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Resumo

O sistema de producdo animal em pasto, no Brasil, usa um numero reduzido de cultivares de
gramineas forrageiras tropicais. Por conta das alteracdes climaticas globais, a situacdo tende a se
agravar e espécies nativas podem ser boas alternativas para superar tais problemas. Algumas
espécies do género Paspalum sdo nativas do Brasil e possuem grande potencial forrageiro. O
objetivo deste estudo € confirmar a obten¢do de hibridos em cruzamentos realizados dentro do
Programa de Melhoramento Genético de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste, utilizando
marcadores microssatélites (SSR) e inter-microssatélites (ISSR). Foram analisadas 33 familias do
género Paspalum, com oito marcadores, quatro SSR (PR15, Pp-UNICAMPO06, Pp-UNICAMPOS e
PAO1B7) e quatro ISSR (1, 8, 9 e 10). De acordo com a literatura, as amostras foram amplificadas
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e submetidos a eletroforese para visualizagdo das
bandas. Foram identificados 44 hibridos com os marcadores SSR PR15 e PpUNICAMPO6 e todos
os ISSRs. Os marcadores ISSR se mostraram mais informativos para certifica¢cdo de hibridos, os

quais serao avaliados agronomicamente no programa de melhoramento.

Palavras-chave: forrageiras; produgdo animal; espécies nativas; teste de paternidade
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1. INTRODUCAO

Nos 40 anos anteriores a 2006, houve uma perda de aproximadamente 54% das pastagens
nativas no Brasil (cerca de 37 milhdes de hectares - Censo Agropecuario IBGE, 2006), ou seja,
houve uma enorme perda em diversidade vegetal, principalmente de plantas herbaceas,
componentes naturais da paisagem nas formagdes campestres e base alimentar de herbivoros. E
evidente que ao se observar os numeros, percebe-se que o cultivo de pastagens favoreceu a
expansao da pecuaria no Brasil, por outro lado, perdeu-se em diversidade vegetal. Tendo em vista a
atual situacdo, € necessario buscar opcdes forrageiras que se orientem em dire¢do a maior e melhor
sustentabilidade da pecuéria (Cidade 2011).

O interesse pelo cultivo de boas espécies forrageiras nativas ¢ crescente, devido,
basicamente, a adaptacdo destas as condi¢des edafoclimaticas da sua regido de origem (Nabinger
1997). De acordo com Jacques & Nabinger (2006) o manejo adequado do pastoreio € o uso minimo
de insumos permitiriam a muitas espécies nativas, maior produtividade quando comparadas as
espécies exoticas, o que ¢ mais sustentavel e economicamente viavel (Jacques e Nabinger 2006).
Dentre as espécies forrageiras nativas, o género Paspalum ocupa um lugar de destaque.

O género Paspalum faz parte da tribo Paniceae, e da familia Poaceae, possui de 330 espécies
(Zuloaga e Morrone, 2005). Essas espécies vivem em clima quente, tropical, subtropical e
temperado quente. A maioria tem origem americana, € ¢ encontrada em diversos paises,
principalmente Brasil, Paraguai, norte da Argentina e Uruguai. Como o clima de, pelo menos, a
maior parte do Brasil é favoravel para o seu crescimento e estabelecimento, muitas espécies desse
género sdo encontradas nesse pais. Estima-se a ocorréncia de 214 espécies no Brasil (Flora do

Brasil 2020).

Esse género possui uma grande importancia economica devido a sua alta capacidade de se
adaptar aos diferentes ecossistemas e a sua grande diversidade, apresentando potencial como
forragem e como gramados. Na maioria das formagdes vegetais estudadas, esse género ¢ dominante

e responsavel pela maior taxa de forragem produzida e disponivel (Batista e Regitano-Neto 1999).
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A maioria das espécies do género Paspalum € poliploide apomitica, ou seja, possuem mais de
dois conjuntos de cromossomos homdélogos e uma reproducao na qual ndo ocorre fecundagao e sim
uma clonagem da semente, originando uma planta idéntica a planta-mae. Algumas espécies sao
sexuais ou apresentam genoétipos sexuais, ja que podem ocorrer apomixia ¢ sexualidade dentro da
mesma espécie (Ortiz et al. 2013). Cruzamentos interespecificos e intraespecificos tem sido obtido
(Novo et al. 2017).

A Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada no municipio de Sao Carlos-Sao Paulo, possui o
Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum (BAG) que detém cerca de 450 acessos, de 50 espécies,
conservados com grande diversidade genética (Alelo 2018). O BAG de Paspalum tem como
objetivo a preservagdo, a caracterizacdo e a avaliacdo de recursos genéticos. Essa unidade vem
desenvolvendo pesquisas com a intengdo de obter novas cultivares forrageiras e para gramados
desse género, tendo apoio de diversas unidades da Embrapa, de Universidades e da Unipasto
(Associacdo para o Fomento a Pesquisa de Melhoramento de Sementes Forrageiras). Desde 2015,
cruzamentos controlados tém sido realizados dentro do Programa de Melhoramento de Paspalum da
Embrapa Pecuaria Sudeste a fim de obter hibridos intra e interespecificos com caracteristicas de
interesse agrondmico e vigor hibrido.

Os marcadores moleculares proporcionam a caracterizagdo genética de um alto niimero de
genotipos através de procedimentos relativamente rapidos e simples. Um marcador molecular ¢
definido como qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (Ferreira e Grattapaglia 1998). Milach (1998a) descreve que marcadores
moleculares sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sd3o herdados
geneticamente.

Existem varios tipos de marcadores descritos na literatura ¢ um dos maiores desafios ¢ na
escolha do marcador, ja que € preciso que haja uma associagdo entre o objetivo do projeto e o

marcador molecular escolhido. Para que haja €xito na escolha do marcador ¢ preciso conhecer bem
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cada marcador disponivel (Borém e Fritsche-Neto 2013). Dentre esses marcadores descritos estao
os marcadores baseados em PCR.

A reagdao de PCR provém do inglés Polimerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e consiste em uma técnica que amplifica fragmentos de DNA in vitro pela agdo de uma
enzima de replicagdo. Basicamente o procedimento ¢: (1) desnaturagdo do DNA de fita dupla pelo
aumento da temperatura; (2) anelamento do primer na fita molde através de uma temperatura
especifica; (3) sintese da fita nova através da enzima DNA polimerase; (4) desnaturagdo € um novo

ciclo (Borém e Fritsche-Neto 2013).

Os Marcadores Microssatélites, também chamados de SSR (simple sequence repeats), sao
regides de DNA repetidas ndo codificantes compostas por pequenos motivos de 1 a 6 nucleotideos
repetidos em tandem, que ocorrem como elementos repetitivos intercalados em todos os genomas
eucaridticos (Tautz e Renz 1984 ). Os SSR se destacam pela grande variagdo no numero de
repetigdes, que sdo resultados de eventos mutagé€nicos dindmicos € complexos, por exemplo:
crossing over desigual, retrotransposicao e deslizamento de DNA polimerase (s/ippage) (Borém e

Fritsche-Neto 2013).

Os Marcadores ISSR (Inter simple sequence repeat) sao outro tipo de marcador baseado em
PCR que também tem sido bastante utilizado. Essa técnica consiste na amplificagdo de segmentos
de DNA localizados entre duas regides microssatélites idénticas e utiliza as sequéncias de
microssatélite como primer Unico nas reagdes de PCR, possibilitando a amplificagdo de diferentes
regides entre dois SSR, ao mesmo tempo (Zietkiewicz et al. 1994). Além disso, os ISSR usam
primers universais, isto €, primers aleatorios na qual a sequéncia nao depende da espécie estudada,
esse fato torna a técnica mais acessivel quando o trabalho envolve vérias espécies. Essa técnica ¢

comumente utilizada em estudos de diversidade, mapeamento e selecdo assistida.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-008-0507-z#CR82
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Este trabalho tem como objetivo confirmar a obten¢do de hibridos em cruzamentos intra e
interespecificos do programa de melhoramento genético de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste

utilizando marcadores microssatélites (SSR) e inter-microssatélites (ISSR).

2. MATERIAL E METODOS

Em 2016, dentro do Programa de Melhoramento Genético de Paspalum da Embrapa Pecuaria
Sudeste (Sdo Carlos, SP), foram realizados diversos cruzamentos que originaram 33 familias
(Tabela: 1), compostas por um genitor feminino, um genitor masculino € um nimero variavel de
progénies Fi, totalizando 190 progénies F; analisadas. As progénies avaliadas foram visualmente
selecionadas, pelo melhorista, dentre todas as progénies obtidas dos cruzamentos, a fim de diminuir
o numero de plantas avaliadas molecularmente. Foram utilizados, para comparagdo, quatros plantas
de um mesmo genoétipo de genitor masculino, € o primeiro nome citado do cruzamento sempre sera
o do genitor feminino.

O DNA dos individuos acima citados foi previamente extraido, quantificado e diluido a 10ng/ul,
e estava disponivel para uso no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Pecuaria Sudeste.
Os marcadores moleculares SSR e ISSR utilizados foram selecionados na literatura e estao descritos
nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Posteriormente os DNAs foram submetido a PCR em
Termociclador C1000 Touch™., de acordo com a literatura.

Apos a amplificagdo do material, cada marcador foi submetido a um tipo de gel em eletroforese
para separacdo e visualizacdo dos amplificados. Os marcadores ISSR foram aplicados no gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio, submetidos a eletroforese de trés a quatro horas a 100V e
visualizado no Fotodocumentador Bio-Rad Universal. Para os marcadores microssatélites, foi feita
uma verificagdo de amplificagdo no gel de agarose 3% corado com brometo de etidio em eletroforese
por uma hora a 100V. Seguido dessa verificagdo, as amostras que amplificaram com sucesso foram
submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida 6% por duas a trés horas a 60W, e corado com

nitrato de prata, segundo protocolo de Creste et al. (2002).
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Depois desses dois procedimentos, as bandas foram analisadas e comparadas. A confirmagao de
hibridagdo ¢ realizada pela presenca, nas progénies, de bandas que sdo presentes no genitor masculino

e sdo ausentes no genitor feminino de cada cruzamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de marcadores moleculares ¢ comumente reportado na literatura para a identificagdo de
hibridos, evidenciando a importincia destes marcadores como ferramentas no programa de
melhoramento vegetal. Inter-microssatélites foram utilizados em alcachofra (Bianco et al. 2011),
Texas bluegrass (Goldman 2008) e feijdo mungo (Khajudparn et al. 2012), e marcadores
microssatélites na avaliacao da eficiéncia de cruzamentos no feijdo comum (Morais et al. 2016) e
hibridizacao interespecifica do algodao (Newascar et al. 2013).

As vantagens do uso de marcadores moleculares em programas de melhoramento genético sobre
o uso de apenas marcadores fenotipicos ou morfoldgicos residem no fato de que os marcadores
moleculares sdo ilimitados, geralmente facilmente detectdveis, geram um alto nivel de
polimorfismo entre os gendtipos testados, sdo neutros em relagdo aos efeitos ambientais, com pouco
ou nenhum efeito de epistasia ou pleiotropia, e geralmente se comportam como tracos de heranga
simples e previsivel (Barros e Souza 2012).

Os oito marcadores moleculares avaliados neste trabalho amplificaram com sucesso, sendo que seis
foram eficientes na detec¢do de 44 hibridos nas familias analisadas (Tabela 4), o que representa
23,15% das progénies avaliadas. Como as progénies avaliadas foram visualmente selecionados a partir
do nimero total de progénies obtidas nos cruzamentos, fica dificil comparar a taxa de obtencdo de
hibridos com dados da literatura. Os hibridos foram obtidos a partir dos cruzamentos P. virgatum x P.
atratum e de P. regnellii com P. plicatulum, P. malacophyllum, P. atratum, P. lenticulare ¢ P.
regnellii.

Dentre estes os marcadores que foram informativos, dois sdo do tipo microssatélites, sendo que

foram analisados num total de quatro marcadores desse tipo, € quatro sdo do tipo inter-microssatélites,


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1984-70332016000300234&script=sci_arttext#B2
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obtendo total aproveitamento desse tipo de marcador. As Figuras 1-5 mostram, em algumas familias,
as bandas que indicam hibridagdo, ou seja, que estdo presentes nas progénies € nos genitores
masculinos e ausentes nos genitores femininos.

Os marcadores SSR PR15 e ISSR 1, 8, 9 e 10 foram analisados em todas as familias, adquirindo
bons resultados na identificacdo (Tabela 4). Por conta do curto periodo de execugdo e da carga
horédria reduzida, os marcadores SSR Pp-UNICAMPO06 e¢ Pp-UNICAMPOS8 foram os unicos
avaliados apenas em quatro familias (29, 30, 31 e 32), sendo que apenas o marcador Pp-
UNICAMPO6 identificou hibridos na familia 31 (Figura 5). Os microssatélites Pp-UNICAMPOS e
PAO1B7 utilizados nesse experimento nao foram eficientes na identificacao de hibridos nas familias
em estudo.

Os marcadores ISSR foram mais eficientes na identificagdo, provavelmente porque esses
marcadores usam primers universais, ou seja, primers aleatérios que independem das espécies
estudadas, e por apresentarem muitas bandas.

Estes novos hibridos representam novas e importantes combinagdes genéticas, sendo que, até o
momento, ndo haviam sido descritos na literatura hibridos F1 com a maioria das combinagdes genéticas
estudadas neste trabalho. Os novos hibridos serdo incorporados no Programa de Melhoramento
Genético de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste, os quais serdo avaliados quanto a resisténcia de

pragas, produtividade e outras caracteristicas de interesse.
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Tabela 1: Familias e nimero de progénies analisadas e genitores utilizados nos cruzamentos.
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Cruzamentos

P. virgatum BGP 343 x P. atratum BGP 308
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 308
P. regnellii BGP 258 x P. atratum BGP 341
P. regnellii BGP 258 x P. atratum BGP 15
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 15
P. regnellii BGP 344 x P. guenoarum BGP 159
P. regnellii BGP 345 x P. guenoarum BGP 159
P. regnellii BGP 215 x P. guenoarum BGP 159
P. regnellii BGP 344 x P. plicatulum BGP 164
P. regnellii BGP 215 x P. plicatulum BGP 164
P. regnellii BGP 344 x P. malacophyllum BGP 293
P. regnellii BGP 215 x P. malacophyllum BGP 293
P. regnellii BGP 345 x P. plicatulum BGP 160
P. regnellii BGP 215 x P. plicatulum BGP 160
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 98
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 98
P. regnellii BGP 345 x P. guenoarum BGP 11
P. regnellii BGP 215 x P. guenoarum BGP 11
P. regnellii 22811 x P. guenoarum BGP 11
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 123
P. regnellii BGP 215 x P. sp. BGP 342
P. regnellii BGP 215 x P. plicatulum BGP 163
P. regnellii BGP 345 x P. sp. BGP 406
P. regnellii BGP 215 x P. lenticulare BGP 262
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 298
P. regnellii BGP 397 x P. atratum BGP 298
P. regnellii BGP 258 x P. regnellii BGP 341
P. regnellii BGP 258 x P. atratum BGP 93
P. virgatum BGP 343 x P. atratum BGP 95
P. regnellii BGP 345 x P. atratum BGP 95
P. regnellii BGP 215 x P. malacophyllum BGP 293
P. virgatum BGP 343 x P. umbrosum BGP 227
P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 93
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Tabela 2: Marcadores microssatélites utilizados nas analises.

Temperatura de Tamanho
Marcadores SSR Referéncias
amplificacdo (C°) amplificado (pb)
PRI15 60 255-188 Cidade et al. (2009b)
Pp-UNICAMPO8 51 154-174

Oliveira et al. (2016)

Pp-UNICAMPO06 51 174-144

PAO1B7 60 282-242 Cidade et al. (2010)




Tabela 3: Marcadores inter-microssatélites utilizados nas analises.

Sequéncia do Temperatura de
Marcadores ISSR Referéncias
primer 5°-3’ amplificacido (C°)

Cidade et al. (2008),

ISSR 1 (CT)8-G 49
Brugnoli et al. (2013)
Brugnoli et al. (2013),
ISSR 8 (CA)8-G 48
Usandizaga et al. (2015)
ISSR 9 (ATG)5-GA 42 Usandizaga et al. (2015)

ISSR 10 (GA)8-C 48 Usandizaga et al. (2015)
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Tabela 4: Resultado da confirmagdo de hibridagdo com os marcadores moleculares avaliados, indicando quais marcadores identificaram as

hibridacoes.
Familia Cruzamento N° de progénies N’ de hibridos % Marcadores que identificaram
analisadas identificados
10 P. regnellii BGP 215 x P. plicatulum BGP 164 10 6 60.0 ISSR9 e 10
11 P. regnellii BGP 344 x P. malacophyllum BGP 293 12 11 91.7 ISSR 8¢ 9; PR 15
20 P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 123 5 1 20.0 ISSR 10
22 P. regnellii BGP 215 x P. plicatulum BGP 163 1 14.3 ISSR 8
24 P. regnellii BGP 215 x P. lenticulare BGP 262 5 3 60.0 ISSR9 e 10
25 P. regnellii BGP 215 x P. atratum BGP 298 1 50.0 ISSR 9
26 P. regnellii BGP 397 x P. atratum BGP 298 17 3 17.6 ISSR 9
27 P. regnellii BGP 258 x P. regnellii BGP 341 6 2 333 ISSR 8
28 P. regnellii BGP 258 x P. atratum BGP 93 13 2 15.4 ISSR8¢e9
29 P. virgatum BGP 343 x P. atratum BGP 95 1 50.0 ISSR 9
30 P. regnellii BGP 345 x P. atratum BGP 95 8 8 100.0 ISSR 9
31 P. regnellii BGP 215 x P. malacophyllum BGP 293 10 5 50.0 ISSR 1, 8, 9 ¢ 10; Pp-UNICAMPO06; PR15
Total 97 44 45.4
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Figura 1: Perfil de amplificagdo do marcador ISSR 10, em gel de agarose 2%, na Familia 20. A
progénie 203 foi identificada como sendo hibrida pela banda indicada pela seta amarela. Os padroes
de tamanho utilizados estdo indicados, em pb, dos marcadores de peso molecular 1kb Plus

Invitrogen (M1) e 50pb Ludwig (M2)
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Figura 2: Perfil de amplificagdo do marcador ISSR 1, em gel de agarose 2%, na Familia 31. A
progénie 92 foi identificada como sendo hibrida pela banda indicada pela seta amarela. Os padroes
de tamanho utilizados estdo indicados, em pb, dos marcadores de peso molecular 1kb Plus

Invitrogen (M1).
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Figura 3: Perfil de amplificagdo do marcador ISSR 8, em gel de agarose 2%, na Familia 22. A
progénie 245 foi identificada como sendo hibrida pela banda indicada pela seta amarela. Os padroes
de tamanho utilizados estdo indicados, em pb, dos marcadores de peso molecular lkb Plus

Invitrogen (M1) e 50pb Ludwig (M2).
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Figura 4: Perfil de amplificacdo do marcador ISSR 9, em gel de agarose 2%, na Familia 29 a
progénie 182 foi identificada como sendo hibrida pela banda indicada pela seta amarela. E na
Familia 30 todas as progénies foram identificadas como hibridas. Os padrdes de tamanho utilizados

estdo indicados, em pb, dos marcadores de peso molecular 1kb Plus Invitrogen (M1).
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Figura 5: Perfil de amplificagdo do marcador microssatélite Pp-UNICAMP06, em gel de
poliacrilamida 6%, na Familia 31. As progénies 92 e 93 foram identificadas como sendo hibridas
pelas setas. Os padrdes de tamanho utilizados estdo indicados, em pb, do marcador de peso molecular

10pb (Invitrogen).
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ANEXO 1
A Revista Crop Breeding and Applied Biotechnology foi escolhida como norma para os
elementos textuais do TCC. A mesma representa periodico de relevancia para a area de pesquisa
apresentada no TCC, o qual deve ser redigido em portugués, embora a revista seja publicada em
inglés. As normas da revista foram retiradas do site

“http://www.scielo.br/img/fbpe/cbab/pinstruc.htm#02” e se encontram descritas abaixo:

A CBAB publica artigo exclusivamente em inglés, porém faculta ao autor a possibilidade de
submeté-lo em portugués para, apds o aceite, providenciar a sua traducdo. O O6nus da
traducdo é de responsabilidade do autor, porém a CBAB recomenda que ela seja feita por seu
tradutor oficial.

Os manuscritos deverao ser inseridos sem os nomes dos autores e seus enderecgos,
os quais deverdo ser disponibilizados em um formulario a parte.

Os trabalhos deverdo ser submetidos somente em formatos compativeis com Microsoft Word
(.doc) de até 2MB de tamanho e devem ter as seguintes caracteristicas: formato A4 com
margens de 2cm e paginacdo consecutiva no topo a direita, digitado em fonte Times New
Roman, tamanho 12, espacamento duplo e alinhamento justificado.

Artigos deverdo ter no minimo 16 e no maximo 18 pdaginas, incluindo tabelas e figuras
inseridas em paginas separadas (uma por pagina) ao final do texto e apresentar a seguinte
sequéncia: TITULO, que deverd ser claro, conciso e refletir a esséncia do artigo, escrito com a
primeira inicial mailscula e alinhado a esquerda, ndo excedendo a 15 palavras digitadas em
Times New Roman 14, negrito; RESUMO contendo no maximo 150 palavras; PALAVRAS-
CHAVE, contendo minimo de 3 e maximo de 5 palavras diferentes do
titulo; INTRODUGCAO, que inclua uma breve revisdo de literatura sobre o tema e os objetivos
da pesquisa; MATERIAL E METODOS redigido de modo que outro pesquisador possa repetir a
experiéncia; RESULTADOS E DISCUSSAO apresentados em conjunto, para maior dindmica

de leitura (as conclusodes também devem ser apresentadas nesse
tépico); AGRADECIMENTOS (opcional) sucintos, limitados a colaboradores efetivos e
agéncias financiadoras; Titulo, resumo e palavras-chave em

portugués; REFERENCIAS (normas abaixo); TABELAS e FIGURAS incluidas em péaginas
separadas (uma por pagina), ao final do artigo.

As citacdes no texto feitas entre parénteses seguindo os exemplos: (William et al. 1990)
(William et al. 1990, Liu 1998, Pereira and Amaral JUnior 2001).

REFERENCIAS deverdo ter espacamento duplo e serem ordenadas alfabeticamente. Os
nomes dos autores serdo escritos somente com iniciais mailsculas, separados por virgula e/ou
“and”antes do nome do Ultimo autor, seguido do ano de publicagdo entre
parénteses. Cuidado: ndo serdo aceitos citacbes de resumos de eventos, teses, dissertactes,
monografias e nem artigos nao publicados. Esses cuidados darao maior credibilidade ao artigo
e a revista. Veja os exemplos abaixo:

1) Artigos em periddicos: O nome do periédico e o volume devem ser escritos em negrito e
sem abreviagdes, seguidos de dois pontos e do intervalo de paginas.
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Pereira MG and Amaral Junior AT (2001) Estimation of genetic components in popcorn based
on the nested design. Crop Breeding and Applied Biotechnology 1: 3-10

Knapp SJ, Stroup WW and Ross WM (1985) Exact confidence intervals for heritability on a
progeny mean basis. Crop Science 25: 192-194.

2) Livro: O titulo do livro deve ser escrito em negrito, seguido do nome da editora, cidade e
nimero de paginas.

Ramalho MAP, Ferreira DF and Oliveira AC (2000) Experimentacao em genética e
melhoramento de plantas. Editora UFLA, Lavras, 326p.

Liu BH (1998) Statistical genomics. CRC Press, New York, 610p.

3) Capitulo de livro: Nomes dos autores, titulo do capitulo, nome do editor, titulo do livro em
negrito, seguido pelo nome da editora, cidade e numero de paginas

Sakiyama NS, Pereira AA and Zambolim L (1999) Melhoramento do café arabica. In: Borém A
(ed.) Melhoramento de espécies cultivadas. Editora UFV, Vigosa, p. 189-204.

McClean P, Gepts P and Kami J (2004) Genomics and genetic diversity in common bean. In:
Wilson RF, Stalker HT and Brummer EC (eds) Legume Crops Genomics. AOCS Press,
Champaign, p. 60-82.

4) Congresso:

Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In: Stalker HT and Murphy JP
(eds) Proceedings of the symposium on plant breeding in the 1990s. CAB, Wallingford,
p. 1-13.

5) Documentos eletrénicos:

Cruz CD and Schuster I (2006) GQMOL: application to computational analysis of

molecular data and their associations with quantitative traits. Version 9.1. Available at
http://www.ufv.br/ dbg/ ggmol/ggmol.htm. Accessed on May 3, 2009



