
concluido apés 120 a 150 dias em alimentacdo. Os re gimes
alimentares sdo formulados para conter 33 gramas/to n de
monensina e, durante os 28 a 42 dias finais em alim entacao,
conter 25 g/ton de ractopamina. O milho flocado a v apor é

processado diariamente. Os regimes alimentares s&o
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preparados frescos diariamente e distribuidos cada manha
para alimentar as manjedouras. Graos (de commodity e EFC) e
forragens (hibridas comerciais convencionais ou EFC ) sao
incorporados diretamente no total de razdes mistas em uma

base diaria e completamente mesclados.

Métodos de coleta de dados e variaveis:

[0165] Pesos corporais: Pesos corporais totais
de pré-tratamento de animais individuais sdo determ inados no
dia 1. Os pesos corporais intermediarios (aproximad amente
dias 28, 56, 84 e 112) e o peso corporal final sdo obtidos

para celas de animais.

[0166] Consumo de racdo: Regimes alimentares
experimentais sdo alimentados iniciando no dia 1 do estudo
e continuam até o estudo ser concluido. A quantidad ederacao
distribuida para cada cela é registrada diariamente . 0O
excesso de racao residual é removido nos dias de pe sagem e
conforme necessario de modo a assegurar que racao f resca
seja mantida nas manjedouras. As quantidades da for ragem a

ser distribuida para cada cela sdo pesadas.
[0167] Os pesos da ragcéo ndo consumida restante
nas manjedouras de alimentagdo sado medidos conforme

necessario, mas minimamente nos dias de pesagem

intermediaria e no dia final do estudo. As recusas de racéo
também podem ser medidas em outros momentos a crité rio do
investigador clinico (por exemplo, contaminacdo fec al,
deterioracdo, etc.). Determinacdes de matéria seca séo
realizadas nas amostras compdsitas de racao nao con sumida em
intervalos. As quantidades totais de racao distribu ida (com
base na alimentac&o) para cada cela durante um inte rvalo de

tempo especifico sdo computadas.
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[0168] Desempenho de crescimento:

diario médio é computado para cada cela de gado. A

O ganho

ingestao

total de matéria seca para cada cela é registrada, e a
eficacia de ganho é computadas como ADG dividido pe la
ingestdo diaria por animal de matéria seca de racao
Ingestbes de matéria seca, taxas de ganho e eficaci as de
racdo para cada cela sdo computadas em aproximadame nte
intervalos de 28 dias e ao longo do estudo.

[0169] Caracteristicas de carcaca: No dia de
coleta, os animais sao removidos de suas celas como umgrupo,
pesados com o0 uso de uma escala de grupo e carregad 0S em
caminhdes para transporte para um abatedouro comerc ial. As
carcacas sao identificas por ordem de coleta no aba tedouro.
O peso de carcagca quente e a incidéncia e gravidade de
abcessos no figado sado registrados no dia de coleta . ApGs 24
a 48 horas de refrigeracdo, a pontuacdo de marmoriz acao, a
area de musculo longissimus, espessura de gordura s ubcutanea
(12 a costela), incidéncia de carne de corte escura, gra ude
rendimento USDA e grau de qualidade USDA séo regist rados
para cada carcaca.
EXEMPLO 5
Sitio e extensao de digestédo de regimes alimentares contendo
grao de milho ou milho derivado de um hibrido de mi Iho de
racao Enogen®
Objetivos:

[0170] 1) Comparar o sitio e extensdo de
digestdo de matéria seca, matéria organica, amido, fibra de
detergente neutro (NDF), fibra de detergente acido (ADF),
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nitrogénio e lipidio nos regimes alimentares de aca bamento

compreendidos de milho e silagem de milho; e

[0171] 2) Medir taxas de diluicdo de liquido e
sintese de proteinamicrobianano gado alimentado c omregimes
alimentares que consistem em combinacdes de gréo de milho e

silagem de milho.

Métodos de estudo:

[0172] Animais de estudo. O estudo utiliza 12
novilhos multicanulados (ruminais, duodenais, ileai S) com
peso corporal médio de aproximadamente 500 |b. Os n ovilhos
sao equipados com canulas ruminal, duodenal (duplo L; 6 cm
posterior ao esfincter pilorico) e ileal (duplo L; 10 cm
anterior a juncao ileocecal). Os novilhos sdo aloja dos em
baias equipadas com manjedouras de alimentacao e be bedouros
individuais.

[0173] Projeto de estudo. O experimento
consiste em um projeto de quadrado latino 4 x 4 rep licado
com uma disposicao fatorial 2 x 2 de tratamentos. O s fatores
consistem em 1) fonte de graos (moagem ou milho de racao
Enogen® (EFC)) e 2) fonte de forragem (hibrido come rcial
comumente usados para producao de silagem de milho ou hibrido
de silagem de EFC). O experimento consiste em quatr o periodos
de 15 dias, cada um incluindo um periodo de adaptag ao de 10

dias e um periodo de amostragem de 5 dias.

[0174] Regimes alimentares experimentais. Os
regimes alimentares sdo mosturados diariamente e of erecidos
aos novilhos ad libitum aproximadamente as 8:00 damanha. Os
regimes alimentares contém (com base na matéria sec a)
aproximadamente 10% de silagem de milho, 84% de mil ho e 6%

de suplemento.
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Coleta, processamento e analise de regimes alimenta res,
orts, regurgitacao e fezes.

[0175] Oxido crémico (10 g) €é misturado
diariamente em regimes alimentares individuais nos dias 4 a
13 como um marcador para determinar a digestibilida de do
regime alimentar. No dia 15, uma solucao de 200 mli contendo
3 g de Co-EDTA é dosada por pulso através da canula ruminal
as 8:00 da manha para estimar a taxa de passagem do liquido.
Nos dias 11 a 14, uma porcentagem fixa de orts diar ias e
subamostrada e composta por periodo. As amostras de regime
alimentar sdo coletadas apos a mistura nos dias 10 al3e
compostas por periodo em uma base de peso igual. O 15° dia
de cada periodo é usado para coletar fluido ruminal para
medicdo de pH, &cidos graxos volateis (VFA) e taxa de
passagem. As amostras de quimo duodenal (~ 300 ml) e ileal
(~ 200 ml) e captura fecal (~ 300 g em base umida) séao
coletadas trés vezes ao dia nos dias 11 a 14. As am ostras
sao coletadas em intervalos de 8 horas, com tempos de coletas
avancados 2 horas por dia para obter um perfil que represente
um ciclo de 24 horas apés a alimenta¢do. Amostras d uodenal,
ileal e fecal sdo congeladas imediatamente a 4 °C. As
amostras de regurgitacdo e fezes sdo compostas para cada
novilho no final de cada periodo de coleta. As amos tras de
regime alimentar, orts e fecal sdo secas por 4 dias ab5°C,
equilibradas com ar e, entdo, moidas com o uso de u ma peneira
de 1 mm (moinho Wiley n o 2, Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA). As amostras de regurgitacdo sao
liofilizadas (Virtis Genesis modelo 35EL) antes de serem
moidas através de uma peneira de 1 mm em um moinho Wiley. O
regime alimentar, orts, regurgitacao e fezes sao an alisados
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guanto a matéria seca (24 horas a 105 °C), matéria

(600 °C por 2 horas), nitrogénio (analisador de nit

LECO FP-2000; St. Joseph, MI), amido, glicose livre
uso de um autoanalisador Technicon Ill) e quanto ao
Aproximadamente 500 ml de fluido ruminal séo coleta
vezaodianosdias1lal4 paraestimarasintese
microbiana ruminal. As amostras sdo mescladas para
bactérias associadas a particulas e peneiradas atra
camadas de gaze antes de serem congeladas a 4 °C. O
de coleta sdo avancados 6 horas por dia para obter
amostra em cada intervalo de 6 horas em um ciclo de
isoladas do conteu

Células microbianas ruminais sao

ruminal por centrifugacdo diferencial, liofilizadas
analisadas quanto a matéria seca, matéria organica
nitrogénio. As concentracbes de citosina de amostra
células microbianas e duodenais sdo medidas. A prop
regurgitacdo duodenal de origem microbiana € determ
dividindo-se o fluxo de citosina duodenal pela raza
citosina microbiana:nitrogénio. O fluxo de nitrogén
alimentacdo é calculado subtraindo-se o fluxo de ni

total do fluxo de nitrogénio microbiano, incluindo,
contribuicbes enddgenas de nitrogénio. A verdadeira
organica fermentada no rimen € calculada como a ing
matéria organica menos a matéria organica total que

o duodeno, corrigindo a matéria organica microbiana
alcanga o duodeno. Amostras de fluido ruminal sao c

as 08:00 no dia 15 e subsequentemente as 2, 4, 6, 8

e 24 h apOs a alimentacdo. O fluido ruminal € penei

através de quatro camadas de gaze e analisado quant

no momento da amostragem com o uso de um medido de
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portatil. O fluido ruminal (8 ml) é adicionado a 2 ml de
acido metafosférico a 25% (peso/vol) e congelado pa raanalise
posterior de VFA e amodnia. Aproximadamente 20 ml de fluido
ruminal peneirado sédo colocados em frascos de cinti lacéo e
congelados para analise posterior de cobalto. O cob alto é
medido nofluido ruminalapds ser descongelado e ce ntrifugado
a 30.000 x g por 20 minutos com o uso de espectrofotometria
de adsorcdo atomica. As amostras de fluido ruminal
acidificado sdo descongeladas, centrifugadas a 30.0 00 x g
por 20 min e analisadas quanto a VFA por cromatogra fia em
fase gasosa (cromatografo a gas Agilent 7890a equip ado com
coluna Nukol del5 m) e quanto a NH 3 com o0 uso de um
autoanalisador Technicon Ill (Bran and Luebbe, Elms ford,
NY).
Analises estatisticas

[0176] Dados de ingestéao, fluxo e digestédo sao
analisados com o uso de animal individual como a un idade
experimental com PROC MIXED do SAS. O modelo inclui efeitos
de fonte de gréos floculados, fonte de silagem e a interacéo
entre a fonte de grdos e a fonte de silagem. Efeito S
aleatorios incluem orientacdo e periodo. Dados de a cidos
graxos volateis, NH 3, e pH sao analisados como medidas
repetidas com o uso da estrutura de covariancia de simetria
composta de PROC MIXED do SAS. A indicacdo de model o inclui
efeitos de fonte de graos floculados, fonte de sila gem, hora
e todas as interagdes. A indicacdo aleatdria inclui efeitos
de orientacdo e periodo e orientacdox periodo x fon te de
graos x fonte de silagem. A medida repetida é defin ida como
a hora dentro de periodo x orientacdo x fonte de gr aos x
fonte de silagem. Para determinar as taxas de passa gem de
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liquido, concentractes de cobalto as 0, 2, 4, 6, 8, 12, 18

e 24 h sao transformadas em logaritmos naturais e r egredidas
no

tempo para novilhos individuais com o uso do proced imento
REG do SAS. Asinclinagfes (estimativas de taxas de passagem)
sdo analisadas com o uso do procedimento MIXED do S AS

conforme descrito anteriormente

EXEMPLO 6

Estudo de gado de corte de recria com milho de raca o0 Enogen®
[0177] Gado de recria (algumas vezes chamados

de gados de cria) sdo animais em um estagio interme diario

entre amamentacédo (que ocorre tipicamente entre 400 e 550

libras) e acabamento no parque de engorda. Esses an imais sao

tradicionalmente alimentados com um regime alimenta rica em

forragem, tal como pastagens, embora suplementacdes sejam,

algumas vezes, usadas também.

Objetivo

[0178] Determinar a resposta do bezerro em
crescimento ao milho de racédo Enogen®, contendo um traco da
enzima alfa-amilase, quando alimentado como milhod escascado

inteiro (WC) ou milho laminado a seco (DRC).

Procedimento experimentais:

[0179] Quatrocentos e vinte seis novilhos
hibridos (peso médio de 538 libras) foram transport ados de
Lazbuddie, Texas para a unidade de estoque de carne na Kansas
State University (KSU). Um projeto fatorial 2 x 2 f 0i
empregue com dois tipos de milho (Enogen® vs. milho amarelo
ne 2) e dos niveis de processamento de milho (WC vs. DRC).
Os novilhos foram alimentados com umaracéo mistat otal (TMR)
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uma vez ao dia por 76 dias, seguido por um periodo
preenchimento de intestino de 14 dias (90 dias no t

[0180] Os quatro regimes alimentares
tratamento foram formulados para fornecer 51 Mcal d
(energia liquida para ganho)/100 Ibs. Detalhes da T
abaixo na Tabela 12.

Tabela 12: Regimes alimentares experimentais.

Ingrediente % de DM

Milho  (variedade X 28,57

processamento) 1

Suplemento 6,43
Feno de alfafa 17,50
Feno pradaria 17,50
WDG5 30,00

100% com base em DM

(matéria seca)

Matéria seca, % 60,30
Proteina, % 16,08
Calcio, % 0,85
Fosforo, % 0,41
Sal, % 0,32
Potassio, % 1,09
Magnésio, % 0,22
Gordura, % 0,22
ADF, % 20,59
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NEM, Mcal/100 Ib 78,81

NEg*, Mcal/100 Ib 51,13
1Tipode milho: Enogen®vs. amarelo negativon o2 ealimentado
como milho descascado inteiro (WC) ou laminado a se co (DRC)

2Graos destilados umidos com soluveis
3Energia liquida para manutencao

4Energia liquida para ganho

Resultados:

[0181] Os novilhos foram avaliados quanto ao
peso corporal inicial (BW), BW final, ganho diario médio
(ADG), ingestdo de matéria seca (DMI) e racdo:ganho (F:G).

Os resultados sao mostrados na Tabela 13 abaixo.
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Tabela 13: Desempenho de lote seco.

Enogen® | Amarelo
ne 2
ltem wC DRC wWC DRC SEM Valor
P
BW 539 538 539 587 1,08 0,77
inicial
(Ibs)
BWfinal 850 851 838 847 4,29 0,10
(Ibs)
ADG 3,42 B,43 3,R9 3,41 0,04 0,09
DMI 20,4 40,5 21i3 20,8 0,37 0,09
F.G 5,97 5{97 6,40 6,10 0,11 0,01
Sumario:
1. Os pesos corporais finais e ADG tenderam a
ser maiores (p<0,10) para bezerros alimentados com milho de
racdo Enogen®.
2.  DMltender a ser menor (p<0,09) para bezerros
alimentados com milho de ragdo Enogen®.
3. A eficacia de racédo (F:G) de bezerros que
receberam milho de ragcdo Enogen® foi melhorada em 5 ,5%

(p<0,01).
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EXEMPLO 7
Grao de milho de racdo Enogen® e regime alimentar d e silagem
de racdo Enogen® combinados em gado de corte de rec ria
[0182] O objetivo desse estudo é comparar o
milho de racdo Enogen® contendo um traco da enzima alfa-
amilase (EFC) com um milho progenitor comisolina s emotraco
da enzima alfa-amilase (isolina negativa) quando al imentado
como silagem de milho e grdo de milho em relagédo a saude e
ao desempenho do gado de corte de recria em crescim ento.
[0183] O valor relativo de EFC como uma fonte
de energia como uma silagem e/ou grado para gado de corte
recém-chegado e em crescimento € desconhecido. Regi mes
alimentares de gado de corte em crescimento sao nor malmente
compreendidos por maiores quantidades de subproduto s da
indUstria de processamento de fibras alimentares e graos com
aproximadamente um ter¢co da ingestdo de DM consisti ndo em

milho ou outro cereal como uma fonte de energia.

Projeto experimental — Estudo de desempenho:

[0184] O ensaio € iniciado na unidade de
estoque de carne da Kansas State University (KSU) ( KSBSU) e
inclui 32 celas (8 para cada tratamento) compreendi das por
12 a 14 animais cada uma, e dura aproximadamente 76 dias
além do periodo de equalizacao de preenchimento de intestino
de 14 dias (90 dias no total). Os quatro regimes al imentares
de tratamento sao formulados para fornecer 50 Mcal de NEg/100
Ibs. Os regimes alimentares sé&o similarmente projet ados
seguindo uma disposicao fatorial 2 X 2 de tratament 0S com
fatores de silagem de milho + alfa-amilase/- alfa-a milase e
grao de milho + alfa-amilase/- alfa-amilase; Tabela 14). Os
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individuos sao estratificados por peso em seu bloco (cada
carga) e aleatoriamente atribuidos as celas. Tratam entos

sao, entdo, aleatoriamente atribuidos as celas.
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Tabela 14. Dieta

Porcentagem de DM

Ingrediente
Milho 1 38,5
Suplemento 7,50
Feno de 7,00
alfafa
Feno 7,00
pradaria
Silagem de 40,00
milho

Total 100

100% com base em DM

ltem
Matéria 54,60
seca, %
Proteina, % 12,86
Calcio, % 1,05
Fosforo, % 0,32
Sal, % 0,40
Potassio, % 0,94
Magneésio, % 0,19
Gordura, % 3,30
ADF, % 16,66
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NEm, 78,04
Mcal/100 Ib
NEg, 50,36
Mcal/100 Ib
1 Silagem de milho e grdo de milho (Enogen) vs silage m de

milho e grao de milho com isolina negativa

1) Descrigao de animais:

[0185] Aproximadamente 400 bezerros de
corte hibridos fémeas pesando aproximadamente 500 | bs. séo
obtidos e transportados por meio de caminhdes comer ciais
para a unidade de estoque de carne da KSU. Apés a ¢ hegada,
todos os animais séo visualmente examinados para av aliar a

situagdo de saude, incluindo sistemas respiratorio,

locomotor e digestivo. Quaisquer animais com proble mas de
saude sadoimediatamente removidos do estudo. Todos osanimais
sao testados para situacéo de BVDV-PI. Se positivo, o animal

é removido do estudo.
2) Requisitos médicos preventivos:
[0186] Aproximadamente 24 horas apés a chegada,
o gado é processado com protocolos de saude padrao que
incluem vacina viral viva modificada (rinotraqueite
infecciosa, diarreia viral bovina, para-influenza-3 , Vvirus
sincicial respiratério bovino), 7 formas da vacina
Clostridia e anti-parasiticida.
3) ldentificagéo de animal:
[0187] Apbés a chegada, todos os animais de
estudo sdo administrados com uma etiqueta auricular suspensa
exclusiva com uma etiqueta de botdo RFID.

4) Agua
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[0188] O gado tem livre acesso a agua potavel

em todos 0s momentos.

5) Racodes:
[0189] Osregimes alimentares sao formulados de

modo a atender ou exceder as recomendacdes dessa cl asse de
animal conforme recomendado pelos Requisitos Nutric ionais de
Gado de Corte do Conselho Nacional de Pesquisa (NRC , 72
edicao, 1996). Os regimes alimentares séo ajustados conforme
necessario para atender as mudangcas nos requisitos de
nutrientes ao longo de um periodo de estudo de 76 d ias. A
composicao dos regimes alimentares e todas as mudan cas no

regime alimentar séo registradas.
6) Amostragem de ragdo e manjedoura
[0190] Amostras de racdo e manjedoura sé&o
coletadas em uma base semanal e compostas para anal ise.

7) Adaptacao de alimentacao do regime alimentar:

[0191] Bezerros sédo alimentados com seus
respectivos regimes alimentares de tratamento uma v ez ao
dia, e as quantidade de racdo distribuidaem cadaa limentacéo

para cada cela séo registradas.

8) Tratamentos de saude:

[0192] Funcionarios treinados na KSBSU sao
responsaveis por identificar animais clinicamente d oentes,
mové-los para a area de tratamento e administrar o tratamento
adequado. Cada cela é observada pelo menos duas vez es ao dia
para identificar animais clinicamente doentes. Cada animal
gue é identificado como doente é movido para a area de
tratamento. Os animais com uma pontuacdo de enfermi dade
clinica maior que 1 e uma temperatura retal maior o u igual
a 104 °F e mais de 72 horas apoés a chegada séao trat ados. Os
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tratamentos se baseiam no protocolo normal de trata mento da
KSBSU mostrado abaixo (Tabela 15). Os animais séo r etornados
para sua cela de origem apds o tratamento, e qualqu er animal
tratados trés vezes para BRDC € designado como “crb nico” e

removido do estudo.

Tabela 15.
Pontuacéo de enfermidade clinica
Pontuacgéo de
enfermidade
Defini¢éo Aparéncia clinica
clinica
(CIS)
1 Normal Normal/saudavel
Levemente Depressao
2
doente moderada/esquelético
Depressao grave/respiracao
Moderadamente
3 dificil/secrecdo ocular ou
doente
nasal
Gravemente Moribundo/quase  morte/pouca
4
doente resposta a abordagem humana
Protocolo de tratamento por evento
Retencdo de
Evento  Antimicrobiano Dosagem Via
abate
Resflor
6
la (florfenicol e
ml/peso SQ 38 dias
Retirada flunixina
_ de gado
meglumina)
2a Baytril
5ml SQ 28 dias
Retirada (enrofloxacina)
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3a Biomicina
5ml SQ 28 dias

Retirada (oxitetraciclina)

9) Coleta de dados de desempenho e saude

[0193] O gado é individualmente pesado na
chegada (dia -1), no processamento inicial (dia 0), na
revacinacao (dia 14), no dia 48 (amostra de captura de amido
fecal) e no ultimo dia do ensaio (dia 90). Os pesos de cela
sdo registrados semanalmente onde ndo hd um peso in dividual
programado. O ganho médio diario e a conversao de r acao sao
calculados para cada cela por cinco periodos de tem po:
chegada ao 14, ao dia 21, ao dia 34, ao dia 48, ao dia 62 e

ao dia 76. As manjedouras de racdo sao lidas pelos

funcionarios da KSBSU diariamente, e a quantidade d e racao
alocada se baseia na pontuagédo da manjedoura daquel e dia,
que reflete o consumo de racao desde a alimentacéo anterior.

A quantidade total de racdo descarregada em cada ce la &

registrada em cada alimentacao.

[0194] Morbidade, mortalidade, fatalidade do

caso, data até a primeira retirada e taxa de sucess o do
primeiro tratamento antimicrobiano sao calculadas, se
necessario. A morbidade é calculada como o numero d e animais
por tratamento que recebem um primeiro tratamento p ara BRDC
dividido pelo nimero de animais inscritos no tratam ento. A
mortalidade é calculada como o numero de animais qu e morrem
de BRDC por tratamento dividido pelo niamero total d e animais
inscritos no tratamento. A fatalidade do caso é cal culada
para cada tratamento como o niamero de mortes devido a BRDC
dividido pelo nimero de animais tratados pelo menos uma vez
para BRDC. A data para primeira retirada € calculad acomo
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uso da data em que o animal foi retirado em relagéo ao dia

0 do ensaio. A taxa de sucesso do primeiro tratamen to
antimicrobiano € determinada dividindo-se o0 numero de
animais tratados apenas uma vez para a enfermidade pelo

namero total de animais inicialmente tratados para
enfermidade.

10) Medicdes de ambiente fisico

[0195] Os dados climaticos, incluindo
precipitacdo, velocidade e direcdo do vento, umidad e
relativa e temperatura sdo coletados por uma estaca o de
monitoramento meteoroldgico (Estacdo meteoroldgica Storm3
Waterlogger Five Parameter, Stevens Water Monitorin g
Systems, Inc.) ao longo de um periodo de pesquisad e 56 dias.

11) Andlise de dados

[0196] Os dados séo analisados para avaliar a
diferenca nos resultados desempenho e saude entre o S quatro
tratamentos de regime alimentar. A propor¢cdo de mor bidade,
mortalidade e fatalidade do caso do nivel de tratam ento &
analisada com o uso de modelos de regressao logisti ca.
Projeto experimental - Estudo de ingestao e digesti bilidade:

[0197] O ensaio é conduzido na unidade de

estoque de carne da Kansas State University (KSBSU)

concomitantemente com o estudo de desempenho descri to acima.
Quatro novilhos hibridos de corte pesando 450 a 500 Ibs sdo
usados para conduzir o estudo de ingestao e digesti bilidade
(Wang et al., 2016. J. Anim. Sci. 94-1.159 a 1.169). Os
novilhos sao individualmente alojados em uma instal acao
externa. Com o0 uso dos mesmos regimes alimentares d e
tratamento listados acima, um novilho é aleatoriame nte
atribuido a cada tratamento para um total de 4 novi lhos.
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1) Projeto de quadrado latino

[0198] Quatro novilhos hibridos de corte séo
usados para determinar a digestibilidade invivo  dos regimes
alimentares de teste. O estuda dura 60 dias com qua tro
periodos de 15 dias para concluir um projeto de qua drado
latino. Cada periodo consiste em um periodo de adap tacdo de
10 dias, 4 dias de amostragem fecal e 1 dia de cole ta de

amostras de regurgitagéo ruminal.
2) Amostras de regurgitacao ruminal

[0199] As amostras de regurgitacao ruminal sao
tomadas no final de cada periodo para determinar a
digestibilidade dos regimes alimentares de tratamen to. As
amostrastambém sdo analisadas quanto a propor¢aod e marcador
para determinar as taxas de diluigdo de liquido. As
concentracdes de acetato, propionato, butirato e la ctato sado
analisadas e calculadas.
3) Amostras fecais

[0200] Amostras de captura fecal temporizadas
sdo analisadas para determinar a concentracdo de ma rcador
presente.

4) Analise in vitro

[0201] A fermentacao in vitro € usada para
determinar a digestibilidade da matéria seca in vitro
(IVDMD), a digestibilidade da matéria organica in vitro
(IVOMD) e a producdo de gas associdada aos quatro r egimes

alimentares de tratamento.

EXEMPLO 8

Impacto de milho de racdo Enogen® Silagem ou grdo n 0

desempenho e na digestdo de gado de corte em cresci mento
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[0202] Objetivo: Avaliar o grédo de milho de
racdo Enogen® (EFC) em regimes alimentares antecede ntes
contendo 40% de grao de milho e avaliar silagem de milho EFC
(com grao equivalente assumindo que a silagem é de 50% de

grao com base em uma matéria seca [DM]).

Procedimento experimentais:

[0203] Silagem: Milho irrigado cultivado no
centro de pesquisa e extensao do leste de Nebrasca € usado
para a colheita de silagem e gréo seco. A colheita de silagem
foi alvejada em 37 a 38% de DM ou aproximadamente 3 /4 de
linha de leite. Cada carga de silagem foi pesada na entrega
e amostrada para teor inicial de DM. Durante a alim entagao,
a silagem é amostrada na face semanalmente para ana lise de
DM. As amostras sdo retidas por semanaparateros ubsequente
de nutrientes, pH e acido organico em compdsitos me nsais.
Todo o material removido para alimentacao é pesado como esta
e as porcentagens de DM semanais usadas para quanti dade de

DM alimentada. O grao foi produzido sob protocolos
preservados por identidade e armazenado como grao i ntegral
em caixas separadas. Conforme necessario, o0 grdo é
distribuido e processados como milho laminado a sec 0 sob

preservacao de identidade.

Estudo de crescimento:

[0204] Antecedentes do gado: Todos os novilhos
séo recebidos como bezerros desmamados na Universid ade de
Nebrasca, Eastern Nebraska Research and Extension C enter
proximo a Mead, NE. Os bezerros sao recebidos por 3 a4
semanas antes do experimento para assegurar que tod 0S 0s
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bezerros sdo saudaveis. Os bezerros podem ser culti vados
durante oinverno antes do experimento para assegur arasaude

e a prontiddo. O manuseio do animal e 0 espago para esse
experimento estdo de acordo com o Guia para o cuida do e uso

de animais agricolas em Pesquisa e Ensino Agricola (FASS,
Primeira Edicdo Revisada, janeiro de 1999). Todos o S
procedimentos delineados como parte deste estudo es tdo em

conformidade com o comité de cuidado de animais da

Universidade de Nebrasca.

Projeto e Alocacao

[0205] Os novilhos séao alimentados com um
limite estimado de 2% de peso corporal (BW), um reg ime
alimentar de 50% de alfalfa, 50% de racao de gluten de milho
umida (WCGF) por 5 dias antes da pesagem. Os pesos sao
coletados em individuos por dois dias consecutivos para
minimizar os efeitos de preenchimento intestinal e obter um

peso corporal inicial preciso.

[0206] Esse estudo utiliza 576 novilhos (12
novilhos/cela). Os novilhos séo atribuidos aleatori amente a
celas com base no preso do primeiro dia. Critérios de
bloqueio podem ser usados, dependendo da faixa no p €so
corporal. As celas séo atribuidas aleatoriamente a um dos 6
tratamentos descritos abaixo. Esse estudo € projeta do como
um projeto completamente randomizado (ou projeto de blocos
randomizados, se os critérios de blogueio forem nec €SSarios)
com 6 tratamentos dispostos como uma disposicao fat orial de
2 x 2 + 2 de tratamentos. A cela é a unidade experi mental,
e ha 8 replicacdes por tratamento de efeito simples , OU um

total de 48 celas com 6 tratamentos.
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Regimes alimentares e alimentacao

[0207] A composicdo do regime alimentar de
tratamento € descritana Tabela 16. A estruturade tratamento
€ organizada como um fatorial de 2 x 2 juntamente c om 2
tratamentos de comparacao adicional. Na disposicao fatorial,
os fatores incluem silagem com ou sem traco de expr essao
alfa-amilase Enogen® (EFC) e miolo processado (2 mm ) ou n&o.
2 tratamentos adicionais permitem a avaliacdo do gr ao de

milho usado em regimes alimentares antecedentes com

forragem. A inclusdo de 40% de gréo é idéntica a in cluséo de
40% de grao quando 80% de silagem de milho é alimen tada,
assumindo-se 50% de grédo de milho e 50% de forragem na

silagem de milho.

[0208] Todos os regimes alimentares contém 15%

de graos destilados para fornecer proteina nao degr adavel no
ramen de regime alimentar suficiente (RUP) para ate nder os
requisitos de proteina e 5% de suplemento de matéri a seca.
Os componentes primarios no suplemento de farinhas ao calcio,
ureia para proteina degradavel no ramen, pré-mistur a de
oligoelemento, pré mistura de vitamina ADE e Rumens in® em
niveis alvejados. O carreador para o suplemento de farinha

€ milho finamente triturado. Regimes alimentares sa 0
formulados para fornecer Ca similar e racdes Ca:P a dequadas.
Os regimes alimentares finais fornecem 200 mg/novil ho
diariamente de Monensina. Os novilhos sédo alimentad 0S uma
vez ao dia e os regimes alimentares misturados com 0 uso de

caminhdes de racao Roto-mix.
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Tabela 16. Regimes alimentares com 0s quais bezerro s em
crescimento foram alimentados por aproximadamente 8 4 dias

para avaliar o uso de silagem EFC e gréo de milho.

Traco: CON 1 EFC CON EFC CON EFC

Processamento de Sem Sem
+KP +KP
miolo: KP KP
Silagem ou gréo: Silag Silag Silag Silag Gra Gra

em em em em 0] 0]

Silagem de milho- CON - -
80 - - -
KP
Silagem de milho- EFC - -
KP
Silagem de milho- CON - - - -
80 -
sem KP
Silagem de milho- EFC - - - -
sem KP
Milho laminado a 40 -
seco-CON
Milho laminado a - 40
seco-EFC
Feno de gramineas - - - - 40 40
Graos destilados 15 15
15 15 15 15
Umidos

Suplemento 2 5 5 5 5 5 5

2 CON, milho convencional sem traco de alfa-amilase E nogen®
1Suplemento para fornecer Rumensina (200 mg/novilho
diariamente) e minerais e ureia para assegurar que 0s

requisitos de proteina, mineral e vitamina sejam at endidos.

Medicbes
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[0209] O gado foi pesado dois dias consecutivos
no inicio do ensaio e dois dias consecutivos aproxi madamente
no dia 84 para o BW vivo final. Os novilhos séo ali mentados
com um limite de 2% de peso corporal com 0s mesmos regimes
alimentares alimentados para coleta de pesos corpor ais
iniciais e finais para equalizar o preenchimento de intestino

através de gado de tratamentos.

[0210] Tracos de desempenho incluemingestao de
matéria seca, ganho diario médio (usando peso inici al com
limite de alimentacéo e peso corporal final) e efic acia de
racao.
EXEMPLO 9

Estudo da qualidade de silagem de racdo Enogen®

[0211] Foram realizados estudos para avaliar

varios parametros de qualidade de silagem em silage mderacéo
Enogen® em comparacéo com silagem de milho convenci onal que
nao contém um traco de alfa-amilase. A silagem prep arada a
partir de milho Syngenta Enogen® contendo um traco de alfa-
amilase tinha varias propriedades aprimoradas em co mparacao
com a silagem de controle produzida a partir de hib ridos
Golden Harvest (GH)/ NK (antecedente genético simil ar) ou
hibridos de milho concorrentes. A analise discrimin ante
indicou que as caracteristicas nutricionais de sila gem de
racdo Enogen® podem ser distinguidas dos controles com base

na presenca do traco de alfa-amilase, em vez de no

antecedente genético (dados ndo mostrados).

[0212] A silagem foi preparada a partir de
plantas de milhointeiras cortadas cerca de 6 poleg adasacima
do solo; o material foi, entéo, picado, e amostras em pequena
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escalaforam coletadas em bolsas e vedadas a vacuo. Permitiu-
se gue as amostradas fermentassem por 60 a 75 dias antes da
andlise. Algumas amostras foram excluidas por estar em muito
secas na coleta ou por ndo fermentar de modo eficaz . As
contagens finais de amostra incluidas para analise foram:
165 amostras de silagem de racdo Enogen®, 160 amost ras de
GH/NK néao Enogen® e 105 amostras de hibrido concorr ente sem
um trago de alfa-amilase.

[0213] Espectroscopia de  refletancia no
infravermelho proximal (NIR) foi usada para avaliar varias
caracteristicas nutricionais da silagem. Caracteris ticas de
amido e acucar também foram avaliadas com o uso de analise
quimica, e a digestibilidade do amido in situ no rumen foi
determinada medindo-se o desaparecimento do amido d as
amostras de silagem incubadas em uma bolsa porosa n o rimen
por 7 horas.

[0214] Conforme determinado por NIR, ndo houve
diferencas significativas nas concentracdes de prot eina,
gordura, lignina, cinzas, acido lactico ou acido ac ético ou
no pH da silagem produzida partir de milho de ragéo Enogen®
em comparacgéo com a silagem ndo Enogen® de GH/NK ou hibridos
de milho concorrentes que carecem do traco de alfa- amilase
(dados ndo mostrados).

[0215] Diferencas significativas foram
identificadas nas caracteristicas de amido e acucar da
silagem de racdo Enogen® em comparagao com a silage m de milho
que ndo contétm um traco de alfa-amilase. Dois fator es
importantes que influenciam na disponibilidade do a mido para
oanimal sdotamanho e digestibilidade de particula .Conforme
mostrado na Figura 1, com o uso de analise quimica, houve
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niveis similares de amido total entre silagem de ra
Enogen® e silagem ndo Enogen®. Entretanto, a silage
Enogen® teve um nivel mais alto (199,5% de aumento)

de particula pequena (determinado por difusédo atrav
poro de 50 uM), que pode estar mais rapidamente dis
no rumen e, portanto, pode fornecer mais imediatame

energiadisponivel. Alémdisso, umaumento de 14%n

céo
mderacéo
de amido
és de um
ponivel
nte a

adigestao

de amido norimen ap6s 7 horas insitu (isSD7) foi observado,

sugerindo melhor digestibilidade do amido disponive

silagem de racdo Enogen®.

| com a

[0216] Acucar € uma outra fonte de energia

rapidamente disponivel para o animal. A silagem ten
concentragfes naturais relativamente baixas de aguc
conforme mostrado na Figura 2, a silagem de racdo E
teve um nivel significativamente mais alto (201%) d
totais conforme determinado por métodos de quimica
em comparacdo com a silagem de milho convencional s
traco de alfa-amilase, com o potencial para mais en
disponivel para o animal e micrébios no rumen. Tant
carboidratos soluveis em etanol (ESC) como carboidr
soltveisem agua (WSC), conforme determinado por NI
nivel significativamente mais alto de silagem de ra
Enogen® em comparacéo com silagem GH/NK ou silagem
concorrente que carece de um traco de alfa-amilase.
Adicionalmente, acUcares totais (glicose, frutose,
lactose e manitol) conforme medidos por andlise qui
mostraram o mesmo padrao.

[0217] As caracteristicas de fibra da silagem
também foram determinadas por NIR. A digestibilidad

fiboras € positivamente correlacionada com a ingesta
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matéria seca, visto que fibra mais digestivel € men 0s
preenchedora para o animal, como um resultado do te mpo de
transito mais r4pido através do rimen. O animal, en tdo, tem
acapacidade para consumir mais forragem, o que pod eimpactar
positivamente no desempenho, tal como ADG ou produg ao de
leite. Digestibilidade de fibra de detergente neutr o (NDFd)
€ uma medida de digestibilidade de fibra tomada em varios
intervalos de tempo e é frequentemente usada para ¢ omparar
o valor de alimentacao das forragens. Silagem de al ta NDFd
permite um maior potencial de ingestdo de matéria s eca e,
portanto, o potencial para alimentar o animal com m ais
silagem.

[0218] Nesse estudo de qualidade de silagem,
previu-se, por NIR, que a silagem de racdo Enogen® tem uma
NDFd mais alta, um indicador importante da digestib ilidade
de fibra, do que a silagem de milho convencional. C onforme
mostrado na Figura 3, a silagem de racdo Enogen® au mentou 0s
valores de NDFd conforme determinado em diversos po ntos no
tempo em comparacdo com a silagem de milho ndo Enog en® que
ndo contém um trago de alfa-amilase: um aumento de 8,2% (30
horas), aumento de 12,6% (120 horas) e aumento de 6 ,2% (240
horas). Os valores foram significativamente diferen tes em
todos os pontos no tempo. Em contrapartida, previu- se, por
NIR, que a silagem de racdo Enogen® tem uma diminui cao de
18,5% (120 horas) e 17,4% (240 horas) na fibra neut ra nao
digestivel (UNDF) em comparacdo com a silagem de mi Iho

convencional (dados ndo mostrados).

[0219] Ademais, conforme previsto por NIR,
houve um aumento de 6,4% na digestibilidade total d e fibras
de detergente neutro no trato (TTNDFd) de silagem d e racao
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Enogen® em comparagao com a silagem de milho conven cional
(dados nédo mostrados). TTDNFd oferece uma vista hol istica de
digestibilidade de fibra avaliando-se a taca de dig estdo de
fibras, a taxa de passagem de fibras e o teor de fi bra
indigestivel. Um valor mais alto de TTNDFd sugere m elhor
digestibilidade de fibra e ingestdo de matéria seca , 0 que

pode suportar um melhor desempenho do animal.
[0220] Em suma, esse estudo aponta para a

silagem de racdo Enogen® como tendo um aumento na

concentracdo de amido de particula pequena, resulta ndo em
melhor digestibilidade de amido. Essa caracteristic a do
amido juntamente com um maior nivel de acucares for nece
fontes de energia mais prontamente disponiveis ao a nimal e

micrébios ruminantes, o que pode resultar em melhor

desempenho do animal. Adicionalmente, uma melhor

digestibilidade de fibra na silagem de racdo Enogen ® pode
resultar em maior ingestdo de matéria seca, o que, novamente,
suporta um melhor desempenho do animal que, no caso desse
estudo, € previsto como cerca de 2 a 5 Ibs/cabeca/d ia de
aumento de producdo de leite com base na andlise co m um
pacote de software comercial (NDS Professional, dis ponivel

para transferéncia por download na Internet em
rumen.it/en/ndspro) comumente usado por nutricionis tas

profissionais em animais.

EXEMPLO 10

Avaliacdo de fermentagao, valor nutritivo e estabil idade
aerobica de silagem de milho de racdo Enogen® armaz enada em
temperaturas variaveis ou tratada com

inoculantes/estabilizantes quimicos diferentes
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Objetivos:

[0221] Avaliar afermentacéo, adigestibilidade
de amido ruminal e a estabilidade aerdbica de silag em de
milho de racdo Enogen® (EFC) vs. silagem de control e conforme
afetada por duracdo de armazenamento sob 1) regimes de
temperatura de armazenamento diferentes ou 2) trata mento
pré-armazenamento diferente com inoculante ou estab ilizante
quimico.

Materiais e Métodos:

[0222] Hibridos de milho sdo fornecidos pela
Syngenta e plantados e gerenciados sob praticas agr ondémicas
normais na University of Delaware Farm. As plotagen S sao
aproximadamente 8 a 12 fileiras e tém 400 a 600 ft. de
comprimento. Toda a matéria seca (DM) da planta foi coletada
com o uso de uma colheitadeira tipo tracao (John De ere 3975,
Moline, IL) equipada com um processador mecanico (a juste de
vao de rolo de 1,40 mm). Plantas de milho foram pic adas com
uma meta de 34 a 36% de DM e um comprimento tedrico de corte
de 19 mm e embaladas em silos de laboratério de 7,5 lauma
densidade de cerca de 230 kg de DM/m 3 (cerca de 44 Ib como
peso umido ou 15 Ib de DM/t 3).

Efeito de temperatura do experimento 1:
[0223] Cinco replicados individualmente
preparados dos seguintes tratamentos foram embalado S para

armazenamento por diferentes duracbes de tempo e

temperaturas (6 trt x5reps  x3pontos notempo = 90 silos):
1) Hibrido de controle armazenado a 22 °C (72 °F)
2) Milho de racdo Enogen® armazenado a 22 °C
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3) Milho de racdo Enogen® tratado com LB500*
armazenadoa 22  °C

4) Hibrido de controle armazenado a 40 °C (104 °F)

5) Milho de racdo Enogen® armazenado a 40 °C

6) Milho de racdo Enogen® tratado com LB500*
armazenadoa 40  °C

*LB500 = taxa de aplicacao final de 400.000 cfu de
Lactobacillus buchneri 40.788 + 100.000 cfu de Pediococcus
pentosaceus 12.455 (Lallemand Animal Nutrition).

[0224] Os silos dos tratamentos 1 a 3 sdao
armazenados a temperatura ambiente do laboratoério d e cerca

de21a22  °Cpor30,120e 240dias. Os silos dos tratamentos

4 a 6 sdo armazenados a uma temperatura elevada de cerca de
40 °C por 0 a 120 dias, mas depois sdo armazenados a um a
temperatura mais baixa (mas ainda elevada) de cerca de32 °C

até a abertura no dia 240.

Experimento 2 Efeito de inoculante/estabilizante:

[0225] Cinco replicados individualmente
preparados dos seguintes tratamentos foram embalado S para
armazenamento por diferentes duracbes de tempo apoés o]
tratamento sem inoculante ou estabilizante quimico, todos a

22 °Cl72 °F (6 trt x5reps  x 3 pontos no tempo = 90 silos):
1) Hibrido de controle néo tratado
2) Hibrido de controle com estabilizante quimico*
3) Hibrido de controle + LB500**
4) Hibrido Enogen® nao tratado
5) Hibrido Enogen® com estabilizante quimico

6) Hibrido Enogen® + LB500**
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*LB500 = taxa de aplicacao final de 400.000 cfu de
Lactobacillus buchneri 40.788 + 100.000 cfu de Pediococcus

pentosaceus 12.455 (Lallemand Animal Nutrition).

Amostragem e analise:

[0226] Em cada abertura (30, 120 e 240 d) para
cada experimento, 0s pesos de silo sdo determinados e usados
com o teor de DM de silagens para determinar a recu peracao
de DM. A partir da experiéncia anterior, 0 armazena mento a
longo prazo de amostras de silagem em silos de labo ratério
resulta frequentemente em uma caréncia de leveduras viaveis,
visto que os silos sdo extremamente vedados (mais d o queo

que ocorre em silos comerciais). Assim, durante o0

armazenamento, os silos armazenados para aberturas nos dias
120 e 240 s&ao submetidos a um estresse de ar contro lado de
4 h/semana durante as 6 semanas finais de armazenam ento. Em
toda abertura do silo é determinada a estabilidade aerobica
das silagens de milho. Cerca de 3 + 0,01 kg de silagem de
milho representativa de cada silo sao retornados pa raomesmo
silo limpo. Um fio termopar é colocado no centro ge ométrico
de cada massa da amostra e temperaturas sao registr adas a
cada 30 min com o uso de um coletor de dados (DataT aker DT85,
Thermo Fisher Scientific Australia, Pty). A tempera tura
ambiente é registrada a partir de um fio termopar e m um balde
vazio. Os baldes s&o cobertos com duas camadas de g aze e
expostos ao ar no laboratério (22 + 1 °C). A estabilidade

aerébica é calculada como o numero de h antes de a
temperatura da massa de silagem subir 3 °C acima da

temperatura de linha de base.
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[0227] O teor de DM de todas as amostras é
determinado secando-se em um forno com circulacgéo f orcadade
ar a 60 °C por 48 h. Uma porcéao de cada amostra sec a é moida
com o uso de um moinho de amostra Udy Cyclone (Udy Corp.,
Fort Collins, CO) para atravessar uma peneira de 1 mm e
analisada quanto a fibra de detergente neutro (NDF) . Afibra
de detergente acido (ADF) é quantificada em amostra s moidas
secas de acordo com os procedimentos conhecidos, co m a
modificacdo de que o residuo de fibra da ADF é recu perado em
um filtro Whatman de 7 cm com retencéo de particula sde 1,5
um em um funil California Buchner (934-AH Whatman In C.,
Clifton, NJ) em vez de um cadinho Gooch, para permi tir uma
melhor filtragdo. N total é determinado por combust ao da
amostra (analisador LECO CNS 2000, LECO Corporation , St.

Joseph, MI) e a proteina bruta (CP) ¢é calculada

multiplicando-se o N total resultante por 6,25. Pro teina
soluvel (% de CP) é determinada. Uma porcao separad a das
amostras secas é moida para passar por uma peneira de 3 mm
e analisada quanto ao amido e digestibilidade de am ido

ruminal  in vitro por 7 h. As concentragdes de cinzas, ADF,

NDF, CP, N solavel, amido e amido-D sdo analisadas pela

Cumberland Valley Analytical Services, Hagerstown, MD.
[0228] Amostras representativas de forragens e

silagens umidas sdo misturadas com solucéo de Ringe rs esteéril

com for¢a de um quarto (Oxoid BR0052G, Oxoid, Unipa th, Ltd.,

Basingstoke, RU) e homogeneizadas por 1 min em um

liquidificador Proctor-Silex 57171 (Hamilton Beach ~Proctor-
Silex Inc., Washington, NC, EUA). O pH é determinad 0 em
extratos de agua fresca. Os numeros de bactérias to tais de
acido lactico séo determinados por diluicbes em sér ie de 10
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vezes em placas por despejamento em agar de Man, Ro gosa e
Sharpe (CM3651, Oxoid, Unipath, Basingstoke, RU). A s placas
sao incubadas anaerobicamente a 32 °C por 48 a 72 h . As
leveduras e bolores totais séo determinados por dil uicdes em
série de 10 vezes em placas por despejamento em aga r de
extrato de malte (CM0059, Oxoid, Unipath, Basingsto ke, RU).
Essas placas séo incubadas aerobicamente a 32 °C po ra8av2

h antes da enumeracédo. As por¢des dos extratos de a gua séo
congeladas antes das analises. Acidos lactico e acé tico, 1-

2 propanodiol, (1, 2 PD) e etanol sdo determinados nos
extratos de agua por meio de HPLC. Amodnia-N é deter minada
nos extratos de agua por um método fenol-hipoclorit o. O
carboidrato solavel em agua (WSC) é quantificado po r um

procedimento colorimétrico.

Andlises por material vegetal e temporizacdo (Tabel a
17):
Tabela 17.

ltem Planta de m ilho | Aberturas

fresca 1 de silo 2

DM X X
pH X X
N X X 3
Sol-N X X 3
ADF X X3
NDF(om) X X 3
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Amido X X 3
Amido-D, 7 h in X X3
vitro

Cinzas X X 3
Acidos l4ctico, NA X
NH3-N X X

WSC X X
LAB X X

Leveduras & X X

bolores

Estabilidade NA X
aerobica

Recuperacdo de NA X
DM

1 5replicados, cadaum paraisolinae milho de ragéo
Enogen® = 10 amostras
2 6 1trt x 5reps x 3 aberturas = 90 amostras

3 Analises concluidas por laboratério qualificado

Estatisticas:

[0229] Os dados de cada abertura de silo séo
analisados separadamente como um projeto completame nto
randomizado. O modelo inclui o efeito fixo de trata mento. Os
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dados séo analisados com o uso do proc glm do softw are SAS

9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC) e as diferencas relatadas

como significativas quando P <0,05. Quando o valor P total

é significativo, as médias sdo separadas por teste de Tukey

(P <0,05).

EXEMPLO 11

Estudo de vacas leiteiras com silagem de racéo Enog en®
[0230] Um estudo foi realizado para avaliar o

impacto de alimentacdo de vacas leiteiras com silag em de

racdo Enogen® na producado de leite, qualidade do le ite e

pontuacdes de condicao de corpo (BCS).

Experimento:

[0231] Vacas leiteiras foram alojadas em celas
com base no estagio/desempenho de lactacéo e alimen tadas na
celacomumaracao mistatotal (TMR) adaptada as ne cessidades
nutricionais das vacas nessa cela. Os animais nao f oram

administrados com somatotropina bovina.

[0232] A silagem foi produzida em fazenda a
partir de milho de racdo Enogen® ou milho convencio nal que
nao contém um traco de alfa-amilase. A silagem foi fermentada
por 3 meses antes do uso. Os dados foram coletados de animais

alimentados com TMR contendo uma silagem de milho
convencional sem um traco de alfa-amilase por 30 di as

(periodo inativo de silagem de racdo Enogen®).

Posteriormente, os animais foram transicionados da silagem
convencional para a silagem de racdo Enogen® alimen tando-se
as duas silagens em uma razdo de 50:50 por 12 dias. Os
animais foram, entdo, comutados para a silagem de r acao
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Enogen® a 100% como o componente de silagem da TMR por 85

dias (periodo ativo de silagem de racdo Enogen®).

[0233] O rendimento de leite foi medido
diariamente para cada vaca atravées de um sistema el etrénico
de ordenha de leite. A ingestdo de matéria seca (DM ) na
cela foi medida diariamente através de um sistema d e

inventario TMR.

[0234] As pontuacdes de condi¢do de corpo foram
avaliadas mensalmente durante o curso do estudo em 10% das
vacas, selecionadas aleatoriamente a partir de toda S as
celas. A pontuacéao € feita em uma escala de 1 a 5, com uma
pontuacédo de 1 sendo muito magra, uma pontuacdo de 5 sendo

muito pesada e uma pontuacéo de 3 sendo o ideal.

[0235] As vacas foram divididas em celas da
seguinte forma: lactacao precoce (1 cela), lactagao tardia
(2 celas) e alta producéo (2 celas). As racbes para cada
cela foram formuladas por um nutricionista profissi onal em
animais.
[0236] Para as rag0es de vaca de alta producéo,
a composicao de forragem da TMR foi da seguinte for ma:
Tabela 18. Composicéo de forragem de racao de vacas de alta
producao:
Silagem Silagem de racéo
convencional Enogen®
(periodo inativo) (periodo ativo)
Silagem de milho, 44 42
% de DM
Silagem de 13 16
alfafa, % de DM
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Silagem de milho, 7% 72%

% de forragem

[0237] As rac0Oes para vacas de lactacao precoce
e tardia geralmente tém um teor de energia mais bai X0 em
comparacao comaracgao paravacas de alta producéo, refletido
por um percentual mais alto da racdo estar sob a fo rma de
forragem (silagem) em comparac¢do com as ragdes most radas na
Tabela 18. O teor e a composicdo de forragem das va cas nos
periodos inativos e ativos foram calculados de modo a serem

similares para vacas de lactacéo precoce e tardia.

[0238] O desempenho de lactacédo foi avaliado
durante os periodos inativos e ativos como médias a través de
todas as celas (lactagdo precoce, lactagcéo tardia e alta
producéo). Conforme pode ser observado na Tabela 19 abaixo,
as vacas leiteiras alimentados com silagem de ragao Enogen®
produziram mais leite por dia, que durante o period o inativo
com silagem de milho convencional na ragcdo. Ao mesm o tempo,
a DMI (ingestédo de matéria seca) foi reduzida, resu Itando em
um melhoramento na eficicia de rac¢éo (FE). O numero total de

vacas e o0s dias de leite para o rebanho nao foram

significativamente diferentes entre os periodos ina tivos e
ativos e, portanto, ndo se espera que resulte em di ferencas
significativas no desempenho, na ingestao ou na efi cacia de

racao entre os dois periodos.

Tabela 19. Desempenho de lactagéo.

Média em Silagem de Silagem de Diferenca
todas as racao Enogen® racao Enogen® (ativo -
celas inativa ativa inativo)
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DMIZ,

58,3 55,7 -26
Ib/vaca/dia
Leite,

79,9 33,7 +3,8
Ib/vaca/dia
FE2,

1,37 1,51 +0,14
Leite/DMI
Dias de leite 170 174 +4
Leite
ajustado em

81,2 85,6 +4,4
150 dias,
Ib/vaca/dia

lIngestdo de matéria seca

2Eficacia de racao

[0239] Além da quantidade de leite produzido,
a qualidade do leite e a condi¢bes do corpo do anim al sédo
consideragfes importantes. Uma preocupagdo com vaca S
leiteiras de alta producéo é que a condigédo do corp o sofrera,
0 que pode resultar em uma perda de produtividade a longo
prazo. De modo semelhante, um aumento na producéo d e leite

tem valor limitado se a qualidade do leite for

significativamente reduzida. Nesse estudo, a qualid ade do
leite e pontuagdes da condi¢éo do corpo foram manti dos, mesmo
na face de producéo de leite mais alta. Nao houve d iferencas

significativas na composicdo de gordura, proteina e
nitrogénio ureico no leite (MUN) do leite produzido durante
0os periodos inativos e ativos (dados ndo mostrados)
Adicionalmente, ndo houve mudanca em BCS, com pontu acoes

médias de aproximadamente 3 em animais aleatoriamen te
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selecionado durante os periodos tanto inativo como ativo
(com uma pontuacao de 1 sendo muito magra, uma pont uacéo de
5 sendo muito pesada e uma pontuacéo de 3 sendo ide al).

[0240] Em suma, nesse estudo, vacas leiteiras
alimentadas com silagem de racdo Enogen® como parte de uma
TMR melhoraram a producéo de leite, enquanto mantiv eram a

qualidade do leite e a condig&o do corpo.

EXEMPLO 12

Efeito de suplementacédo de milho de racdo Enogen®

na producao e ingestdo de racdo em vacas leiteiras de alta
producéo
Objetivo:

[0241] Determinar os efeitos de alimentacéo de
silagem de milho produzida a partir de um hibrido q ue
expressa um traco de alfa-amilase ("milho de racéo Enogen®"
ou "EFC") versus silagem de milho padréo naingesta oderacao
e producdo de leite em vacas leiteiras transicionai sde alta
producao.

Plantio, colheita e armazenamento:

[0242] Syngenta forneceu semente do milho

hibrido EFC (semente EFC) e semente de um milho hib rido com
isolina quase negativa (semente de controle)) para o estudo
em quantidade suficiente para plantar aproximadamen te 22
acres por hibrido em uma taxa de semeadura-alvo de 33.000
sementes/acre. A semente foi plantada com o uso de uma
plantadeira de 24 fileiras no mesmo campo de 45 acr es. A
silagem EFC e a silagem de controle foram colhidas entre 62

a 65% de umidificacdo total da planta e armazenadas em sacos
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agro segregados inoculados com o inoculante lacteo comercial

LB 500.

Animais e tratamentos:

[0243] Vinte e quatro (24) vacas secas
holandesas que entraram na segunda lactacdo ou mais foram
bloqueadas para tratamentos com base em data previs ta para
0 parto, lactagéo, pontuacdo de condicdo do corpo ( BCS) e
producdo de leite anterior (ME 305). Dois tratament os de
regime alimentar foram atribuidos aleatoriamente 1) silagem
de controle de milho e 2) silagem EFC. As vacas sec as foram

alojadas em estacbes de alimentacdo individuais de

biocontrole a partir de ~3 a 4 semanas ap0s a previ sao de
parto, e aragao incluiu os tratamentos de silagem atribuidos
(Controle vs. EFC) durante esse periodo pré-parto. Apds o
parto, os animais foram atribuidos a um dos dois tr atamentos
de silagem de milho tratamentos na racdo de vaca de alta
producdo. Os animais permaneceram na cela de biocon trole até

90 dias em lactacdo (DIM). Consultar a Tabela 20 pa ra

atribuicOes de tratamento.

[0244] Todo o experimento foi repetido com um
segundo grupo de vinte e quatro (24) vacas assim qu e possivel
apos as porteiras de biocontrole comecarem a ficar
disponiveis novamente a medida que o primeiro grupo passava

pelos 90 DIM.

Tabela 20. Desenho Experimental

Componente de silagem de TMR 1 por

periodo de alimentacao
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ne de tratamento e Ultimas ~ 4 Seguido pelo periodo
descrigcao (6 semanas do | pGs-descanso
vacas por grupo) periodo de
gestacao
1 Controle Silagem de Silagem de controle
controle
2 Apenas gestacéao Silagem EFC Silagem de controle
3 Apenas lactacao Silagem de Silagem EFC
controle
4 Estudo inteiro Silagem EFC Silagem EFC

1 Racao mista total

Entrega de racdo e alimentacao:
[0245]

ou nas celas comunais foram alimentadas com uma ra¢

total (TMR) duas vezes ao dia, enquanto 0s animais

nas porteiras de biocontrole foram alimentados com

uma vez ao dia. A racao de base menos a silagem de

preparada para todas as celas em uma carga com 0 us

misturador giratério Roto-Mix. Apos a racao de base

misturada, a ragdo foi descarregada e uma metade fo

adicionado ao misturador juntamente com a silagem d

controle. A racao foi misturada adicionalmente e en

celas de controle ou porteiras de biocontrole. O mi

foi limpo e o metade restante da racdo de base que

descarregada foi recarregada de volta no misturados

juntamente com a silagem de milho EFC. Apds a mistu

racao de tratamento silagem de milho EFC foi entreg

respectivas celas ou porteiras da biocontrole.
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[0246] As manjedouras de alimentacdo foram
lidas antes da alimentacgdo diaria e as necessidades de racao
foram ajustadas em conformidade com base na racao r esidual
restante na manjedoura. As vacas foram alimentadas para
ligeira recusa de racéo, uma pontuacéo de 1 em uma escala de
0 a 4; em que O representa nenhuma racdo restante e 1
representa 1 a 5% de racao restante. A receita mist urada, a
racdo entregue e a racgao residual restante na manje doura
foram registradas eletronicamente com ouso deumr astreador
TMR (Digi-Star, Fort Atkinson, WI). Para manter a d ensidade
de nutrientes consistente, a composicédo de ingredie ntes da
racdo foi ajustada em intervalos regulares para lev ar em
consideracdo as mudancas no teor de matéria seca da silagem

de milho e silagem de alfafa ao longo do tempo.

Parametros medidos:

[0247] A ingestdo de matéria seca (DMI) de

vacas secas foi registrada diariamente no nivel ind ividual
uma vez nas porteiras de biocontrole. Ap6s o descan so, as
vacas foram ordenhadas 3x ao dia e o rendimento ind ividual
de leite foiregistrado e armazenado. Amostrasde| eite foram
coletadas de cada vaca uma vez por semana até 90 DI M em 3
lactacbes consecutivas e analisadas quanto as porce ntagens
de gordura, proteina e lactose, contagem de célula somatica
(SCC) e nitrogénio ureico no leite (MUN) pela AgSou rce
Laboratories (Menomonie, WI). A DMI individual diar ia foi
registrada de 0 a 90 DIM. Pesos corporais individua is da
vaca foram tomados semanalmente durante o ensaio. O S eventos
de vaca, tal como saude, respiracao, etc. foram reg istrados
em DairyCOMP 305 (DC305; Valley Agricultural Softwa re,
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Tulare, CA). A ingestdo de matéria seca por cela fo i

calculada a partir da entrega diaria de racdo, meno S recusas
de ragdo. As medi¢des de BCS foram tomadas antes do ensaio,
no parto, 45 DIM e no ultimo dia do ensaio. As pont uacoes de
locomocédo foram registradas quando cada vaca foi co locada
nas porteiras de biocontrole (~30 dias pré-parto) e em 0, 45
e 90 DIM. TMR e recusas foram coletadas uma vez por semana
e congeladas até analise. Nos dias 0, 14, 28 e 42, amostras
fecais foram coletadas e analisadas para amido feca l. Apbs
45 dias, as amostras fecais foram coletadas uma vez por més
até o pico de leite. A temperatura na face (12") e na 36" em
cada bolsa de silagem foi registrada 3 vezes por se mana,
sondando 5 locais através da face da bolsa de silag em para
cada profundidade. Estudos em laboratdrio da estabi lidade de
silagem foram realizados por quatro semanas consecu tivas.
Resultados
[0248] Os resultados mostraram um aumento na
producédo de leite e eficicia de racdo no leite (Ib de leite
produzido por Ib de racdo consumida) da seguinte fo rma
(Tabela 21):
Tratamento
Média de 90 dias

Pré-descanso P&s-descanso Volume

deleite 1 Ingestdo de racdo 2 Eficacia de racao 3
1. Controle Controle 103,455
62,904 1,6555
2. Controle EFC 108,201

65,604 1,6783
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3.EFC Controle 107,864
60,867 1,6321

4.EFC EFC 111,364
59,317 1,7918

1 |b/cabeca/dia
2 |b DMl/cabeca/dia

3 volume de leite/ingestao de racéo

. Pré-descanso de controle/Pds-descanso de
controle (tratamento 1) foi aproximadamente 103,5 | b de
leite/cabeca/dia vs pré-descanso de EFC/pds-descans o de EFC

(tratamento 4) em 111,4 Ib/cabeca/dia
. Diferenca de média de 7,9 Ib/cabeca/dia em 90
dias de lactacdo quando EFC foi alimentado tanto an tes quanto
apos o descanso
. Os outros 2 tratamentos (EFC durante o
periodo de pré-descanso ou pés-descanso; tratamento s2e3)

geraram resultados intermediarios

. Eficacia de racdo para o tratamento 1 (Pré-
descanso de controle/Pos-descanso de controle) foi 1,656 vs
1,792 para o tratamento 4 (pré-descanso de EFC/pés- descanso
de EFC).
EXEMPLO 13
Estudo de Desempenho Diario: Alimentacdo de uma Com binacao

de Grao e Silagem de Enogen® de Alimentacao

[0249] Um estudo de desempenho diario é
conduzido no Centro de Pesquisa de Agricultura de A rlington
da Universidade de Wisconsin-Madison. As vacas hola ndesas
mutliparas no meio da lactacdo sdo usadas nesse est udo de
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cela. Ha 16 celas com 8 vacas em cada cela para um total de
128 vacas.

[0250] O experimento comeca com 2 semanas de
periodo covariavel quando todas as vacas sao alimen tadas no
mesmo regime alimentar. Pelas 10 semanas subsequent es, as
celas sao atribuidas aleatoriamente a um dos quatro regimes
alimentares contendo niveis diferentes de silagem d e milho

de racdo Enogen® ou grao de milho de ragcao Enogen®.

Os quatro tratamentos experimentais de regime alime ntar sdo:
1) 40% de silagem de milho convencional e 15% de gr ao de
milho convencional (controle negativo)

2) 40% de silagem de milho de racdo Enogen® e 15% d e gréo de
milho convencional (efeito de silagem de milho)

3) 40% de silagem de milho convencional e 15% de gr ao de
milho de racdo Enogen® (efeito de gréo de milho)

4) 40% de silagem de milho de racdo Enogen® e 15% d e gréo de

milho de racdo Enogen® (controle positivo)

Amostras/Resposta variaveis a ser medida:

[0251] Ingestdo de Matéria Seca : As vacas sao
alimentadas com ragédo mista total (TMR) uma vez ao dia ad
libitum , ajustando a quantidade oferecida para ter 5 a 10%
de recusas para cada cela. As forragens sao secas a 60°C por
48 h para ajustar as misturas de TMR de ingrediente para

variacdo em matéria seca (DM) a cada semana.

[0252] Ingrediente de racao : Osingredientes de
ragdo individual, TMR, mistura de concentrado e ort S sdo
amostrados uma vez a cada semana e mantidos congela dos para
analise posterior. Cada amostra de ingrediente de r acao e
composta a cada duas semanas, secas e moida para pa ssar por
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uma peneira de 1,0 mm em um moinho de Wiley. As amo
analisadas em relacdo a proteina bruta (CP), fibra
detergente neutro (NDF), fibra de detergente acido
amido, lignina, extrato de éter (gordura) e cinzas.
disso, a digestabilidade de NFD ruminal
(NDFD30h), a digestabilidade de amido ruminal
as 7h para as amostras compasitas de forragens, das
de concentrado (incluindo silagens e graos de milho
Enogen®) sdo determinadas.

[0253] Producdo e Composicao de
produtividade de leite € medida diariamente para ca
individual durante o curso do experimento. As vacas

ordenhadas duas vezes ao dia de manha e a noite. As

de leite para composicao de leite sdo coletadas por

dias consecutivos (4 ordenhas) a cada duas semanas.

amostras de leite sdo analisadas em relacdo as conc
de gordura, proteina, lactose, célula somatica e ni
e ureia de leite (MUN).

[0254] Amostra de urina no local
de urina para cada vaca sao coletadas em 4 pontos d
com intervalo de 6 h para cobrir o relégio de 24 h.
amostras de urina sdo analisadas em relacdo a conce
de derivado de purina e creatinina para estimara s
proteina microbiana e o volume de urina.

[0255] Amostra
sanguineas para cada vaca sdo coletadas e analisada
relacdo ao perfil de aminoacido uma vez no final do

[0256] Peso Corporal
condicéao corporal (BCS)

2 dias consecutivos no comeco do teste, durante a 5
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de regime alimentar experimental e na Uultima semana do
experimento.

EXEMPLO 14

Estudo de Producédo de Desperdicio Diario:

Alimentacdo de uma Combinacdo de Grao e Silagem de Enogen®

de Alimentacao

[0257] Um estudo de desempenho diario, emissao
de metano entérico, metabolismo ruminal, utilizacdo de
nitrogénio e digestabilidade de nutriente € conduzi do na
Universidade de Wisconsin, com uso de vacas leiteir as em
lactacdo alimentadas com silagem convencional ou si lagem de
milho de Rac&o Enogen® e grao de milho de Racao Eno gen®.

Material e Métodos

[0258] O projeto experimental € um Quadrado

Latino replicado 4 x 4 (4 vacas por quadrado, 4 per iodos),
com quatro periodos de 28 dias (14 dias para adapta caoe 14
dias para coleta de dados) para um teste de 16 sema nas. Vinte
vacas em lactacdo multiparas no meio da lactacdo sa oalojadas
em um celeiro de estabulo pequeno. Além dos quatro guadrados
de vacas nao canuladas, quatro vacas ruminalmente c anuladas
(RC) estdo em um projeto de cruzamento duplo. As va cas sao
alimentadas uma vez ao dia e ordenhadas duas vezes ao dia.
Os quatro tratamentos de regime alimentar para vaca S nao
canuladas séo listados abaixo, contendo niveis dife rentes de
silagem de milho de Ragao Enogen® ou gréo de milho de Ragéao
Enogen®. As vacas séo atribuidas aleatoriamente em quadrados

para as 4 sequéncias de tratamento dietético.
Os quatro tratamentos experimentais de regime

alimentar para as vacas nao canuladas séo:
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1) 40% de silagem de milho convencional e 15% de gr

milho convencional (controle negativo)

2) 40% de silagem de milho de racdo Enogen® e 15% d

de milho convencional (efeito de silagem de milho)

3) 40% de silagem de milho convencional e 15% de gr

milho de racdo Enogen® (efeito de gréo de milho)

4) 40% de silagem de milho de racdo Enogen® e 15% d

de milho de racdo Enogen® (controle positivo)

ao de

e grao

ao de

e grao

[0259] Osregimes alimentares para vacas RC séao

0 regime alimentar 1) (controle negativo) e 4) (con
positivo) (por exemplo, sequéncia de regime aliment
1) -4) 1) - 4)paracruzamento duplo).

Amostras/Resposta variaveis a ser medida:

trole

ar como

[0260] Ingestdo de Matéria Seca: As vacas sao
alimentadas com uma racao mista total (TMR) uma vez ao dia
ad libitum , exceto para as vacas RC durante o periodo de
amostragem quando os regimes alimentares sdo oferec idos duas
vezes ao dia as 8 h da manha e as 8 h da tarde, aju stando a
quantidade oferecida para ter 5 a 10% de recusas pa ra cada
vaca. As forragens séo secas a 60°C por 48 h para a justar as
misturas de TMR de ingrediente para variacdo em mat éria seca
(DM) a cada semana.

[0261] Ingrediente de racao: Osingredientes de
ragdo individual, TMR, mistura de concentrado e ort S sdo
amostrados uma vez a cada semana e mantidos congela dos para
analise posterior. Cada amostra de ingrediente de r acao e
composta nas ultimas duas semanas para cada periodo , Seca e
moida para passar por uma peneira de 1,0 mm em um m oinho de
Wiley. As amostras sdo analisadas em relagdo a ener gia de
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crescimento, proteina bruta (CP), fibra de detergen te neutro
(NDF), fibra de detergente neutro indigerivel (UNDF ), fibra
de detergente acido (ADF), amido, carboidratos solu veis em
agua, lignina, extrato de éter e cinzas. As amostra s de orts
sao analisadas em relacédo ao amido, cinzas, CP e ND F e uNDF.
Além disso, a digestabilidade de NFD ruminal in vitro as 30
h, (NDFD30h), a digestabilidade de amido ruminal in vitro
amido as 7h para as amostras compdésitas de forragen s, das
misturas de concentrado (incluindo silagens e graos de milho

de Rac&o Enogen®) sédo determinadas.

[0262] Producdo e Composicdo de Leite A
produtividade de leite € medida diariamente para ca da vaca
individual durante o curso do experimento. As vacas sao
ordenhadas duas vezes ao dia de manha e a noite. As amostras
de leite para composicao de leite sdo coletadas por dois
dias consecutivos (4 ordenhas) durante as ultimas d uas
semanas de cada periodo. As amostras de leite sdo a nalisadas
em relacdo as concentracdes de gordura, proteina, | actose,

célula soméatica e MUN.

[0263] Peso Corporal (BW) e Pontuacdo de
condicéo corporal (BCS): O BW e BCS da vaca sao medidos em
2 consecutivos no comeco do teste e durante a quart a semana

de cada periodo.

[0264] Emissdo de metano entérico (CH4): CH4 é
medido para cada vaca durante a terceira semana de cada
periodo. A medicdo de metano é conduzida mdultiplas vezes
diariamente com uma frequéncia maxima de a quatro h oras com
o sistema GreenFeed (C-Lock Inc., Rapid City, Dakot adosul).
Antes das vacas serem atribuidas a diferentes trata mentos de
regime alimentar, duas semanas de adaptacéo e sele¢ ao para
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o sistema GreenFeed sdo conduzidas com 20 vacas n&o canuladas
alimentadas com o mesmo regime alimentar de rebanho . Durante
as duas semanas, o sistema GreenFeed é colocado na frente
das vacas mdultiplas vezes para treinar as vacas a S e
acostumarem com o equipamento de medicao de CH4. No final da
semana de selecéo, as vacas que ndo se adaptam ao G reenFeed
e quaisquer vacas adicionais do protocolo séo retor nadas
para o rebanho de lactacdo, apenas 16 vacas (alémd e 4 vacas
RC) sdo usadas na avaliagao do efeito do tratamento deregime
alimentar.

[0265] Amostragem de fluido ruminal: O fluido
ruminal das 4 vacas RCumavezas2he4hapodsa alimentacéao
em cada periodo para andlise de VFA, amoénia e perfi s de pH.

[0266] Tamanho de agrupamento de rumen e
nutriente de regurgitacéo ruminal: o teor ruminal € evacuado
manualmente através da canula ruminal ao meio dia ( 4h apos
a alimentacéo) e as 7 da manha (1h antes da aliment acao) no
dia 21 (em periodos de 3 semanas) para cada uma das 4 vacas
RC em cada periodo. A massa e o volume do teor rumi nal total
sao determinados e 1 kg de subamostras de regurgita céo
ruminal é coletado para analise de matéria organica (OMm),
fibra de detergente neutro (NDF), fibra de detergen te neutro
nao digestivel (UNDF) e amido, e a regurgitacao eva cuada é
colocada de volta no rumen. Os tamanhos de agrupame nto

ruminal de OM, NDF, uNDF e amido s&o determinados
multiplicando-se a concentracdo de cada componente pela DM
de regurgitagéo ruminal.

[0267] Amostragem de regurgitacdo omasal:
Durante a Uultima semana de cada periodo, o fluxo de

regurgitacdo do raimen para o omaso de vacas RC € qu antificado
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com o0 uso da técnica de amostragem omasal desenvolv ida por
Huhtanen et al. (1997. J Anim Sci. 75:1.380 a 1.392) e
modificada por Ahvenjarvi et al. (2000, Br. J. Nutr. 83: 67
a77)elopesetal., (2015 J. Dairy Sci. 98:574 a 585). NDF
indigestivel, CoEDTA ("Co") e Lantanum ("La") sdo u sados
como marcadores de fluxo de regurgitacdo para fase de
particulas grandes, fase fluida e fase de particula S
pequenas, respectivamente. Capsulas de gelatina con tendo 1
g de Lae 0,75 g de Co séo dosadas através da canul a ruminal
as 06:00, 12:00, 18:00 e 00:00 h (total de 4 g de L ae3g
de Copordia) por 7 dias comecandonodia20de ca daperiodo,
com dosagem 3x no dia 20. Do dia 23 ao dia 25, amos tras
omasais sao tomadas 4 vezes por dia em intervalos d e2h
para representar as 24 h. As amostras omasais compo sitas sao

separadas em 3 fases omasais e analisadas quanto a

concentracdo de marcadores. Como resultado, a regur gitacao
omasal aparente que flui para fora do rimen é recon stituida.

As concentracbes de OM, NDF, amido, N ndo amobnia e N
microbiano na regurgitacdo omasal sdo determinadas. A
digestibilidade de nutrientes ruminais e a taxa de fluxo

também sdo determinadas.

[0268] Digestibilidade de NDF in vitro: A
silagem de milho convencional e de racdo Enogen® e grao de
milho sdo secos e moidos. Amostras em triplicado sa 0
colocadas em bolsas ANKOM e incubadas em fluido rum inal
tamponado com um banho de agua a 39 °C por 0, 24, 3 0,48 h
(4 fontes de amostra x 4 pontos no tempo X triplica dos =48
bolsas ANKOM para amostras). As bolsas sdo entdo an alisadas
quanto a NDF com analisador de fiboras ANKOM200 (Ank om
Technology, Fairport, NY) com o-amilase e sulfeto de sodio
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para determinar o residuo de NDF. Entdo, a cinética
digestao de fibras dos produtos de milho pode ser ¢

[0269] Amostra pontual de urina:
pontuais de urina sdo coletadas em quatro pontos no
durante a quarta semana de cada periodo para cobrir
amostras de urina sédo acidificadas com 0,072 M de a
sulfarico com razao de 4:1 entre acido e urinaemyv
amostras de urina sdo congeladas a -20 °C até a ana
amostras de urina s&o compostas em uma amostra por
periodo e analisadas quanto a N total, creatinina n
e ureia na urina. O volume diario de urina para cad
estimado com a creatinina na urina como um marcador
Além disso, as amostras de urina compostas por regi
alimentares sdo analisadas quanto a energia bruta e
periodo.

[0270] Amostra de captura fecal:
fecais sdo tomadas do reto de cada vaca no mesmo mo
amostragem de urina (4 vezes com 6 h de intervalos
cobrir 24 h). As amostras de fezes para cada vaca s
compostas em peso e secas, moidas e analisadas quan
NDF, matéria orgéanica, nitrogénio total e amido par
digestibilidade de total de nutrientes no trato. A
diaria de DM nas fezes é estimada com uNDF como um
interno. Além disso, as amostras de fezes compostas
regimes alimentares sdo analisadas quanto a energia
cada periodo. Com a energia bruta da ingestédo e das
urina, o equilibrio de energia, incluindo energiad
e energia metabolizavel dos regimes alimentares, po

determinado.
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[0271] Amostra sanguinea: A coleta de sangue é
realizada na veia da cauda até trés vezes, uma vez por

periodo para nitrogénio ureico no sangue.

EXEMPLO 15

Estudo lacteo com milho de racdo Enogen® como grao

[0272] Multiplos estudos em fazenda indicam um
beneficio de incluir grdo de milho de racdo Enogen® emracoes
com as quais vacas leiteiras em lactacao sao alimen tadas. Em
um estudo em fazenda inicial, o uso de 6,5 Ib/cabec¢ a/dia de
grao de milho de racdo Enogen® para substituir dire tamente
amesma quantidade de gréo de milho amarelo n 22 convencional
como parte de uma racao equilibrada foi mostrado pa ra
proteger a producéo de leite de uma diminui¢cdo na p roducao
relacionada ao calor normalmente esperada no verao. Cada um
dentre o milho convencional e o milho de racdo Enog en® foi
moido em um tamanho de particula de 450 uM, e nenhu ma outra

mudanca foi feita na composicdo de racdo. Embora os

laticinios tenham experimentado rotineiramente uma gueda de
3ab5Ib/cabeca/diana producéo de leite nos anos a nteriores,
durante o clima mais quente do final da primavera e no verao,
nao foi observada diminuicdo na quantidade ou quali dade da
producdo de leite quando o grédo de milho de racédo E nogen®
foi incluido nas ragbes no comeco do fim da primave ra
(periodo ativo de milho de racdo Enogen®) versus 0s trinta
dias anteriores (periodo inativo de milho de racéo Enogen®)
(Tabela 22). A analise de amostra fecal para o peri odo ativo
mostrou uma reducdo de 43% no amido fecal vs. o per iodo
inativo, e uma melhora na digestibilidade total apa rente de
amido no trato (ATTSD) de 95,42% de DM a 98,07% de DM.
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Tabela 22. Desempenho de lactagdo, amido fecal e
digestibilidade total de amido no trato
Medicéo Periodo Periodo
inativo de ativode gréo
grao de racao
convencional Enogen®
Tamanho de rebanho 1812 1818
Producéo de leite diaria média 90,75 90,69
(Ib/cabeca/dia)
% de gordura 3,8915 3,7856
% de proteina 3,1951 3,2165
Producéo corrigida de gordura 96,51 94,89
do leite (Ib/cabeca/dia)
Producao corregida de energia 96,29 95,12
do leite (Ib/cabeca/dia)
% de DM de amido fecal 2,875 1,03
% de DM de ATTSD* 95,42 98,07
* Digestibilidade total aparente de amido no trato
[0273] Em um segundo local de laticinio, a
substituicio de grdo de milho convencional (6,5
Ib/cabeca/dia, tamanho de particula de 450 uM) pela mesma
quantidade de grédo de milho de racdo Enogen® nas ra cOes de
vacas em lactacéo foi julgada pelo nutricionista pr esente
benéfica em manter sobre controle uma epidemia difi cil de
Clostridium perfringens do tipo A. Esse organismo, enquanto
parte normal da microflora intestinal em vacas leit eiras,
pode, sob certas condicbes, incluindo  estresse,
desiquilibrio nutricional ou acidose ruminal, causa rdoencas
graves ou fatais. A epidemia esteve em andamento po r 6 meses
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com sucesso limitado dos tratamentos padrao com ant ibidticos

e antitoxinas. Umavez que o rebanho foi comutado p araracdes
contendo grdao de milho de racdo Enogen®, o0 sucesso de
tratamento melhorou e a epidemia foi rapidamente en cerrada.
Embora o mecanismo através do qual isso ocorreu nao seja
totalmente compreendido, a reducdo na acidose rumin al e a
reducdo de excesso de amido nos intestinos, através do
aumento da digestibilidade de amido, podem ser fato res
importantes.

[0274] Em um terceiro estudo, dez laticinios,
representando aproximadamente doze mil vacas em lac tacdo, em
que todas usaram 0 mesmo nutricionista e em que tod as
receberam o grao de milho incluido em suas ra¢des d e rebanho
proveniente de um Unico moinho de racao, participar am de um
estudo de substituicdo direta substituindo-se o mil ho
convencional em suas racfes mistas pelo milho de ra cao
Enogen® (6,5 Ib/cabeca/dia, tamanho de particula de 450 uM)
por 60 a 90 dias. Nenhuma outra mudanca foi feita n as racoes
durante esse periodo. Com esse nivel de incluséo, o declinio
de producdo de leite no verao anteriormente descrit o foi
evitado. Para o subconjunto desses laticinios que a umentaram
gradualmente a inclusdo de grdo de milho de racédo E nogen®
nas racdes para 13,5 Ib/cabeca/dia, um aumento de 2 az2b
Ib/cabeca/dianaproducéo de leite foiobservado se mdeclinio

nos parametros de qualidade do leite.

[0275] O acima mencionado é ilustrativo da
presente invencdo, e ndo é para ser interpretado co mo
limitando a mesma. A invencdo € definida pelas segu intes
reivindicagcdes, com equivalentes das reivindicacoes a serem

incluidos nas mesmas.
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[0276] Todas as publicagbes, pedidos de
patentes, patentes e outras referéncias citados aqu I sdo
incorporados por referéncia nas suas totalidades qu anto aos
ensinamentos relevantes para a frase e/ou paragrafo no qual

a referéncia é apresentada.
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Reivindicacoes
1. Método para aumentar a quantidade de leite

produzido por um animal produtor de leite, o método

caracterizado pelo fato de que compreende alimentar o animal
produtor de leite com uma ragcdo animal que compreen de
material vegetal de mais transgénico, em que 0 mate rial
vegetal de mais transgénico compreende um polinucle otideo
gue codifica uma o-amilase recombinante.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a quantidade de leit e
produzido pelo animal produtor de leite € aumentada em pelo
menos cerca de 2% em comparacdo com a quantidade de leite
produzido por um animal de controle que néo é provi do coma
racao animal.

3. Método, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacbes 1 e 2, caracterizado pelo fato de qu e a
quantidade de leite produzido pelo animal produtor de leite

€ aumentada em cerca de 2% a cerca de 50% em compar acao com
a quantidade de leite produzido por um animal de co ntrole

que néo é alimentado com a ragao animal.

4. Método para aumentar a eficicia de utilizacdo

de racdo para producao de leite por um animal produ tor de
leite, 0 método caracterizado pelo fato de que comp reende
alimentar o animal, em uma quantidade eficaz para a umentar
a eficacia de utilizacdo de racdo pelo animal produ tor de
leite, com uma racao animal que compreende material vegetal
de mais transgénico, em que o0 material vegetal de m ais
transgénico compreende um polinucleotideo que codif ica uma

a-amilase recombinante.
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5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4,

caracterizado pelo fato de que a eficacia de utiliz acao de
racdo para producdo de leite € aumentada em pelo me nos cerca
de 0,02.

6. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1, 2, 3, 4 e 5, caracterizado pelo f ato de
gue o animal produtor de leite € uma vaca.

7. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1, 2, 3, 4 e 5, caracterizado pelo f ato de
qgue o animal produtor de leite € uma cabra.

8. Método para aumentar o ganho de peso diario

médio de um bezerro de corte em crescimento apos o desmame,
0 método caracterizado pelo fato de que compreende alimentar

o animal, em uma quantidade eficaz para aumentar o ganho de
peso didrio médio do animal, com uma racdo animal ue
compreende material vegetal de mais transgénico, em que o

material vegetal de mais transgénico compreende um
polinucleotideo que codifica uma o-amilase recombinante.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de que o ganho de peso diar io médio
do bezerro de corte é aumentado em cerca de 0,05 Ib s/dia a
cerca de 10 Ibs/dia.

10. Método para aumentar a eficacia de utilizacédo

de racédo por um bezerro de corte em crescimento, o meétodo
caracterizado pelo fato de que compreende alimentar oanimal,
em uma quantidade eficaz para aumentar a eficacia d e
utilizacdo de racdo pelo bezerro de corte, com uma racao
animal que compreende material vegetal de mais tran sgeénico,
em gque o material vegetal de mais transgénico compr eende um
polinucleotideo que codifica uma o-amilase recombinante.
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11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de que a raz&o entre racao e ganho
pelo bezerro de corte é reduzida em pelo menos cerc ade 0,005
em comparacao com um bezerro de corte de controle g ue nao €

alimentado com a racéo animal.

12. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 10 e 11, caracterizado pelo fato de que o
bezerro de corte € um bezerro de recria que é criad 0 para
ser levado a um parque de engorda.

13. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12,
caracterizado pelo fato de que a o-amilase recombinante tem
pelo menos cerca de 80% de identidade de sequéncia com a

sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:1.

14. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 1 2 e 13,
caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo co mpreende
uma sequéncia de nucleotideos que tem pelo menos 80 % de
identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleoti deos de
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID N O:5.

15. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5,6,7,8, 9,10, 11, 1 2,13e
14, caracterizado pelo fato de que a alfa-amilase é uma alfa-
amilase termoestavel.

16. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11,1 2,13,14
e 15, caracterizado pelo fato de que a o-amilase recombinante
é o-amilase 797GL3 ou D45.

17. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
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14, 15 e 16, caracterizado pelo fato de que o mater ial
vegetal de mais compreende evento de mais 3272.

18. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16 e 17, caracterizado pelo fato de que a o-amilase
recombinante € direcionada na direcdo oposta ao seu
substrato.

19. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacgobes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16, 17 e 18, caracterizado pelo fato de que a o-
amilase recombinante é direcionada ao cloroplasto, vacuolo,
citoplasma, apoplasto ou reticulo endoplasmatico.

20. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16, 17, 18 e 19, caracterizado pelo fato de gquea o-
amilase recombinante e direcionada ao
endoplasmatico.

21. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagobes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20, caracterizado pelo fat 0 de que
o polinucleotideo que codifica a o-amilase recombinante é
expresso no miolo.

22. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21, caracterizado pelo fato de
que a racao animal compreende péletes, grao, silage m, miolos
laminados a seco, miolos floculados avapor, miolos inteiros,
miolos grosseiramente quebrados, milho de alta umid ificacéo
ou qualquer combinacédo dos mesmos, compreendendo 0 material

vegetal de mais transgénico.
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23. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22, caracterizado pelo fato
de que a racao animal compreende pelo menos cerca d e 10% em
peso com base na matéria seca do material vegetal d e mais

transgénico.

24. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 1 2, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23, caracteriz ado pelo
fato de que a racdo animal é uma racdo mista total que

compreende 0 material vegetal de mais transgénico.

25. Silagem de mais caracterizada pelo fato de
gue compreende material vegetal de mais transgénico que
compreende um polinucleotideo que codifica uma o-amilase
recombinante.

26. Silagem de mais, de acordo com a reivindicacao
25, caracterizada pelo fato de que a o-amilase recombinante
tem pelo menos cerca de 80% de identidade de sequén cia com
a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:1.

27. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma

das reivindicacdes 25 e 26, caracterizada pelo fato de que
o polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucle otideos
que tem pelo menos 80% de identidade de sequéncia c om a
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO :3, SEQ

ID NO:4 e/ou SEQ ID NO:5.

28. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 25, 26 e 27, caracterizada pelo fato de
que a «o-amilase recombinante € o-amilase 797GL3 ou D45.

29. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma

das reivindicacdes 25, 26, 27 e 28, caracterizada p elo fato
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de que a planta de material de mais compreende even to de
mais 3272.

30. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 25, 26, 27, 28 e 29, caracteriza da pelo
fatodequea a-amilase recombinante € direcionada na direcao
oposta ao seu substrato.

31. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma

das reivindicagbes 25, 26, 27, 28, 29 e 30, caracte rizada
pelo fato de que a o-amilase recombinante € direcionada ao
cloroplasto, vacuolo, citoplasma, apoplasto ou reti culo

endoplasmatico.

32. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma
dasreivindicagdes 25, 26, 27, 28, 29,30 e 31, car acterizada
pelo fato de que a o-amilase recombinante € direcionada ao
reticulo endoplasmatico.

33. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma
das reivindicacbes 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 e 32,
caracterizadapelofato de que o polinucleotideo qu e codifica
a o-amilase recombinante é expresso no miolo.

34. Silagem de mais, de acordo com qualquer uma

das reivindicagbes 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33,
caracterizada pelo fato de que pelo menos cerca de 5% em
peso com base na matéria seca da silagem de mais é produzido

a partir de plantas de mais transgénicas que compre endem um
polinucleotideo que codifica a o-amilase recombinante.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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RESUMO

COMPOSICOES DE RACAO ANIMAL E METODOS DE USO MELHAROS

A invencéo fornece uma composicao de racao animal

que compreende o-amilase microbiana, por exemplo, uma
composicao de racdo animal que compreende material vegetal
transgénico que compreende uma o-amilase microbiana ( por
exenpl o, uma «-amilase microbiana termoestavel). A invencao
fornece, ainda, métodos para aumentar o desempenho do animal
e/ou a eficacia de utilizacdo de racdo por um anima | ( por
exenpl o, para producdo de leite ou carne) que compreende
alimentar o animal com uma composi¢cdo de racdo anim al da

presente invencao.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8B 18¢C2386 9 33D9DA

Campo 2

1TAFA177E2ECBBT1CZ9

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 202000408 LIS.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 08/04/2020
- Hora de Geracéo do Cddigo: 13:26:48
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 8B18C2386933D9DA
- Campo 2: 1AFA177E2ECBB1C9
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