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RESUMO

Gnomoniopsis smithogilvyi é o principal agente da podridao castanha em poés-colheita em castanhas representando uma
ameaga a sustentabilidade do mercado Europeu. Com o objetivo de reduzir os niveis de infecao da castanha foi avalia-
do o impacto da aplicagdo de produtos comerciais, no campo, para o controlo de G. smithogilvyi. Arvores da variedade
‘Bouche de Bétizac’ com 8 anos foram tratadas com Bacillus amyloliquefaciens e tebuconazol (2x em junho e 1x em julho) e
oxido de silicio (em junho, julho e agosto), aplicados por pulverizagao foliar. Foram colhidos 120 ourigos por tratamento
para avaliagao biométrica, 200 castanhas por tratamento para avaliacao externa e interna e 10 castanhas por tratamento
para a analise microbiolégica no momento da colheita e apds um e dois meses de conservagao (4°C). Na analise biomé-
trica as castanhas apresentaram melhores parametros perante a solucao nutritiva. Nas analises microbioldgicas, em
todos os tratamentos foi detetado G. smithogilvyi, exceto nas castanhas tratadas com B. amyloliquefaciens ou tebuconazol
no momento da apanha e, no caso do tebuconazol, apo6s 1 e 2 meses de armazenamento (4 °C). B. amyloliquefaciens podera
ser um substituto contra algumas podriddes, e embora tenha tido algum efeito contra G. smithogilvyi apds a apanha, é
necessaria mais investigagao na sua capacidade em controlar este fungo. A atividade do tebuconazol contra G. smithogil-
vyi prolongou-se até dois meses de refrigeragao. Porém, com a sua retirada do mercado europeu, os agentes de controlo
biolégicos como B. amyloliquefaciens, ou similares poderao ser uma alternativa.
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ABSTRACT

Gnomoniopsis smithogilvyi is the main causal agent of chestnut brown rot in post-harvest nuts, a threat to the sustaina-
bility in the European market. With the objective of reducing the infection levels in chestnuts, the impact of commer-
cial products application in G. smithogilvyi control was evaluated at the field. Trees with 8-years-old of the ‘Bouche de
Bétizac’ variety were treated with Bacillus amyloliquefaciens, tebuconazol (2x in June and 1x in July), and silicon oxide
(in June, July and August), applied by foliar spray. For biometric evaluation 120 burrs per treatment were collected, 200
chestnut nuts per treatment for external and internal evaluation and 10 chestnuts nuts per treatment for microbiological
analysis, after 1 and 2 months of storage (4 °C). In the biometric evaluation, the nutrient solution treated chestnuts had
the best parameters. In the microbiological analysis and for all treatments, G. smithogilvyi was detected, except in the
chestnuts treated with B. amyloliquefaciens or tebuconazole, at the harvest, and the ones treated with tebuconazole after
1 and 2 months of storage (4 °C). B. amyloliquefaciens could be a substitute against some rots, and although it had some
effect against G. smithogilvyi after harvesting, more research is needed on its ability to control this fungus. Tebucona-
zole activity against G. smithogilvyi lasted up to two months of refrigeration. However, with its withdrawal from the
European market, biological control agents such as B. amyloliquefaciens, or similar, could be an alternative.
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INTRODUCAO

O fruto do castanheiro (Castanea sativa Mill)) é
muito apreciado e tem uma importancia econo-
mica elevada em Tras-os-Montes, no Nordeste de
Portugal. A regido é responsavel por cerca de 80%
da produgao nacional de castanha, com 45 348 hec-
tares dos 51 496 hectares de soutos em Portugal.
(INE, 2021). A elevada qualidade da castanha nesta
regiao foi reconhecida pela Unido Europeia com a
Denominacao de Origem Protegida (DOP) “Casta-
nha da Terra Fria” (Regulamento (CE) N° 1107/96;
Rodrigues, 2010).

A produgao de frutos saudaveis para a alimentagao
pode ser afetada em varias dimensoes, por fatores
abidticos e bidticos como as doengas e as pragas.
Estes problemas podem comprometer a produtivi-
dade e, consequentemente, a qualidade dos frutos
ao longo da cadeia de producao. Um dos principais
e graves problemas da atualidade no setor sao as
podriddes que ocorrem desde a pré-colheita, sen-
do especialmente grave na pos-colheita, com as
condi¢des de armazenamento e as infestagcdes de
insetos (Washington et al., 1997; Sieber et al., 2007;
Migliorini et al., 2010). Nesse contexto a podridao
castanha (‘brown rot’), constitui mais um desafio
para os produtores e a industria transformadora
(Lione et al., 2019), tendo sido comprovado que o
seu principal agente responsavel € uma espécie
recentemente descrita do género Gnomoniopsis,
Gnomoniopsis smithogilvyi L.A. Shuttleworth, E.C.Y.
Liew and D.I. Guest, também conhecido por Gno-
moniopsis castanea (Visentin et al., 2012; Shutlewor-
th et al., 2012; Shuttleworth et al., 2013; Maresi et al.,
2013; Dar & Rai, 2015; Dennert et al., 2015; Lione
et al., 2019; Shuttleworth & Guest, 2017, Vannini et
al., 2017; Lione et al., 2019). A espécie parece tam-
bém estar associada ao aparecimento de cancros
da casca do castanheiro, tanto na Europa como na
Asia (Dar e Rai, 2015; Pasche et al., 2016).

Os sintomas caracteristicos da podridao casta-
nha causada por G. smithogilvyi em castanhas
traduz-se no aparecimento de altera¢gdes de cor
e na degradagao da textura, embora em alguns
casos a castanha possa aparecer calcificada e de-
sidratada (Visentin et al., 2012; Maresi et al., 2013;
Shuttleworth et al., 2013). E de realcar o facto de
estes sintomas poderem aparecer somente duran-
te o armazenamento, sendo detetados quando a

castanha é aberta e visualizado o seu interior. Po-
rém, em alguns casos, G. smithogilvyi pode viver
como endofito em castanhas assintomaticas, im-
pedindo a dete¢ao visual da doenga pelos sinto-
mas descritos anteriormente (Dennert et al., 2015;
Ruocco et al., 2016).

Os métodos de diagnostico mais fidveis para a de-
tecao/identificacao de G. smithogilvyi dependem da
realizagao de técnicas microbioldgicas convencio-
nais como o isolamento em meios de cultura, entre
eles o Agar Extrato de Malte (MEA), Agar de Ex-
tratos de Malte e de Levedura (MYA) e o Agar de
Batata e Dextrose (PDA), com a posterior identifica-
¢ao de isolados por meio de métodos morfométri-
cos e/ou biomoleculares (Shuttleworth ef al., 2012;
Visentin et al., 2012). Mais recentemente, foram de-
senvolvidos métodos de detecgao direta deste fungo
na castanha, como o “Loop Mediated Isothermal
Amplification” (LAMP) em tempo-real, V-LAMP
(visual-LAMP) e “Real-time quantitative PCR”,
qPCR (Vettraino et al., 2021).

A investigacdo a nivel internacional tem incidido
no desenvolvimento de tratamentos pos-colheita
para controlar as podridoes da castanha, recor-
rendo ao uso de armazenamento refrigerado como
na Grécia, Italia e Suica (Mencarelli, 2001; Jermini
et al., 2006; Vekiari et al., 2007), o armazenamen-
to em atmosfera controlada, na Italia (Mencarelli,
2001), e tratamentos de agua quente na Grécia, Ita-
lia, Suica e EUA (Mignani e Vercesi, 2003; Pana-
gou et al.,, 2005; Rieger, 2005; Jermini et al., 2006).
Na China, Grécia, Italia, Nova Zelandia e EUA,
banhos de compostos com atividade antifungica
como iodo, hipoclorito de sédio, natamicina, acido
paracético e outros acidos organicos tém sido utili-
zados/testados (Paglietta e Bounous, 1979; Giacalo-
ne e Bounous, 1993; Mencarelli, 2001, Kader, 2002;
Mignani et al., 2003; Panagou et al., 2005; Klinac,
2006; Yang et al., 2006; Donis-Gonzalez, 2008; Do-
nis-Gonzalez et al., 2010).

Desde 1973 os azodis sao usados na agricultura,
correspondendo a 16% do volume global de fun-
gicidas (Jergensen e Heick, 2021). Apesar da sua
importancia e eficacia, os azdis ou os metabolitos
resultantes da sua degradagao, apresentam eleva-
da toxicidade para a vida aquatica com efeitos per-
manentes, podendo mesmo causar danos nos or-
ganismos neonatos (EU, 2022a). Em consequéncia,
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muitos compostos, em especial na Europa, tém si-
do retirados do mercado (propiconazol, bitertanol),
ou sé-lo-ao brevemente (epoxiconazol, tebucona-
zol, difenoconazol e metconazol), podendo provo-
car um impacto significativo no combate as doen-
cas fungicas, a curto e a médio prazo (Jergensen
e Heick, 2021). Os tratamentos biologicos usando
microrganismos antagonistas como bactérias ou
fungos (e.g. Bacillus spp., Trichoderma spp., Gliocla-
dium spp.) tém sido eficazes na reducao de doencas
in vitro (Pasche et al., 2016) e in situ, com a vantagem
de serem mais sustentdveis para o meio ambiente
(Filho et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo principal es-
tudar o impacto da aplicagao de um fungicida qui-
mico e um bioldgico e outras substancias (solugdes
nutritivas), homologados para culturas agricolas
(mas nao para C. sativa), por forma a reduzir, na
pré-colheita, os niveis de infe¢ao da castanha por
G. smithogilvyi. O impacto das aplica¢des na produ-
tividade e na incidéncia das podriddes (podridao
castanha e outras) foi avaliado no final dos ensaios
de campo e apos um més e dois meses de refrigera-
¢ado das castanhas a 4 °C.

MATERIAL E METODOS

Areas de estudo

O presente estudo foi realizado ao longo do ano
de 2021, num souto com castanheiros da variedade

‘Bouche de Bétizac’, com 8 anos de idade e a altitu-
de de 508 — 525 m. A figura 1 (a) ilustra a area de
estudo do souto.

Descrigio do Ensaio de Campo

As arvores dispostas em fileiras estdo separadas
entre si por 3 metros. Durante o periodo da floragao
(23, 30 de junho e 7 de julho de 2021) foram indivi-
dualmente aplicados dois fungicidas, um quimico
(tebuconazol) e um bioldgico (Bacillus amyloliquefa-
ciens), e uma solucao nutritiva (6xido de silicio, éxi-
do de potassio, aminoacidos livres) aplicados a 30
de junho, 30 de julho e 30 de agosto. Os fungicidas
foram aplicados em 4 linhas distintas e intercala-
das, totalizando 12 linhas no patamar A (figura 1
(@)), com as 4 linhas do controlo (sem tratamento).
A solucao nutritiva foi aplicada em 4 linhas segui-
das no patamar B como ilustra a Figura 1 (a). Todos
os tratamentos foram aplicados por pulverizagao
foliar. O niimero de arvores tratadas variou entre
18 e 24 conforme o tratamento (Figura 1 (b)). As fi-
leiras de castanheiros nao apresentavam o mesmo
numero de arvores devido a mistura de variedades
presente no souto.

O Quadro 1 descreve os tratamentos aplicados no
souto: produto, composicao, principio ativo, agao,
dose e aplicagao.

a) b)
|G S g ST
\ amyloliquefaciens \V
3720,48 m? 12 Fila 42 Fila 79 Fila 102 Fila
Y
I :
Controlo V V o
W
29 Fila 52 Fila 8¢ Fila 11°Fila b
Tebuconazol ,‘ @ ’ ((__%5
e — 3¢ Fila 62 Fila 90 Fila 129 Fila
e E PS8
g Solugdo Nutritiva N7 - 5
B
- N - e —_ o I . -
— 12 Fila 20 Fila 30 Fila 49 Fila ®

Figura 1 - a) Vista aérea do souto do estudo e b) Niimero de arvores por tratamento e em cada fila, nos patamares A e B.
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Quadro 1 - Descricdo dos tratamentos aplicados no souto. Data das aplicacdes: Serenade® ASO e Horizon® - (23 e 30 de
junho, 7 de julho 2021); Codasil - 30 de junho, 30 de julho e 30 de agosto 2021

Principio ativo Agao Composi¢ao Dose Aplicagao
B. amyloliquefaciens Biofungicida de contacto com agdo Suspensdo concentrada com 1.34% de B. 1L1/100L 3X
(Serenade® ASO) bacteriostatica de largo espectro amyloliquefaciens QST 713 (1 x 10° ufc/g)
Tebuconazol Fungicida sistémico Emulsdo éleo em dgua com 250 g/L 11/100L 3X
(Horizon®) contra oidio da videira de tebuconazol

Oxido de silicio, 6xido de
potdssio, aminoacidos
livres (Codasil)

Solugdo nutritiva

SiO2 (26,10 p/v) + K20 (14,62 p/v)
+ aminoacidos livres (5,22 w/v)

360 mL/100 L 3X

A recolha dos ouricos foi feita no dia 22 de setem-
bro de 2021 (Quadro 2). Por fila foram colhidos 30
ourigos correspondendo 6-8 por arvore. Na apanha
houve o cuidado de colher os ouricos de alturas e
exposicOes solares diferentes. No laboratdrio, as
amostras foram colocadas num lugar fresco e efe-
tuada a avaliagao morfoldgica e da produtividade
o mais rapido possivel por forma a minimizar as
perdas de peso por desidratagao.

Qualidade externa

A qualidade externa dos frutos foi avaliada pela
visualizacdo de defeitos e sinais visiveis de danos
pos-colheita: i) rachaduras; ii) sinais de infestagao
(presenga de orificios de saida causados pelo gor-
gulho da castanha); iii) sinais de infecao fingica
(crescimento de bolor visivel), conforme descrito
por Overy et al. (2003). Os sintomas observados fo-

Quadro 2 - Pardmetros de avaliagdo e nimero de castanhas na respetiva amostragem

Parametros

Ensaio de campo

Avaliacdo da Produtividade
Qualidade Externa
Qualidade Interna
Avaliacdao Microbiolégica

120 ourigos/tratamento (30 x 4filas)
200 castanhas/tratamento (50 x 4filas)
200 castanhas/tratamento (50 x 4filas)
10 castanhas/tratamento

Avaliagio da Produtividade

As amostras foram analisadas no Laboratério de
Tecnologias Agro-ambientais da UTAD.

A produtividade foi avaliada pelos parametros:
peso dos ourigos, com e sem castanhas, peso das
castanhas, indice de fertilidade, aspeto (enrugadas
versus lisas), cor das castanhas, nimero de casta-
nhas bichadas e podres. O peso dos ourigos e das
castanhas foi medido em gramas numa balanga di-
gital (Petit Balance MK - 200B) com capacidade de
200 g e precisao de 0,01 g. Apds esta avaliagao as
castanhas foram mantidas separadas por tratamen-
to e refrigeradas (4 °C) até ao seu processamento.

ram contabilizados para cada castanha de modo a
calcular a percentagem média de infegdo externa e
de infestagao por tratamento.

Qualidade Interna

Apos a inspecao externa, as castanhas foram imer-
sas em lixivia comercial a 5% por 5 minutos, segui-
das de trés lavagens consecutivas com agua desti-
lada e estéril. As castanhas foram secas com papel
absorvente e, imediatamente antes da avaliacao
interna, foram desinfetadas com etanol a 70%. Pa-
ra a avaliacao interna as castanhas foram cortadas
longitudinalmente, desinfetando a faca de corte
entre cada observacao e considerando os seguintes
parametros: presencga/auséncia de larvas, infecao
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fungica e tipo de podridao visivel. A percentagem
de superficie com podridao de cada castanha foi
estimada visualmente para determinar o nivel de
infe¢do conforme proposto por Donis-Gonzalez et
al. (2016). Foram considerados cinco niveis de infe-
¢ao: LO (0%), L1 (1-25%), L2 (26-50%), L3 (51-75%) e
L4 (76-100%).

Awvaliagdo microbioldgica

A monitorizagao do efeito dos tratamentos sobre a
carga microbiana das castanhas foi feita imediata-
mente na pds-colheita e apds um més e dois meses
de refrigeracao (4 °C). Em cada tratamento, foram
separadas 10 castanhas saudaveis por tratamento
para a pesquisa de fungos contaminantes, prin-
cipalmente de G. smithogilvyi. Em cada castanha
foram assepticamente retiradas de cinco partes di-
ferentes provenientes do hilo, cotilédone, embriao,
lado direito e esquerdo, e inoculadas em placa de
Petri de 9 cm com meio PDA. Das 200 castanhas
por tratamento da avaliacdo interna e de todas as
que apresentavam podridao visivel no seu interior,
foi adotado o procedimento anterior. Apds a inocu-
lagdo as placas foram fechadas com parafilme® e
incubadas a 25 °C por 14 dias. A identificacao de G.
smithogilvyi foi feita por caracteristicas culturais e
microscdpicas por comparagao com culturas puras
existentes no laboratdrio e identificadas por biolo-
gia molecular a partir das sequéncias consenso da
regido ITS (c6digos de acesso GenBank OK326904,
OK326907 e MW165483). As nossas culturas de
referéncia estao depositadas na Micoteca da Uni-
versidade do Minho (MUM) sob os codigos MUM
21.76 (=UTAD3), MUM 21.79 (=UTAD6) e MUM
20.139 (=IPB-GS1).

Todas as amostras foram tratadas em condicOes
assépticas numa camara de biosseguranga BSL2,

a fim de evitar qualquer tipo de contaminacao
secundaria.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando os progra-
mas EXCEL 2010 e STATISTICS 12, Versao 20. A
analise envolveu a estatistica descritiva (médias e
respetivos desvios-padrao e percentagens).

Para comparar médias de amostras independentes,
foram utilizados testes nao paramétricos, como o
teste ANOVA Ranks de Kruskal-Wallis e o teste de
comparagdes multiplas (Z-teste). A hipotese nula
foi rejeitada quando o nivel de significancia critica
foi inferior a 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliagdo da Produtividade

Com base nos resultados obtidos, em termos de
produtividade, o Quadro 3 apresenta os pesos mé-
dios dos principais parametros avaliados no en-
saio. A média de valores para o ourigo completo e
das castanhas bem formadas foi superior em todos
os tratamentos realizados quando comparados com
o controlo, excetuando o tratamento com tebuco-
nazol, onde os valores médios de todos os parame-
tros biométricos foram inferiores. Foram encontra-
das diferencgas significativas entre os tratamentos
nos pesos ‘ouri¢o completo” (p< 0,001), ‘ouri¢o” (p<
0,0001), e ‘castanhas bem formadas’ (p< 0,0001). No
Quadro 3 encontra-se assinalado as comparagoes
multiplas entre os varios tratamentos. No para-
metro ‘castanhas bem formadas’ nao foram ob-
servadas diferengas (p>0,05) entre os tratamentos
controlo/agente de controlo bioldgico, e controlo/

Quadro 3 - Avaliagdo da produtividade dos tratamentos efetuados no souto. Valores médios e desvios-padrdo (DP) dos
pardmetros: ourigo completo, ourigo, castanhas bem formadas (n=120).

Tratamento Ourigo completo (g) Ourico (g) Castanhas bem formadas (g)
Controlo 77,8+21,7° 30,849,0¢ 18,246,425

B. amyloliquefaciens 78,7+26,12 30,4+11,32 17,617,620

Tebuconazol 48,4+14,2> 23,7+7,5° 8,613,1¢

Solugdo nutritiva 82,3+29,82 32,3+11,52 20,8+7,824

Letras iguais significam auséncia de diferencas significativas (p > 0,05)
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solugao nutritiva. No entanto, existiram diferencas
significativas (p< 0,05) entre os tratamentos agente
de controlo bioldgico/solucao nutritiva. Em termos
de produtividade (peso/castanha), o tratamento
com tebuconazol foi significativamente (p< 0,05)
inferior a dos restantes, seguindo-se do tratamento
com B. amyloliquefaciens e solu¢ao nutritiva.

Qualidade Externa e Interna

Os resultados obtidos na avaliacao externa estao
apresentados no Quadro 4. A maior percentagem
de danos, ranhuras ou fissuras na casca da casta-
nha, foi registada nas amostras nos tratamentos
com tebuconazol (4.5%) e B. amyloliquefaciens (3.5%),
embora em valores relativamente baixos. As casta-
nhas de todos os tratamentos apresentaram mais
sinais de infestacdo e de podriddes do que o con-
trolo, embora a diferenca nao seja significativa. E
também de salientar diferencas na maturacao nas
castanhas tratadas com tebuconazol, onde as cas-
tanhas imaturas ou verdes representaram 14,5% e
3,5%, respetivamente. No momento da apanha dos
frutos, os castanheiros tratados com tebuconazol
apresentavam folhas secas e acastanhadas, que po-
derao ter afetado a produtividade fotossintética e,
deste modo, atrasado o desenvolvimento dos fru-
tos, relativamente ao controlo.

Relativamente a Qualidade interna (visual) os ni-
veis de infecao fungica foram baixos, predominan-
do o nivel L1; em nenhum dos tratamentos nao se
observou niveis acima de L2 (Quadro 5). O nivel
mais elevado, L2 foi observado nas amostras do
tratamento com B. amyloliquefaciens (0,5%). Nas
amostras tratadas com tebuconazol nao foi deteta-
da infecdo fungica visivel em nenhuma castanha.

A presenca de larvas nao foi detetada em nenhuma
das castanhas tratadas.

As castanhas avaliadas como saudaveis, por ins-
pecao visual, e sobrantes do ensaio, foram refrige-
radas e, apds um e dois meses, inspecionadas in-
ternamente para determinar os niveis de infegao
fungica. Este acompanhamento foi realizado nas
mesmas condi¢oes das avaliagdes anteriores, mas
com um ndmero menor de castanhas para cada
tratamento (n = 10). E de referir que, nas inspecoes
externas das castanhas, apos um e dois meses de
armazenamento nao foram detetados danos, sinais
de infestacao ou de podriddao em nenhum trata-
mento. Os resultados da inspecao interna observa-
dos nas castanhas dos diferentes tratamentos estao
apresentados no Quadro 6. No momento da colhei-
ta o nivel maximo de infe¢ao fngica encontrado
foi o L2 e as percentagens de infe¢do variaram en-
tre os 0 - 2%. Apos um més de armazenamento,
e para o nivel de infegao L1, as percentagens de

Quadro 4 - Qualidade externa das castanhas nos diferentes tratamentos do ensaio de campo, expressa em %, de: danos,
infestagdo, podriddes, castanhas imaturas e castanhas verdes (n= 200 castanhas/tratamento)

Tratamento Danos Infestagao Podriddes Imaturas Verdes
Controlo 1,5 0,0 0,0 1,0 0,0
Tebuconazol 4,5 0,5 1,0 14,5 3,5
B. amyloliquefaciens 3,5 1,0 1,0 2,5 0,0
Solugdo nutritiva 1,0 1,0 0,5 1,5 1,0

Quadro 5 - Qualidade interna das castanhas (observacdo visual) nos diferentes tratamentos do ensaio de campo. Niveis de
infecdo (LO (0%), L1 (1-25%), L2 (26-50%), L3 (51-75%) e L4 (76-100%) e tipo de podriddo (%) (castanha, negra)

(n = 200 castanhas/tratamento)

Infegdo fungica (%)

Tipo de podriddo (%)

Tratamento L1 L2 L3 L4 Castanha Negra
Controlo (a) 0,5 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0
Tebuconazol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. amyloliquefaciens 1,0 0,5 0,0 0,0 1,0 0,5
Solugdo nutritiva 2,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0
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Quadro 6 - Avaliacdo interna das castanhas nos diferentes tratamentos do ensaio de campo depois de um e dois meses de
armazenamento. Niveis de infecdo fiingica (LO (0%), L1 (1-25%), L2 (26-50%), L3 (51-75%) e L4 (76-100%) e tipo
de podridao (%) castanha, outras. (n= 10 castanhas/tratamento)

Infegdo fungica (%) Tipo de podridées (%)

Armazenamento Tratamento L1 L2 L3 L4 Castanha Outras

Controlo 40 0 0 0 40 0
1 més Tebuconazol 0 0 0 0 0 0
B. amyloliquefaciens 20 0 0 0 20 0
Solugdo nutritiva 40 0 0 0 40 0
2 meses Controlo 10 0 0 40 50 0
Tebuconazol 20 0 0 10 30 10
B. amyloliquefaciens 0 50 0 30 80 0
Solugdo nutritiva 0 20 0 40 50 10

infecdo variaram entre os 0 - 40%. Apos dois me- a) PRl SEIRIES GeCtos

ses de refrigeracao, o nivel maximo foi atingido
nas castanhas de todos os tratamentos (L4), com
percentagens entre os 10 - 40%. As amostras do
tratamento com tebuconazol foram as que apre-
sentaram menores niveis de infegao fungica, quer
no momento da colheita, quer apos um més de ar-
mazenamento nao apresentando sinais visuais de
infecado fungica (0%). S6 ao fim de dois meses é que
apresentaram sinais de infegao, cerca de 20% (L1) e
10% (L4). Estes resultados vao de encontro aos obti-
dos por Driss (2019), que reportou niveis de infe¢ao
de nivel L4 em castanhas armazenadas nao esteri-
lizadas das variedades ‘Martainha’ e “‘Longal’.

Awvaliagdo microbioldgica

Na avaliagdo microbioldgica das castanhas sauda-
veis, i.e., sem sinais visuais de infegao fungica (Fi-
gura 2), G. smithogilvyi foi detetado nas castanhas
do controlo (10%) e no tratamento com a solugao
nutritiva (40%). Curiosamente, para as restantes
podriddes, estas foram expressivas em ambos os
controlos (30%). No tratamento com tebuconazol
20% das castanhas apresentavam podriddes, es-
tando, no entanto ausente a podridao castanha.

Das castanhas com sinais visiveis de podridao (Fi-
gura 2b) e pertencentes aos grupos controlo, solu-
¢ao nutritiva e B. amyloliquefaciens, entre 40 a 50 %
estavam contaminadas com G. smithogilvyi.

No geral e em relagdo a avaliagdo microbiolédgica,
o tratamento com tebuconazol foi mais eficaz no

60 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2023, 46(1): 54-64

5

40%

30%

20%
10% 10%
- oo -

Controlo Bacillus Tebuconazol Solugdo nutritiva

¥ Gnomoniopsis  ®Qutros

B T

50%

50% 50%
40%
30%
25%
20% =
I I 0% I

Controlo (n= 6) Bacillus (n=5) Tebuconazol (n=2) Solugdo nutritiva (n=4)

Figura 2 - Percentagem de castanhas contaminadas com
fungos: a) sem infecdo visivel (n=10 castanhas/
tratamento) e b) com infecdo visivel (n= todas as
castanhas com podridao visivel).

combate contra G. smithogilvyi, pois nao foi dete-
tada nenhuma castanha contaminada com este
fungo. Num estudo onde discos de batata-doce fo-
ram infetados com Ceratocystis fimbriata, o agente
da podridao negra na batata-doce, seguindo-se a
aplicacdo da mistura tebuconazol + trifloxistrobi-
na, houve a inibicdo do crescimento de micélio de
C. fimbriata (Mohsin et al., 2021). Num estudo recen-
temente publicado foi avaliada a atividade in vitro
e in situ de varios fungicidas contra G. smithogilvyi.
Os fungicidas mais eficazes in vitro foram os que



tinham como principios ativos o difenoconazol ou
a piraclostrobina. Nos ensaios de campo, a combi-
nacao destas duas substancias mostrou ter grande
eficacia, diminuindo os niveis de infe¢ao nas cas-
tanhas (Silva-Campos et al., 2022). As duas subs-
tancias pertencem a grupos quimicos distintos: a
piraclostrobina é um metoxi-carbamato, enquanto
o difenoconazol é um triazol, tal como o tebucona-
zol, testado no presente trabalho. O tebuconazol é
um fungicida usado para controlar podridoes em
culturas de horticolas, forrageiras, oleaginosas,
fruticolas, flores e plantas ornamentais (EPA, 2012).
Entre as fruticolas, é usado na lichia, prunoideas,
nogueira-peca, entre outras. Porém, na Europa,
nao estad homologado para o castanheiro.

A Figura 3 apresenta os valores médios percen-
tuais dos resultados microbioldgicos obtidos desde
a apanha da castanha até dois meses de armazena-
mento a temperatura de refrigeragao (4 °C).

M Controlo ™ Bacillus ™ Tebuconazol ¥ Solugdo nutritiva

® U

0% 90%
&aﬁc
705
60%60% |1 60%
50%
40% 0% 40% 40%
30% 30% 30%
20%20% 20%

0%
| e 0% I o%

G.s. G.s.

G.s. Outros

100%  100%

Qutros Outros

Apcs a apanha (n=10) Apds um més (n=10) Apcs dois meses (n=10)

Figura 3 - Distribuicdo dos valores percentuais microbioldgi-
cos obtidos ao longo do armazenamento das casta-
nhas dos respetivos tratamentos. G.s. - G. smitho-
gilvyi; Outros — outros bolores.

Perante os resultados obtidos nas analises micro-
bioldgicas para a pesquisa de G. smithogilvyi ao
longo do armazenamento (Figura 3), conclui-se
mais uma vez que o tratamento tebuconazol foi
o mais eficaz contra G. smithogilvyi ao longo de 2
meses de armazenamento a 4 °C. Em contrapar-
tida verificou-se um aumento gradual das outras
podriddes fungicas nas castanhas de todos os tra-
tamentos, incluindo nas do tebuconazol. Também
Washington ef al. (1997) verificaram que a incidén-
cia da colonizagao fiingica em castanhas saudaveis
armazenadas a 0 °C variava bastante ao longo de
152 dias, mostrando que as castanhas colonizadas
no momento da colheita, em especial com fungos
enddfitos, tém o potencial de causar podriddes.
Mais recentemente Driss (2019) concluiu que a

proliferacdo de fungos aumenta com o periodo de
armazenamento das castanhas. Estes resultados
reforcam a necessidade de controlar a carga fin-
gica das castanhas no campo, de modo a diminuir
a podridao destes frutos na pos-colheita. O trata-
mento com tebuconazol mostrou ser capaz de ini-
bir a carga microbiana no momento da colheita e a
podridao castanha, i.e. por G. smithogilvyi, ao longo
do armazenamento (2 meses). Apesar do resulta-
do promissor, o tebuconazol sé podera ser usado
até 31 de agosto de 2023, por determinacao da Co-
missdo europeia (EU, 2022b). E pois importante
encontrar alternativas eficazes. O tratamento com
B. amyloliquefaciens poderia ser uma alternativa ao
tratamento com tebuconazol. No presente traba-
lho, a aplicacao de B. amyloliquefaciens mostrou ser
menos eficaz contra G. smithogilvyi, apesar de al-
guma eficacia na redugao das restantes podridoes,
quer na colheita quer na pds-colheita - maximo de
70% de contaminagao apos 2 meses de armazena-
mento, contra 90% no tebuconazol.

CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo atentam para a
atual problematica do setor da castanha, relacio-
nada com a podridado castanha causada por G. smi-
thogilvyi, o principal agente desta podridao, sendo
o seu controlo importante para garantir a susten-
tabilidade do mercado Europeu. O controlo deste
agente na pré-colheita reduziria os niveis de in-
fecdo nas castanhas, e o seu impacto econdémico.
Nos varios tratamentos propostos, no tratamento
com a solugado nutritiva as castanhas apresentaram
parametros biométricos mais favoraveis quando
comparadas com as dos outros tratamentos. Ja as
castanhas tratadas com tebuconazol apresentaram
algum atraso na maturagao e mais danos externos
ao nivel da casca, embora nao sejam significativos.
Na qualidade interna, as castanhas tratadas com
a solucao nutritiva apresentaram niveis de infegao
fingica mais elevados, comparativamente aos res-
tantes tratamentos. Pelo contrario, os tratamentos
com tebuconazol e com B. amyloliquefaciens foram
mais eficazes, respetivamente, contra a podridao
castanha e as outras podriddes. Assim, o fungicida
tebuconazol foi o mais eficaz no controlo pré-co-
lheita e pds-colheita (até 2 meses) de G. smithogil-
vyi. Como este composto serd banido a partir de
setembro de 2023, é urgente encontrar tratamentos
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alternativos. Os agentes de controlo bioldgico co-
mo B. amyloliquefaciens poderao ser um substituto
contra algumas podriddes, sendo necessario mais
investigagao na sua capacidade em controlar G.
smithogilvyi.
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