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DNA extraction and molecular identification of Olivea neotectonae (T.S. Ramakrishnan & K. Ramakrish-
nan) isolated from teak leaves (Tectona grandis L.f).

Phytosanitary problems can pose a threat in different crops. And, for this, the first step is to identify and
know the main diseases and their impacts on forest stands, such as teak (Tectona grandis L.f). Currently,
the rust caused by Olivea neotectonae (T.S. Ramakrishnan & K. Ramakrishnan) is one of the main fungal
diseases that affect the species. The objective of this work was to characterize O. neotectonae isolated
from teak leaves in the state of Tocantins. The urediniospores of O. neotectonae were collected from
naturally infected teak leaves in the city of Gurupi-TO. Three different methods were tested, to verify the
one that best provided obtaining DNA with sufficient quantity and adequate quality for the correct
identification of the pathogen. The method that resulted in the best quantity and quality of DNA from
isolates was that described by Alessio and collaborators. The extracted DNA was subjected to
amplification of the ITS region and sequenced. The nucleotide sequence of O. neotectonae shared a
similarity of about 70% with sequences from the ITS region of other fungi deposited in the GenBank,
since until now there are no available sequences of the species O. neotectonae.
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Palavras-chaves
patologia florestal
fungo causador de
ferrugem
Pucciniales
sequenciamento
regido ITS

Problemas fitossanitarios podem representar uma ameaca em diferentes cultivos. E, para isso, o primeiro
passo é identificar e conhecer as principais doencas e seus impactos nos povoamentos florestais, como no
cultivo da teca (Tectona grandis L.f). Atualmente, a ferrugem causada por Olivea neotectonae (T.S. Ra-
makrishnan & K. Ramakrishnan) é uma das principais doencas flngicas que acometem a espécie. Objeti-
vou-se com este trabalho realizar a caracterizagdo do fungo O. neotectonae isolado de folhas de teca no
estado do Tocantins, Brasil. Os urediniésporos de O. neotectonae foram coletados em folhas de teca in-
fectados naturalmente, na cidade de Gurupi-TO. Foram testados trés diferentes métodos, para verificar o
que melhor proporcionasse obtencdo de DNA com quantidade suficiente e qualidade adequada para a
correta identificacdo do patégeno. O método que resultou em melhor quantidade e qualidade de DNA de
isolados foi o descrito por Alessio e colaboradores. O DNA extraido foi submetido a amplificacdo da
regido ITS e sequenciados. A sequéncia de nucleotideos de O. neotectonae compartilnou uma similaridade
de cerca de 70% com sequéncias da regido ITS de outros fungos depositados no GenBank, visto que até
0 momento ndo se encontra sequencias disponiveis da espécie O. neotectonae.
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INTRODUCAO

A teca (Tectona grandis L.f, Lamiaceae) € uma
espécie florestal exotica originaria da Asia
cultivada principalmente para producdo de madeira
(Figueiredo et al., 2005). A espécie foi introduzida
no Brasil no final da década de 60 no estado de
Mato Grosso, onde foram estabelecidos os
primeiros plantios em escala comercial (Caldeira e
Oliveira, 2008). Atualmente, o plantio da espécie
encontra-se consolidado no pais, principalmente
nas regides Centro-Oeste e Norte, com grande
potencial de consumo e de exportagdo da madeira.

Neste contexto, os problemas fitossanitarios
podem representar uma ameaga para os produtores
florestais, sendo imprescindivel a adocdo de
estratégias para minimizar os riscos de perdas
causadas por pragas e doencas, especificamente no
cultivo da teca. E, para isso, 0 primeiro passo é
identificar e conhecer as principais doencas e seus
impactos nos povoamentos florestais. Atualmente,
a ferrugem causada por Olivea neotectonae
(=Chaconia tectonae T.S. Ramakrishnan & K.
Ramakrishnan) (Chaconiaceae), a murcha-de-
ceratocystis, causada por Ceratocystis fimbriata
(Ceratocystidaceae), a  murcha-de-ralstonia,
causada por Ralstonia solanacearumi
(Burkholderiaceae), e a podriddo radicular de causa
complexa sdo consideradas as principais doencas
da cultura da teca no Brasil, em fungdo dos
prejuizos econdémicos que podem gerar caso ndo
haja 0 manejo adequado (Alfenas, 2017).

A ferrugem causada por O. neotectonae € uma
doenca de facil visualizacdo, que incide tanto em
viveiro quanto em plantios no campo, e esta
presente em varios estados brasileiros (Bonaldo et
al., 2011; Pieri et al., 2011; Gasparotto e Pereira,
2014; Marques et al., 2015). Nas plantas infectadas
observam-se manchas de coloragdo marrom escuro
(necrdticas) na face adaxial da folha e a presenca de
pUstulas amarelas na face abaxial. No campo, a
doenca pode ocorrer tanto em plantas jovens quanto
em plantas adultas, e o principal prejuizo da doenca
é a desfolha prematura da planta, que pode reduzir
em até 30% no crescimento (Sales et al., 2017).
Recentes estudos e observagdes em campo indicam
a existéncia de variabilidade para resisténcia, o que
permite a selecdo e o plantio de clones resistentes
(Alfenas, 2017).

Os fungos causadores de ferrugens séo
basidiomicetos, pertencentes em geral a ordem
Pucciniales (Massola Junior e Krugner, 2011). A
classificacdo destes fungos, entretanto, € ainda um
problema devido a morfologia complexa e
semelhante entre espécies, ciclo de vida e diferentes
hospedeiros. Além disso, a maioria destes
organismos atuam como parasitas obrigatdrios e
ndo apresentam fase saprofitica em seu ciclo vital

(Alexopoulos et al., 1996; Kimati et al., 2005).
Estudos de diversidade e taxonomia de fungos, séo
tradicionalmente baseados em observacbes de
caracteres morfolégicos e taxonémicos, via
microscopia de luz e eletrbnica, e & identificacdo
por chaves apropriadas (Burgess et al.,1995; May-
De Mio et al., 2006; Castro, 2012). No entanto,
apenas com este recurso, ja ndo é mais possivel
realizar a identificacdo confiavel, a nivel de
espécie, para a maioria dos géneros flngicos
(Fungaro, 2000). Sendo assim, o uso de técnicas
moleculares para a deteccdo, identificagdo e
caracterizacdo destes patdgenos torna-se essencial,
oferecendo maior consisténcia e confiabilidade a
classificagdo tradicional. Neste sentido, a correta
identificacdo do patdgeno consiste no primeiro
passo em dire¢cdo ao manejo adequado da doenga
por ele causada.

Esse trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizacdo molecular de O. neotectonae isolado
de folhas de teca no estado do Tocantins.

MATERIAL E METODOS

Os urediniésporos de O. neotectonae foram
coletados em folhas de teca infectados
naturalmente no Campus de Gurupi (11°43°45°’S
latitude, 49°04°07°” W longitude) na Universidade
Federal do Tocantins, com ajuda de um pincel de
cerdas macias e armazenados em microtubos até o
momento da extracao. A area de coleta consistiu em
arvores com idade variando de trés a sete anos,
plantadas no espacamento de 3,0 m x 2,0 m.
Inicialmente foram testados trés diferentes
métodos, sendo cada um testado duas vezes, para
verificar o que melhor proporcionasse obtengéo de
DNA com quantidade suficiente e qualidade
adequada para a correta identificacdo do patégeno.
Os métodos analisados foram o0s propostos por
Doyle e Doyle (1987), Duan et al. (2003) e Alessio
et al. (2013).

No primeiro método (Doyle e Doyle, 1987), 0s
urediniésporos foram macerados em nitrogénio
liquido e entdo submetido a extracdo do DNA
genémico com a utilizacdo do buffer de extracdo
contendo CTAB [20 mM de EDTA, 0,1 M de Tris-
HCI pH 8,0, 1,4 M de NaCl, 2% de CTAB, mais
0,4% B-mercaptoethanol], seguindo as demais
etapas conforme o protocolo proposto pelos
autores.

No método proposto por Duan et al., (2003)
modificado por Brammer et al. (2010), os
urediniésporos foram colocados em tubos contendo
0 tampao de extracdo [25 g L de D-Sorbitol, 10 g L
de N-Lauroylsarcosine, 0,5 M de NaCl, 0,5 M de
EDTA e 1 mM de Tris (pH 8)] + Proteinase K (10
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mg mL™* ), seguido de incubagdo em banho-maria,
e demais etapas do protocolo para a extracdo do
DNA gendmico.

No método descrito por Alessio et al. (2013) com
algumas modifica¢fes, 50 mg de uredinidsporos
foram suspendidos em 200 uL de tampdo de
extracdo [100 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 2%
CTAB, NaCl 2,2 M, EDTA 25 mM e PVP 2,5%]
em um microtubo de 2 ml contendo sete esferas de
silica gel com aproximadamente 3 mm de didmetro
hidratadas e esterilizadas. Apos agitacao dos tubos
por 5 minutos em aparelho tipo “vortex” para agao
de quebra mecanica dos urediniésporos, recuperou-
se 100 pl da suspensido as quais foram adicionados
mais 400 puL de tampdo de extragdo contendo 5 uL.
de Proteinase K (10 mg mL™?). Os tubos foram
incubados em banho-maria por 2 horas a 65°C e
agitados a cada 20 minutos durante o periodo. Ap6s
a incubacdo, aos tubos foram adicionados 700 pL
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e
invertidos por 5 minutos. Prosseguiu-se com
centrifugagcdo por 20 minutos a 15 000 g na
temperatura de 4°C, o sobrenadante foi transferido
para novos tubos aos quais se adicionaram 500 pL
de isopropanol gelado (-20°C) seguido por leves
inversfes durante 3 minutos. Os tubos
permaneceram em incubacdo a -20°C por 40
minutos e novamente centrifugados como descrito.
Os pellets formados foram lavados duas vezes com
etanol 70%, secos a temperatura ambiente por 15
minutos e suspendidos em 50 pL de dgua ultra pura
contendo 1 uL de RNAse (10 mg mL™?). A extracdo
foi finalizada com incubacdo a 37°C por 1 h. O
DNA extraido de cada amostra foi armazenado a —
20 ° C até a realizacdo das analises.

As regides 1TS1-5.8S-1ITS2 do rDNA de O.
neotectonae foram amplificadas usando o0s
oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (White et al.,
1990). Para a identificacdo molecular, 3,0 pL das
amostras foram submetidos a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), utilizando 12,5 pL
do Kit Tag DNA Polymerase Master Mix
Ampligon 1l (Ampligon ApS, Copenhagen,
Denmark), 0,25 uL de cada primer (ITS1e 1TS4) e
9 uL de agua ultra pura, totalizando o volume de 25
pL. As amostras foram testadas em triplicata.

A programacéo do termociclador (Techne TC-
5000) consistiu em uma temperatura inicial de 95
°C por 2 min, seguido de 38 ciclos de 95 °C por 30
segundos (desnatura¢do), 51 °C por 1 min
(anelamento), 72 °C a 1 min (extenséo), com uma
extensdo final de 5 min a 72°C. Apds a
amplificacdo, 6 pL do produto de PCR foram
carregados em gel de agarose 0,8% (TBE 1x)
corado com Neotaq Brilliant Green Plus DNA Stain

(Neobio, Brasil) e submetido a eletroforese. A
concentracdo de DNA foi medida em 260 e 280 nm
em espectrofotometro (Biowave DNA). Os
produtos de amplificacdo foram purificados em
PureLink PCR Purification Kit® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, e encaminhados para
sequenciamento direto utilizando o primer ITS1.
As sequéncias foram visualizadas e minimamente
editadas por meio do software BioEdit (verséo 7.1)
e, foram utilizadas para busca de sequéncias
semelhantes no GenBank por meio da ferramenta
BLASTN. Filogenias de maxima verossimilhanca
foram estimadas usando o software MEGA (versédo
5.0). A sequéncia obtida foi depositada no
GenBank sob nimero de acesso KX463504.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura da parede celular dos fungos é
altamente complexa em comparagdo com as
membranas das células de mamiferos e paredes
celulares bacterianas. As caracteristicas desta
parede, como a rigidez, dificultam o processo de
rompimento da parede celular, e consequentemente
a remogdo de proteinas e a precipitacdo do DNA
(Dean et al., 2004).

Neste sentido, a utilizacdo de agentes mecanicos,
como a silica gel utilizada no método descrito por
Alessio et al. (2013) facilitou o processo de
rompimento da parede celular dos uredinidsporos
de O. neotectonae liberando a molécula de DNA
com facilidade. Nos demais métodos testados, o
processo de rompimento da parede celular ndo foi
eficiente com a maceracdo dos uredinidsporos.

Estudos moleculares dependem diretamente da
qualidade do DNA extraido, portanto, a otimizacao
e estabelecimento de protocolos de extracdo sdo
necessarios, visto que um bom procedimento de
extracdo deve produzir DNA de pureza, qualidade
e quantidades adequadas para manipulacdo
(Romano, 1998), além de ser facil e rapida
execucdo. Além disso, ajustes de protocolo sdo
realizados para que a extracdo de DNA seja
simples, rapida e de baixo custo e obtenha-se DNA
de qualidade para analises moleculares (Danner et
al., 2011).

Existem diferentes protocolos de extragdo de
DNA disponiveis na literatura, com variagdes de
acordo com a espécie e 0 tecido a ser utilizado para
a extragcdo. Em geral, utiliza-se a maceragdo do
organismo/tecido alvo em nitrogénio liquido para o
rompimento da parede celular, um tampdo com
detergente para o rompimento da membrana celular
(com pH 8,0 para impedir a acdo das nucleases),
reagentes como fenol e/ou cloroférmio para a
desnaturacdo das proteinas, agentes antioxidantes
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para evitar a oxidagdo de polifendis e inibigdo da
atividade de peroxidases e polifenoloxidases,
proteinase K para facilitar a separacdo do DNA das
proteinas da cromatina, etanol para limpeza e
precipitacgdo do DNA e enzima RNAse para
digestéo e eliminacdo do RNA (Bonato, 2008).
Muitos protocolos para extragdo de DNA de
fungos utilizam uma variedade de métodos de
rompimento da parede celular(Selitrennikoff,
2001). Na literatura séo descritos diversos métodos
(Raeder e Broda (1985); Zolan e Pukkila (1986);
Anikster et al. (1997) e Brake et al. (2001), bem
como Kit’s comerciais para rapida extragdo de
DNAs fangicos. Entretanto, estes protocolos ndo
sdo especificos para a extracdo de DNA de
determinadas espécies. De fato, Manian et al.
(2001) apontam ndo haver um Gnico método de lise
celular apropriado para todos os fungos e que cada
espécie requer um método especifico que seja
eficiente para extracdo de DNA. E conforme
Ferreira e Grattapaglia (1998), alteragdes em
protocolos muitas vezes sdo necessarias devido as

— 3%88°
— 6,000
— 5,000

— 4,000
— 3,000
— 2,500
— 2,000

— 1,500

— 1,000
—_ 750

— 500

— 250

diferencas na constituicdo dos tecidos de cada
espécie.

No método proposto por Duan et al., (2003) ndo
foi possivel determinar a quantidade de DNA
extraida, e a extracdo pelo método de Doyle e
Doyle, 1987 resultou na extracdo de quantidades
insignificantes de DNA, dificil de quantificar. J& o
método proposto por Alessio et al (2013), a
guantificacdo do DNA foi significativa, com
concentracdo de DNA variando de 139,9 a 551,7
mg mL™

A partir da extracdo do DNA, a amplificacdo por
PCR da regido ITS do rDNA de O. neotectonae
usando o par de iniciadores ITS1 e ITS4 foi bem-
sucedida e um fragmento de 600 pb foi obtido
(Figura 1). Os resultados obtidos com a PCR estéo
de acordo com os relatados por outros autores, que
encontraram fragmentos em torno de 500 a 800 bp
para a regido ITS de fungos, dependendo dos pares
de primers usados e do isolado analisado (Menezes
et al., 2010).

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos produtos de amplificacdo da regido ITS do rDNA de
Olivea neotectonae obtidos usando os primers ITS1 e ITS4. Colunas: M: marcador molecular de 1 kb (1000

bp); 1-2: amostras; C-: controle negativo.

Nas Ultimas décadas, verificou-se um aumento
significativo no uso de técnicas moleculares para a
deteccdo, identificacdo e caracterizagdo de fungos
por meio de estudos do DNA ribossomal (rDNA).
O fato de as regiBes ITS serem relativamente
pequenas e aparecerem em grande nudmero de
cdpias no genoma, permitem que estas sejam
amplificadas e sequenciadas com facilidade
(Skoube et al., 1999; Leal Junior, 2002).

Aregido ITS do rDNA de O. neotectonae foi se-
quenciada e depositada no GenBank (nimero de
acesso KX463504). O depésito da sequéncia po-
dera auxiliar futuros estudos onde os isolados de O.
neotectonae possam ser caracterizados com mais
precisdo, complementando a identificacdo padréo
com base em andlises morfoldgicas. No entanto,
uma pesquisa através do BLASTn do GenBank, por
sequéncias ITS semelhantes, revelou que até o
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momento nenhuma outra sequéncia de nucleotideos
na regido ITS de O. neotectonae, ou de qualquer
outra regido deste patdgeno, foi depositada no Gen-
Bank. A sequéncia de nucleotideos de O. neotecto-
nae compartilhou uma similaridade de cerca de
70% com sequéncias da regido ITS de outros fun-
gos depositados no GenBank, indicando alguma
homologia com outros fungos.

A érvore filogenética abaixo foi construida com

base na sequéncia gerada a partir da regido ITS de
rDNA de O. neotectonae juntamente com as se-
quéncias ITS de nucleotideos dos patdégenos de fer-
rugem [Austropuccinia psidii (G. Winter) Beenken
] e Maravalia pterocarpi (Thirum.) Thirum, que fo-
ram coletadas do GenBank sob os numeros de
acesso KP863477 e KU301795, respectivamente
(Figura 2).

58

Olivea neotectonae

Olivea neotectonae

—— Maravalia pterocarpi (KP863477)

e

0.10

Austropuccinia psidii (KU301795)

Figura 2 - Arvore filogenética de Olivea neotectonae baseada na regido da sequéncia de rDNA ITS, derivada
do Método de Maxima Verossimilhanga usando os Parametros do Modelo Evolutivo Kimura-2 e teste de boo-

tstrap com 2.000 repeticoes.

A andlise filogenética indicou que os isolados de
O. neotectonae obtidos neste estudo séo filogeneti-
camente relacionados ao isolado de M. pterocarpi
da China, que também é membro da familia Chaco-
niaceae. Em contraste, o isolado de A. psidii na Co-
I6mbia encontra-se em um ramo filogeneticamente
distante dos isolados de O. neotectonae, possivel-
mente porque A. psidii e O. neotectonae pertencem
a familias diferentes.

A caracterizacdo realizada neste estudo, utili-
zando ferramentas moleculares, exerce um papel
importante principalmente em estudos filogenéti-
cos de espécies dentro do género Olivea, visto que
até o momento ndo existem sequencias disponiveis
da espécie O. neotectonae.

CONCLUSOES

O método de extracdo do DNA que resultou em
melhor quantidade e qualidade de DNA de isolados

de O. neotectonae foi o descrito por Alessio e
colaboradores, onde utilizou-se silica gel para
maceracdo dos urediniésporos.

A sequéncia de nucleotideos de O. neotectonae
compartilhou uma similaridade de cerca de 70%
com sequéncias da regido ITS de outros fungos
depositados no GenBank e a arvore filogenética
indicou que os isolados de O. neotectonae estdo
relacionadas a outras espécies pertencentes a
familia Chaconiaceae.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alessio MV, Hoffmann PH, Carneiro, S M. Método rapido
para extracdo de DNA de Puccinia kuehnii. Summa Phyto-
pathologica, v.39, n.3, p.198- 200, 2013.
https://doi.org/10.1590/S0100-54052013000300009

Alexopoulos CJ, Mims CW, Blackwell M. Introductory my-
cology. John Wiley and Sons. New York. 870 p. 1996.

© 2021 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804

DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.leao

226


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.

Ledo et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.9 n.2 (2021)222-228

Alfenas RF. OpiniGes - Florestal: celulose, papel, carvéo, si-
derurgia, painéis e madeira. Principais doengas da Teca no
Brasil, Ribeirdo Preto, p. 14 - 15, 01 fev. 2017.

Anikster Y, Bushnell WR, Roelfs AP, Eilam T, Manisterski
J. Puccinia recondita causing leaf rust on cultivated
wheats, wild wheats, and rye. Canadian Journal of Botany,
Ottawa, v. 75, n. 12, p. 2082-2096, 1997.
https://doi.org/10.1139/b97-919

Bonaldo SM, Barceli AC, Trento RA, Gasparotto F, Taffarel
C. Relato oficial da ocorréncia de Olivea tectonea em teca
(Tectona grandis) no Brasil. Summa Phytopatholgica,
v.37, n.3, p.153, 2011. https://doi.org/10.1590/S0100-
54052011000300015

Bonato ALV. Extracdo de DNA gendmico de cereais de in-
verno na Embrapa Trigo. Passo Fundo: Embrapa Trigo,
2008. 11 p. (Embrapa Trigo. Comunicado técnico online,
235).

Brake VM, Irwin JAG, Park RF. Genetic variability in Aus-
tralian isolates of Puccinia coronata f.sp. avenae assessed
with molecular markers and pathogenecity markers. Aus-
tralian Plant Pathology, Queensland, v. 30, p. 259-266,
2001. https://doi.org/10.1071/AP01039

Brammer SP, Wietholter P, Chaves MS, Vooss AT. Otimiza-
¢do do método de extragdo de DNA gendmico de Puccinia
triticina. Passo Fundo: Embrapa Trigo, 2010. 8 p. html.
(Embrapa Trigo. Comunicado técnico online, 287). Dispo-
nivel em: <http://www.cnpt.embrapa.br/bi-
blio/co/p_c0287.htm>.

Burgess T, Malajczuk N, Dell B. Variation in Pisolithus and
basidiospore morphology, culture characteristics and anal-
ysis of polypeptides using 1D SDS-PAGE. Mycological
Research, Edinburg, v.99, n.1, p.1-13,
1995.https://doi.org/10.1016/S0953-7562(09)80309-2

Caldeira SF, Oliveira DLC. Desbaste seletivo em povoamen-
tos de Tectona grandis com diferentes idades. Acta Ama-
zbnica, Cuiabj, v.38, n.2, p.223-228, 2008.
https://doi.org/10.1590/S0044-59672008000200005

Castro M T D. Pucciniales em plantas nativas do Cerrado
brasileiro e em algumas exoticas. Ano de obtengdo: 2012.
107 p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) - Universi-
dade de Brasilia, Brasilia.

Danner MA, Sasso SAZ, Bittencourt JVM, Citadin I, Sachet
MR. Proposta de protocolo para extracdo de DNA de Jabu-
ticabeira. Ciéncia Florestal. v.21, p. 363-367, 2011.

Dean TR, Betancourt D, Menetrez MY. A rapid DNA extrac-
tion method for PCR identification of fungal indoor air
contaminants. Journal of Microbiological Methods. v 56,
431-434p. 2004.
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2003.11.015.

Doyle JJ, Doyle JL. A rapid DNA isolation procedure for
small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemistry Bulle-
tin, v. 19, p.11-15. 1987.
https://doi.org/10.5902/198050983241

Duan X, Enjalbert J, Vautrin D, Solignac M, Girau, T. Isola-
tion of 12 microsatellite loci, using an enrichment protocol,
in the phytopathogenic fungus “Puccinia triticina”. Mole-
cular Ecology Notes, Oxford, v. 3, n. 1, p. 65- 67, 2003.
https://doi.org/10.1046/j.1471-8286.2003.00350.x

Ferreira ME, Grattapaglia D. Introduc&o ao uso de marcado-
res moleculares em analise genética. 3. ed. Brasilia, DF:
EMBRAPACENARGEN, 220 p. 1998.

Figueiredo EO, Oliveira AD, Scolforo JRS. Analise econo-
mia de povoamentos ndo deshastados de Tectona grandis
L.f., na microrregido do Baixo Rio Acre. Cerne, Lavras,
v.11, n.4, p.342-353, 2005.

Fungaro MHP. PCR na micologia. Biotecnologia Ciéncia &
Desenvolvimento, v.3, n.14, p.12- 16. 2000.

Gasparotto L, Pereira JCR. A Ferrugem da Teca no Estado do
Amazonas. Embrapa Amazdnia Ocidental, Manaus, p.4,
2014. (Comunicado Técnico 101)

Kimati H, Amorim L, Rezende JAM, Bergamin Filho A. Ma-
nual de Fitopatologia, vol. 2, doengas das plantas cultiva-
das 4° ed. cap. 53, pag 469, Sao Paulo: Agrondmicas Ce-
res, 2005.

Leal Junior GA. Diagnostico de Crinipellis perniciosa, em
tecidos de Theobroma cacao e caracterizagdo molecular e
soroldgica de isolados coletados de varios hospedeiros.
Ano de Obtengdo: 2002. 136p. Dissertacdo Mestrado. Uni-
versidade de S&o Paulo. Piracicaba Brasil.

Manian S, Sreenivasaprasad S, Mills PR. DNA extraction
method for PCR in mycorrhizal fungi. Letters in Applied
Microbiology. v 33,307p. 2001.
https://doi.org/10.1046/j.1472-765X.2001.01001.x

Marques MLS, Jesus JMI, Virtuoso MCS, Marques VS, San-
tos GR. Relato de ocorréncia da ferrugem da teca, causada
por Olivea Neotectonae no estado de Goids. Revista Verde
de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel, Pombal -
PB — Brasil, v.10, n.5, p.21-25, 2015.
https://doi.org/10.18378/rvads.v10i5.3689

Massola Jr NS, Krugner TL. Fungos fitopatogénicos. In:
Amorin L, Rezende JAM, Bergamin Filho A. (Ed.). Ma-
nual de Fitopatologia: principios e conceitos. 4 ed. Séo
Paulo: Ceres, 2011. p.149-206.

May De Mio LL, Novaes Q, Alves E. Metodologias de pre-
paracdo de amostras de ferrugem para estudos morfoléogi-
cos de urediniésporos por meio de microscopia eletronica
de varredura. Summa Phytopathologica, Botucatu v.32,
n.3, p.267-273, 2006. https://doi.org/10.1590/S0100-
54052006000300009

Menezes JP, Lapuatini M, Antoniolli ZI, Blume E, Junges E,
Manzoni CG. Variabilidade genética na regido its do
rDNA de isolados de 63 Trichoderma spp.(Biocontrolador)
e Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi. Ciéncia e Agro-
tecnologia, v.34, n,1, p.132-139, 2010.
https://doi.org/10.1590/S1413-70542010000100017

Pieri C, Passador MM, Furtado EL, Carvalho Junior AA. No-
vas observacdes sobre a ocorréncia da ferrugem da teca
(Tectona grandis) no Brasil e reviséo taxondmica do pato-
geno. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 37, n.4,
p.199-201, 2011. https://doi.org/10.1590/S0100-
54052011000400006

Raeder U, Broda P. Rapid preparation of DNA from filamen-
tous fungi. Letters in Applied Microbiology, v. 1, n. 1, p.
17-20, 1985. https://doi.org/10.1111/j.1472-
765X.1985.tb01479.x

Romano E. Extracdo de DNA de Tecidos Vegetais. In: Brasi-
leiro ACM, Carneiro VTC. (Ed). Manual de transformacao

© 2021 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804
DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.leao

227


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.
https://doi.org/10.1016/S0953-7562(09)80309-2

Ledo et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.9 n.2 (2021)222-228

genética de plantas. Brasilia. EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-
CENARGEN. p.163-177. 1998.

Sales NIS, Leao EU, Correia LCM, Siqueira CA, Santos GR.
Temporal progress of teak rust in a tropical area of Tocan-
tins State, Brazil. Acta Amazonica, v.47, n. 3, p. 277-280.
2017. https://doi.org/10.1590/1809-4392201603212

Selitrennikoff CP. Antifungal proteins. Applied and Envi-
ronmental Microbiology. v 67, p. 2883-2894. 2001.
https://doi.org/10.1128/AEM.67.7.

Skoube P, Frisvad JC, Taylor JW, Lauritsen D, Boysen M,
Rossen L. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences
from the ITS region of Penicillium terveticillate species.
Mycological Research, Cambridge v.103, p.873-881, 1999.
https://doi.org/10.1017/S0953756298007904

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phyloge-
netics. In: Innis MA et al. Comparative evolutionary al-
naysis of rDNA ITS regions in Drosopholia. Molecular Bi-
ology and Evolution, Oxford, v.11, n.3, p. 513-522, 1990.

Zolan M, Pukkila P. Inheritance of DNA methylation in
Coprinus cinereus. Molecular and Cell Biology, Washing-
ton, v. 6, p. 195-200, 1986.
https://doi.org/10.1128/mcb.6.1.195

© 2021 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804
DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.leao

228


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.
https://doi.org/10.1590/1809-4392201603212
https://doi.org/10.1128/AEM.67.7
https://doi.org/10.1128/mcb.6.1.195

