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RESUMO

A castanha em fresco é um fruto de elevada qualidade, mas facilmente perecivel. A
qualidade é influenciada por fatores bioticos e abioticos que ocorrem em pré-colheita,
durante a colheita e em pds-colheita. As podriddes das castanhas associadas a fungos
podem desenvolver-se durante o crescimento dos frutos ainda na arvore, quando da
queda dos ouricos na altura da colheita ou por contaminacdo durante o armazenamento.
As podriddes associadas a Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Phoma.
castanea, Acrospeira mirabilis e S. pseudotuberosa sdo frequentes em condicdes de
conservagao e provocam prejuizos muito elevados. Pretende-se, com este trabalho,
avaliar os fatores pré-colheita que afetam a producdo e a qualidade final da castanha.
Para concretizar o estudo selecionaram-se 5 soutos na regido de Braganca, tendo-se
recolhido castanhas em 3 periodos diferentes, durante o periodo de colheita. Sera
avaliado o estado sanitario das castanhas em diferentes tempos de conservagdo
(imediatamente apds a colheita, um més apos a colheita e dois meses apds a colheita,
com as castanhas armazenadas em camara de frio (frigorifico) a 12°C. As castanhas sdo
avaliadas quanto & presenca de pragas (Bichado-da-castanha ou Gorgulho-da-castanha)
e verificado a presenga de fungos. Nas castanhas com podridGes observaram-se as
caracteristicas morfologicas dos sintomas e procede-se ao isolamento do fungo em meio
de cultura PDA (Potato Dextrose Agar, 39 gr/L). A identificacdo das espécies sera
realizada por observacdo morfoldgica dos isolados e por técnicas moleculares por
amplificagdo e sequenciagdo da regido ITS do ADN ribossomal (ADNr) utilizando os

iniciadores universais ITS1 e ITS4.

Palavras-chave: Castanhas, contaminacdo, fungos, pragas, armazenamento,

qualidade.
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ABSTRACT

The fresh chestnut is a fruit of high quality, but easily perishable. Quality is influenced
by biotic and abiotic factors that occur in pre-harvest, during harvest and post-harvest.
Chestnut nut rots associated with fungi may develop during the growth of the fruits still
in the tree, during the fall of the burrs at harvest time or through contamination during
storage. The rot associated with Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., P.
castanea, Acrospeira mirabilis and S. pseudotuberosa are frequent in that conservation
conditions and cause very high losses. This work intends to evaluate the pre-harvest
factors that affect the final production and quality of the nuts. In order to complete the
study, 5 chestnut trees were selected in the region of Braganca, and chestnuts nuts were
collected in 3 different periods during the harvest period. The health status of the nuts
will be evaluated at different storage times (immediately after harvest, one month after
harvest and two months after harvest), when the chestnuts nuts are stored in an
incubator at 12° C. The chestnuts are evaluated for the presence of pests (chestnut beetle
or brown weevil) and presence of fungi were observed outside and into the kernel. In
the nuts with rotting, the morphological characteristics of the symptoms were observed
and the fungus was isolated in PDA culture medium (Potato Dextrose Agar, 39 gr/L).
Identification of species will be performed by morphologic microscopic observations
and molecular techniques by amplification and sequencing of the ITS region of
ribosomal DNA (rDNA) using the universal primers ITS1 and ITS4.

Keywords: Chestnuts nuts quality, pre-harvest, harvest and post-harvest quality,
spoilage fungi, chestnut pests, chestnuts nuts rots, Chestnut nuts storage.
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CAPITULO 1.

INTRODUCAO
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1.1. Introducéo geral

O castanheiro europeu (Castanea sativa Miller) é cultivado ha milénios,
particularmente na Europa e na regido Mediterranica Oriental, sendo espontaneo na
Europa Meridional, regides da Asia Menor, sul da Pérsia, Caucaso, margens do mar
Caspio e Norte de Africa (Paiva, 1990). Nas regides onde existem castanheiros, a
castanha foi uma das mais importantes espécies fruticolas da antiguidade, sendo um dos
produtos agricolas mais consumidos pela populacdo rural (Fernandes, 1970; Case,
2007).

Os principais produtores de castanha no mundo sdo China, Coreia, Italia, Japéo.
Espanha, Portugal e Franga. De acordo com os dados da Food and Agriculture
Organization (FAQO) a produgdo mundial de castanha representava, em 2017, cerca de
2,32 milhGes de toneladas (FAOSTAT, 2019) das quais 2,08 milhdes de toneladas sédo
produzidas na Asia. A producdo de castanhas na Europa representava cerca de 152000
toneladas em 2017 (FAOSTAT, 2019). Portugal é um dos mais importantes produtores

europeus de castanhas, com cerca de 30000 toneladas.

Em Portugal, tém-se assistido a um aumento significativo na area de castanheiros
(Tabela 1.1), com especial destaque para a regido de Tras-os-Montes com uma area
préxima dos 37 000 h (FAOSTAT, 2019).

As areas mais extensas de castanheiro situam-se em Tras-os-Montes (Carrazeda de
Montenegro, Braganca e Vinhais), Beira Interior (Trancoso, Sabugal e Guarda) e com
menor significado no Alentejo (Castelo de Vide, Marvao e Portalegre) (Coelho, 1999).
A regido de Tras-os-Montes é o principal produtor de castanha, representando em 2007,
quase 85% do total nacional de producdo. (Laranjo et al., 2007). Em Tras-0s-Montes a
castanha destina-se a exportacdo tanto em fresco como transformada, sendo cerca de

65% da producdo vendida para a Unido Europeia.

Em Portugal existem quatro “Denominagdes de Origem Protegida” (DOP) para a
castanha: Castanha da Terra Fria, Castanha dos Soutos da Lapa, Castanha da Padrela e
Castanha de Marvao. As variedades mais comuns sdo a ‘Judia’, a ‘Longal’, a ‘Cota’ e a
‘Martainha’. A variedade Longal apresenta uma vantagens em relagdo a outras
variedades, pelo facto de ter uma capacidade de conservacdo e ser monospérmica. As
cultivares Judia e Martainha apresentam calibres grandes, o que as valoriza,

principalmente no mercado portugués (Laranjo et al., 2009). Com a realizacao de alguns
14



estudos, alguns autores sugerem que a castanha é uma excelente fonte de acidos gordos
essenciais e minerais tais como o (K, P e Mg), e algumas vitaminas, fibra dietética e
aminoacidos (Yang, Jiang, Gu, Yang, & Jiang, 2010).

Tabela 1.1 Evolucdo da area, producdo de castanha e rendimento de 2005 a 2017, em
Portugal (FAOSTAT, 2019).

Ano Area (ha) Producéo (t) Rendimento (kg/ha)
2017 36759 29875 812,7
2016 35718 26780 749,8
2015 35595 27628 776,2
2014 35352 18464 522,3
2013 35168 24739 703,5
2012 34814 19130 549,5
2011 34648 18721 527,3
2010 34616 22350 645,7
2009 34591 24305 702,6
2008 33732 23916 709,0
2007 33117 24251 732,3
2006 32533 33612 1033,2
2005 32042 23491 7331

1.1.2. Taxonomia e descricédo botanica do castanheiro

O castanheiro foi classificado por Miller, em 1768, no género Castanea e nome
cientifico Castanea sativa Mill. O género Castanea pertence a divisdo Angiospermae,

classe dicotiledonea, ordem Fagales e familia Fagaceae (Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Classificacdo taxonémica do castanheiro europeu
TAXONOMIA DA CASTANHA

Diviséo Angiospermas

Classe Dicotileddnea

Ordem Fagales

Familia Fagaceae

Género Castanea Miller
Espécie Castanea sativa Miller
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1.1.3. Distribuicéo dos Souto em Portugal

Segundo Paiva (1990), os soutos em Portugal estd melhor adaptado aos solos
frescos, profundos e leves do que aos graniticos, xistosos ou arenosos das zonas de
montanha do Centro interior e Norte de Portugal. Para Bounous e Abreu (1998),
também se tem verificado que muitos soutos em Portugal se situam em altitudes

compreendidas entre os 700 e os 1 000 m.

Em 1999, das 22 660 exploracbes (RGA, 2001) e dos agricultores que se
dedicavam a cultura do castanheiro, 73% situavam-se na regido de Tras-os-Montes
“TM” (Figura 1.1).

Mais de 80% da area ocupada por castanheiros, estd concentrada na regido
Transmontana, destacada e distribuida basicamente em duas regides principais que sao
da Terra Fria, Padrela e Soutos da Lapa, com condi¢des climéticas edaficas muito

variadas, sobretudo na regido norte do pais (forum florestal, 2009)

Muitas vezes 0s espagos ou terrenos onde se tém instalado os soutos tem variado
bastante no que diz respeito ao suporte radicular, desde os terrenos mais profundos e o
material originario abaixo de 160 cm até aos solos muito delgados e pedregosos (Portela
et al., 1998; Portela e Pinto, 2004).

Figura 1.1 Superficie de Castanheiros e Area de Producio Declarada e Colheita, por
regibes de Portugal

Superficie de Castanheiros nas DOP Area de Colheita e Produgo, por regido

DOP da Terra Fria

o
I ﬁ?

DOP da Padrela

R = g
DOP de Soutos /| .-T.f»,!f*a, s
da Lapa | = Bl R
Il Iy
ot % -
prl DOP do Marvao-
M7 . Portalegre

Area (000 ha) Area ("000 ha)
Superficie:

o~ B 10 ha Castanheiro

10 ha Amendoeira

Produgdo ("000 ton):
m >15.000
W 1.000-5.000
N 100-1.000
<100

Fonte: Recenseamento Agricola 2009; INE dados de 2010; Castanheiros técnicos e

praticas; Analise Leadership BC
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1.2. A castanha

Em boténica a castanha é considerado um aquénio, por ser uma fruta que ndo se
abre durante a sua maturidade (indeiscente) e é aderente a semente e ndo soldada a ela.
Em alguns casos as introfeccdes podem ser efetuadas, provocando uma completa sutura
dos frutos em diversas sementes. Em muitos casos a castanha é protegida por uma
concha espinhosa (clpula ou ourico) a qual se encontra presa através da cicatriz hilaria.
(Portela, 1994).

O ourigo e formado a partir de um recetaculo, e desenvolve — se até atingir mais ou
menos 10 cm de didmetro, sdo inicialmente de cor verdes com o passar do tempo vao se
tornando amareladas ou acastanhadas e sdo revestidas de bréacteas espinhosas,
compridas e fasciculadas. O ourigo é deiscentes e é constituido por 2-4 valvas lobadas
por onde surgira 2-3 castanhas (Brio et al., 1998; Guerreiro, 1957; Humphries et al.,
1996).

1.2.1 Estados fisiologicos do castanheiro

Segundo Bento (2011), a castanha possui as 4 fases que s&o: foliacdo, floracao,
frutificacdo e desfolhamento. A fase vegetativa, ou fase de foliacdo tem ocorrido nos
finais de marco, enquanto a fase da floracdo ocorre quando as temperaturas médias sao
superior a 15 °C, com o surgimento das flores masculinas, que aparecem entre 0s meses
de maio e junho e um més depois vao aparecer as flores femininas. Segue-se a
frutificacdo onde ocorre o amadurecimento das castanhas, e a soma das temperaturas
atingem os 2100 °C ap6s a floracdo. E nesta fase que vai acontecer a queda das
castanhas que geralmente tem acontecido entre 0os meses de outubro e novembro. E, por
fim, a fase de desfolhamento do castanheiro que normalmente ocorre em novembro

apos a queda do fruto (Bento, 2011).

1.2.2 Composicao fisico-quimica e valor nutricional da castanha

O fruto do castanheiro € um aquénio, protegido do exterior, por uma cupula
espinhosa que se conhece como ourico (Cortizo et al., 1999). Cada ourigo tem
normalmente 1 a 3 frutos (castanhas), que apresentam uma colora¢do castanha na
maturacdo, quando ocorre a queda dos ouricos. A maturagdo das castanhas ocorre
geralmente de setembro até novembro e depende das variedades e da latitude (Cortizo et
al., 1999). A castanha é consumida em fresco sendo atualmente também destinada a
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industria alimentar. Nesses Gltimos anos as castanhas estdo tendo uma consideracao
muito valioso na cadeia alimentar devido a recente qualidade nutricional reconhecida e
muitos beneficios para salde humana, elas sdo consumidas como parte de dietas sem
gluten (Pazianas et al., 2005), e a prevencao das doencas cardiovasculares (Sabate et al.,
2000).

A composi¢do quimica da castanha (Tabela 1.3) destaca-se pelo seu teor de agua e
uma quantidade elevada de hidratos de carbono (agUcares e amido), incluindo
aminoacidos essenciais e um baixo teor de lipidos (Bounous et al., 2000, Conedera et
al. 2004)

Do ponto de vista nutricional, o componente principal na castanha fresca é a agua,

que normalmente corresponde a mais de 50% do seu peso (Barreira et al., 2009).

A castanha contém quantidades significativas de fibras em comparacdo a outras
castanhas e sementes comestiveis (ex: castanha de caju, Castanha do Pard, Castanha de
baru, etc.). Essas fibras contribuem para a regulacdo dos niveis de colesterol e da
resposta da insulina e também consideradas Uteis para a prevengdo da obesidade.
Relativamente as proteinas, as castanhas apresentam baixas quantidades de proteinas (2-
4%) (Vaughan e Geissler, 1997). Quanto aos agucares, a castanha apresenta tipicamente
frutose: 0,57 a 5,32 g/100 g massa seca (ms), glucose: 0,96 a 6,81 g/100 g ms e
sacarose: 3,71 a 24,17 ¢g/100 g ms, em quantidades que variam muito em funcdo da

cultivar (Barreira et al., 2010).

As castanhas sd@o uma boa fonte de acidos gordos essenciais e minerais. Quanto as
vitaminas é de realcar a vitamina C, vitamina B6 e &cido fdlico. A castanha fornece
ainda importantes macro-elementos (calcio, fésforo, potassio, magnésio) e micro-
elementos (ferro, zinco manganésio, cobre) (Vaughan e Geissler, 1997; Do Carmo et
al., 2010).
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Tabela 1.3. Composicdo quimica da castanha (adaptado de Conedera et al., 2004)

Constituintes Unidade Valores (*)
Matéria seca % 37-50
Amido 0/100g 23-27
Teores em agucares
Sacarose 0/100g 3,5-5,5
Glucose 0/100g 0,04-0,10
Frutose 0/100g 0,10-0,20
Fibras alimentares 0/100g 8,2-8,4
Proteinas 0/100g 2,5-5,7
Matéria gorda 9/100g 1,0-2,2
Acidos gordos mg/100g 900-1495
Acido palmitico mg/100g 100-225
Acido estedrico mg/100g 5-21
Acido oleico mg/100g 170-476
Acido linoleico mg/100g 550-718
Acido linolénico mg/100g 78-92
Vitaminas
A mg/100g 12
B1 mg/100g 0,1-0,2
B2 mg/100g 0,2-0,3
C mg/100g 6-23
Niacina PP mg/100g 1,1
Sais minerais
Potassio mg/100g 395-707
Faésforo mg/100g 70
Magnésio mg/100g 31-65
Enxofre mg/100g 48
Calcium mg/100g 18-38
Cloro mg/100g 10
Saédio mg/100g 9
Ferro mg/100g 1
Magnésio mg/100g 0,7
Cobre mg/100g 0,6

(*) valores de acordo com as variedades francesas
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As castanhas sdo consumidas como parte de dietas sem glaten (Pazianas et al.,
2005) e podem prevenir doencgas cardiovasculares (Sabaté et al., 2000). As castanhas
sdo livres de colesterol e contém quantidades consideraveis de fibras, &cido ascorbico e
oligoelementos (Gold et al., 2005; Gongalves et al., 2008). Além disso, sdo excelentes
fontes de substancias bioativas, incluindo polifenois (Vasconcelos et al., 2007). Os
acidos fendlicos tém os efeitos benéficos de neutralizar os radicais livres e os minerais
pré-oxidativos in situ, portanto, sdo capazes de promover a saide humana (Caro e Piga,
2008; Shahidi et al., 1992).

1.3. Normas de Comercializacdo da Castanha (Sweet Chestnut) - UNECE
(United Nations Economic Comissiom for Europe) FFV-39.

A qualidade comercial da castanha esta estreitamente relacionada com as
especificacbes requeridas por cada tipologia de mercado, seja o dos frutos frescos, seja
o dos transformados, isto é, com as caracteristicas médias apresentadas por cada
variedade relacionadas, quer com a morfologia dos frutos, quer com a sua cComposi¢ao

quimica e valor nutritivo. Destas as mais importantes sdo:

- A compartimentacdo ou multiembrionia — a percentagem de frutos com mais

do que uma semente;

- As penetracdes — quando a semente tem a sua superficie penetracdes que
permitem que o endocarpo (pelicula interna) ai penetre mais ou menos profundamente,

dificultando o descasque;
- O sabor — que € funcdo do grau de agucar armazenado;
- O calibre — quantificado pelo nimero de frutos por quilograma de peso;

- O descasque — que se refere mais a facilidade de destaque do endocarpo do que

do epicarpo (casca exterior).

- O rachado — existéncia de fendas na casca (epicarpo), caracteristica varietal,
resultando da agdo da precipitacdo tardia. Esta depreciacdo limita o poder de

conservacao da castanha e, consequentemente, a sua venda para o0 consumo em fresco.
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1.3.1. Qualidade para o mercado dos frescos

O mercado dos frescos requer castanha de grande calibre, em bom estado sanitério,
com bom sabor, que se descasque e pele com facilidade. A taxa de perdas nas vendas
deve ser inferior a 5%. Em geral, um lote de castanha é comercialmente reconhecido
como de calibre grado, quando 45/60 frutos perfazem um kg, e de tamanho pequeno,

quando aquela relacdo é de 80 frutos.

As castanhas tém que estar: inteiras, sds, limpas, isentas de insetos vivos, qualquer
que seja 0 seu estado de evolugdo, ndo germinadas e isentas de humidade exterior
anormal e de odor e/ou de sabor estranhos. Em funcdo destes atributos minimos, as
castanhas podem, entdo, ser classificadas em trés categorias de qualidade: “Extra”, “I”’ e

“II” como ilustra a tabela a seguir (Tabela 1.4).

O calibre minimo ¢ fixado em 125 frutos por kg e, a fim de apresentar uma certa
homogeneidade, a diferenca de peso entre os 10 frutos mais pequenos e 0s 10 maiores,
na mesma amostra de 1 kg para cada embalagem, ndo deve ser superior a 80 gramas. O
acondicionamento deve ser feito em embalagens limpas, adequadas de capacidades
varidveis e devidamente rotuladas com as seguintes mencdes: nome e endereco do
produtor/embalador, identificacdo da regido de producdo e da variedade, referéncia a

categoria de qualidade e ao calibre do produto.

Tabela 1.4. Classificacdo da Qualidade da Castanha

Categoria Extra Categoria “I” Categoria “II”

- Castanha de qualidade | - Castanhas de boa qualidade, | - Castanhas que ndo podem ser
superior; bem desenvolvidas, | bem  desenvolvidas, forma | classificadas nas outras
forma normal, coloracdo | normal e de aspeto fresco. categorias, mas que apresentam

as caracteristicas minimas de
qualidade.

uniforme e de aspeto fresco.
- Podem apresentar alguns
defeitos, desde que estes ndo
afetem o aspeto geral do
produto, a sua qualidade,

- Devem ser cuidadosamente
escolhidas, estando isentas de
defeitos, a excecdo de algumas

- Podem apresentar defeitos na
forma, no desenvolvimento e na
coloracdo, desde que conservem

ligeiras alteracBes superficiais
no pericarpo.

conservagdo e apresentacdo na
embalagem.

as suas caracteristicas essenciais
de qualidade, conservagdo e
apresentacdo.

Tolerancias
6% por Kg de frutos com golpes
superficiais.

Tolerancias
10% por kg de frutos com
golpes superficiais ou com
defeitos (lagartas mortas).

Tolerancias
15% por kg de frutos com
golpes superficiais ou com
defeitos (lagartas mortas).

Fonte: Norma OCDE/ONU -

UNECE FFV-39
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1.3.2. Qualidade para o mercado industrial

H& que considerar dois mercados distintos da transformacdo da castanha. O da
docaria e o dos outros produtos derivados e subprodutos, sendo que o primeiro requer
patamares superiores de qualidade para a castanha que processa. A industria europeia da
docaria, nomeadamente em Franca e em lItdlia, orientada para um segmento de
alimentos de luxo ou gourmet, para o fabrico do marron glacé e das conservas, exige
frutos grandes, monospérmicos (curtos, arredondados e sem septos), com elevada

qualidade organolética de facil despela e com bons rendimentos.

1.4. Fatores bidticos e abioticos que afetam a qualidade das castanhas em preé-

colheita

A qualidade das castanhas € influenciada por um conjunto alargado de fatores tanto
ambientais como bioquimicos e bioldgicos. Com importancia na qualidade destacam-se
0s métodos de producdo, as condi¢cbes ambientais durante a maturacdo dos frutos, o0s
fatores genéticos relacionados com as caracteristicas das variedades produzidas em cada

regido a ainda a presenca de pragas e doencas (podridGes) nas castanhas.

A fertilidade dos soutos influencia a qualidade das castanhas ja que soutos com
deficiente fertilizacdo produzem castanhas malformadas e mais sensiveis aos ataques de
pragas e fungos (Alvarez, 2010). O mesmo autor refere também que a falta de agua,
consequéncia de periodos de seca é também um fator importante para o aparecimento

no mercado de castanhas com menor qualidade.

No momento da colheita a qualidade das castanhas pode também ser afetada pelo
aparecimento de fungos. Na altura da colheita, o aparecimento de fungos é
consequéncia de humidade excessiva que pode ocupar o0 espaco interior das castanhas
quando estas ndo estdo completamente desenvolvidas (Alvarez, 2010). Quando 0s
fungos surgem no periodo pos-colheita, as infeces podem dever-se a falta de
ventilagdo, ou calor excessivo no local de armazenamento. As primeiras castanhas a
serem atacadas sdo aquelas que apresentam defeitos ou malformacgbes, passando
posteriormente as infe¢es para as outras castanhas (Alvarez, 2010). Também é muito
frequente o desenvolvimento de fungos quando as castanhas s&o sujeitas a um processo
de desidratagdo, em consequéncia do excesso de calor antes ou durante a colheita e

posterior reidratagdo.
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Neste trabalho serdo estudados os aspetos relacionados com o estado sanitario das
castanhas em pré-colheita, uma das causas, consideradas das mais importantes na

reducdo da producéo e da qualidade das castanhas.

1.4.1. Principais pragas que afetam a castanha

A castanha é atacada por algumas pragas que depreciam o seu valor comercial e
causam perdas no rendimento aos agricultores e comerciantes (Bento et al., 2007;
Ruocco et al., 2016). Na regido transmontana, o bichado-da-castanha, provocado pelo
complexo de pragas Laspeyresia (= Cydia) splendana (Hubner), Cydia fagiglandana
Zeller e Pammene fasciana L., e o gorgulho, Curculio (= Balaninus) elephas Gyllenhal
sdo apontadas como sendo as principais pragas dos soutos e que maiores estragos
podem provocar no fruto (Bento et al., 2005).

1.4.2. Bichado-da-castanha

O bichado-da-castanha é a principal praga que afeta a castanha. As castanhas
infestadas com as larvas desta praga perdem todo o valor comercial, causando graves
prejuizos na producdo. O bichado-da-castanha esta distribuido por toda a Europa, e tem
como hospedeiro plantas de espécies de Castanea, Quercus, Fagus e Juglans, onde se
alimentam no interior dos seus frutos. No sul da Europa, ataca principalmente as
castanhas (Bogenschiitz, 1991). A classificacdo taxondémica do Bichado-da-castanha

encontra-se na Tabela 1.5.

Tabela 1.5. Classificacdo taxondmica do Bichado-da-castanha (Cydia splendana)

Taxonomia do bichado da castanha

Ordem Lepidoptera

Filo Heteroneura

Divisdo Dytrisia

Familia Tortricidae

Subfamilia: Tortricoidea

Tribo Grapholitini

Genero Cydia Hibner

Espécie Cydia splendana (Hubner)

Fonte: Bogenschutz, (1991)

23



Esta espécie é um lepiddptero da familia Tortricidae, cujo adulto é uma borboleta

com envergadura entre 14 e 18 mm. (Figura 1.2).

Figura 1.2 — Bichado-da-castanha (Cydia splendana) larva, (a direita) e adulto (a

esquerda). Fonte: Cydia splendana (Hibner, 2019)

As borboletas adultas voam ao final da tarde, entre agosto e outubro (Figura 1.3).
Uns dias apds a sua eclosdo, as fémeas depositam 0s ovos nas nervuras das folhas do
castanheiro, junto aos ouricos. A postura leva 4 a 5 dias e cada fémea pode por um
méaximo de 300 ovos (Lourenco et al., 2016). Relativamente a esta praga, apenas uma
larva eclode em cada fruto, independentemente do nimero de ovos postos (Bovey et al.,
1975). Duas a trés semanas depois da-se a eclosdo das larvas, que se dirigem para 0s
ourigos, abrindo orificios nas castanhas e penetrando no seu interior. As larvas, no
interior das castanhas, abrem galerias a medida que se vdo alimentando deste fruto
(Lourenco et al., 2016). Esta espécie, como outras espécies de bichado, apenas tem uma

geragdo por ano, ou seja, € uma espécie univoltina.

As larvas quando completamente desenvolvidas abandonam as castanhas e
enterram-se no solo a profundidades variaveis, que podem atingir os 15 cm. Nesta fase,
as larvas formam casulos constituidos por pequenas particulas de terra ligadas por fios
de seda. Os casulos podem também ser encontrados junto ao solo entre detritos
organicos. As larvas passam 0 Inverno nestes casulos, pupando no inicio do més de
junho, formando crisalidas, e em finais de julho emergem as borboletas (Lourengo et
al., 2016).
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Figura 1.3 — Ciclo biolégico de Cydia splendana (Fonte: Rosalina Marréo)

Os fatores que influenciam os niveis de ataque de C. splendana sdo pouco
conhecidos. A suscetibilidade a praga parece estar relacionada com varios fatores entre
0s quais se destacam, como mais importantes, a variedade de castanheiro, a presenca de
hospedeiros secundarios, a densidade das diversas espécies de parasitoides e o clima
(Pombo e Aguiar, 2018).

1.4.3. Gorgulho-da-castanha
A Classificacdo taxondmica do Gorgulho-da-castanha esta indicada na Tabela 1.6.

Tabela 1.6. Classificagdo taxondmica do Gorgulho-da-castanha (Curculio elephas)

TAXONOMIA DO GORGULHO-DA-CASTANHA

Ordem Coleoptera

Filo Polyphaga

Divisdo Symphiogastra

Familia Curculionidea
Subfamilia Curculionidea

Tribo Balanini

Género Balaninus

Espeécie Curculio elephas (Gyll.)

Fonte: Hoffman et al. (1963)
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Esta especie é um coledptero da familia Curculionidade com uma s6 geragéo anual.
O adulto mede de 6 a 10 mm de comprimento e é de cor castanho-amarelado (Coutinho,
1995) (Figura 1.4). Este inseto ataca diversas folhosas, em particular o castanheiro o

sobreiro a azinheira o carvalho negral e o carvalho portugués.

Os adultos do Gorgulho-da-castanha emergem no solo em agosto e setembro
(Figura 1.5) e as fémeas colocam os ovos no solo, onde as larvas se alimentam da
castanha durante cerca de 2 meses (Rigotti et al., 2000) A fémea usa o longo rostro para
perfurar a casca e o tegumento da castanha, pondo ovos dentro dela. Neste caso, podem
eclodir mais que uma larva de gorgulho em cada castanha, devido a falta de competicdo
entre elas, originando maltiplos orificios de saida (Conedera et al., 2004). As larvas vao
escavando galerias nas castanhas e vao enchendo essas galerias com excrementos. A
castanha vai permanecendo com uma aparéncia saudavel até o momento da saida das
larvas, através de um orificio caracteristico de 4-5 mm de didmetro. As larvas maduras
passam o inverno a uma profundidade variando de 10 a 70 cm no solo (Rigotti et al.,
2000). O orificio de saida de larvas do gorgulho-da-castanha distingue-se do orificio de

saida de larvas do bichado-da-castanha pelo seu maior tamanho (Coutinho, 1995).

Figura 1.4. Gorgulho-da-castanha, Curculio (= Balaninus) elephas Gyllenhal. Larva (&

esquerda) e adulto (Curculio elephas) (a direita). Fonte: A gazeta da beira (2013)
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Figura 1.5. Ciclo bioldgico de Curculio elephas Gyllenhal (Fonte Rosalina Marréo).

A predisposicdo aos ataques € maior em plantas debilitadas, sendo favoraveis os
anos secos e quentes. Os ataques desta praga sdo mais intensos em anos de baixa
produgdo apés anos de grande abundéncia. As cultivares com ourigos providos de
escassos espinhos sdo mais suscetiveis que as que tém ouri¢cos com densa cobertura de

espinhos.

O estrago causado por gorgulho-da-castanha é devido a principal atividade trofica
da sua larva, que se alimenta durante o seu desenvolvimento dentro dos frutos (Soria et
al., 1995); isso pode vir a causar a diminuicdo da capacidade germinativa das sementes

e também a perda do tamanho, o0 peso e a queda precoce dos frutos.
1.5. Meios de luta das principais pragas da castanha

Em Portugal, podem ser preconizados alguns meios de luta (quimica, bioldgica e
cultural), apesar do reduzido namero de alternativas disponiveis para o controlo das
populacBes de pragas e doencas. A tomada de decisdo relativa a intervencdo deve ser

suportada pelo grau de perigosidade verificado (Sousa et al., 2007).

27



1.5.1. Luta Cultural

Esta é uma das medidas de luta muito importante visto que outros meios ndo sao
disponiveis ou ndo sdo possiveis na pratica. Os meios de luta cultural utilizados tém
como objetivo o abaixamento das populacGes das pragas nos soutos, e a destruicdo pode
ser feita através de enterramento, queima ou através da aplicacdo de produto
fitofarmacéutico autorizado (com utilizacdo de inseticida coberto com pléstico ou
utilizagdo de rede inseticida). Depois da colheita as castanhas devem ser armazenadas
em locais cimentados de modo que as larvas na medida que véo saindo, elas ndo tenham
forma de se enterrar no solo ou na terra para ndo completarem o seu ciclo de vida
(Rotundo e Giacometti, 1986).

1.5.2. Luta Quimica

A luta quimica pode, por vezes, ser extremamente eficaz no controlo de pragas e
doencas, quando se tem um conhecimento rigoroso da biologia e ciclo de vida do agente
a combater, devendo usar-se os produtos fitofarmacéuticos autorizados para a cultura do
castanheiro pela entidade competente (DGAV, 2019).

1.5.3. Luta Bioldgica

Em elacdo a luta bioldgica refere-se que os pesticidas como o Bacillus thuringiensis
que sdo eficazes no combate do bichado-da-castanha ndo apresentando impactos
ambientais e baseia-se em técnicas que condicionam e manipulam o comportamento do

agente (Rotundo e Giacometti, 1986)

1.6. Fungos associados a podriddes das castanhas em preé-colheita, durante a

colheita e em armazenamento

Os fungos provocam podriddes que infetam as castanhas durante o
desenvolvimento do fruto, ainda antes da colheita, porque muitos fungos estéo presentes
nos castanheiros devido ao seu comportamento endofitico, como é o caso da podridao
castanha causada por Phomopsis castanea Sacc (Donis-Gonzalez, 2008). A infecdo por
fungos pode ainda ocorrer pela presenga de orificios causados pelo desenvolvimento
larvar das pragas que atacam a castanha (Wells e Payne, 1980) quando ainda presentes
na arvore, ou apos a queda dos ouri¢os e antes da colheita manual ou mecénica da

castanha.

28



A queda dos ouricos ocorre normalmente durante as chuvas de outono, entre
outubro e novembro. A apanha da castanha por vezes é demorada, e as castanhas estao,
em algumas situagOes, demasiado tempo em contacto com o solo, expostas a fatores
bidticos (ex: fungos e insetos) e abioticos (humidade e temperatura favoravel ao

desenvolvimento dos fungos).

A infecdo das castanhas por agentes microbioldgicos de deterioracdo geralmente
ocorre depois das castanhas cairem no ch&o e ficarem em contato com o solo, matéria
vegetal e humidade (Mencarelli, 2001). Segundo Moscetti et al. (2014) quando a apanha
da castanha ocorre durante periodos de chuva, os danos provocados por fungos podem

chegar aos 30% do total da colheita.

Segundo Conedera et al. (2004) e Donis-Gonzéles (2008) o fungo que mais
estragos causa em castanhas é Sclerotinia pseudotuberosa Rehm (Sin6nimo: Ciboria
batschiana Zopf., Sclerotinia batschiana; anamorfo de Rhacodiella castanea, sin.
Myrioconium castanea), responsavel pela podriddo negra das castanhas. As infecGes
provocadas por este fungo geralmente ocorrem quando os frutos caem ao chéo e
rapidamente sdo contaminados com ascésporos produzidos pelo fungo que se
encontram no solo. No entanto, alguns autores (Delatour e Morelet, 1979; Vettraino et
al., 2005) identificaram o fungo na arvore sugerindo que este pode sobreviver como
endofitico, infetando as castanhas durante o seu desenvolvimento, antes de ocorrer a

queda dos ouricos.

A podriddo provocada pelos fungos endofiticos, Phoma castanea e Phoma
endogena Speg. (Conedra et al., 2004) é muito comum em castanhas e pode levar a
mumificacdo dos frutos. A intensidade do ataque destes fungos deve-se, em parte, a
sensibilidade varie tal sendo os ataques mais intensos quando o fruto se desenvolve em
condicdes de temperaturas acima dos valores considerados normais. A doenca pode
aparecer nos frutos que se encontram em armazenamento, mas a infecdo ocorreu

naturalmente no campo (Washington et al., 1998).

No periodo pdés-colheita, durante 0 armazenamento e processamento, a castanha
pode estar sujeita a diferentes contaminagfes. Os principais fatores na depreciagdo pés-
colheita sdo as podriddes causadas por fungos e muitas vezes associados & presenca e
desenvolvimento larvar dos insetos (Wells e Payne, 1980; Bassi et al., 2001). Enquanto

alguns fungos infetam a castanha nas vérias fases de desenvolvimento dos frutos, outros
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fungos tém um grande incremento de crescimento durante 0 armazenamento (Jermini et
al., 2006; Sieber et al., 2007). A nivel mundial, os diferentes fungos que atacam as
castanhas durante o periodo de armazenamento sdo Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., P. castanea, Acrospeira mirabilis e S. pseudotuberosa (Donis-Gonzéles
et al., 2012) O fungo Gnomoniopsis castanea sp. nov., tem sido descrito, nos Gltimos
anos, como o agente causal de podriddes da castanha em pds-colheita, em algumas
regides de Italia, provocando elevadas perdas de rendimento na produgdo de castanha
(Visentini et al., 2012). Os mesmos autores referem que a sintomatologia causada por
G. castanea é muito parecida com a sintomatologia causada por P. endogena, pelo que

as podriddes foram associadas a este fungo.

Estudos realizados em Portugal revelam um elevado nimero de espécies de fungos
com capacidade de se desenvolverem em armazenamento (Coelho e Gouveia, 2017)
(Figura 1.6 e Tabela 1.7) e que evidenciam a importancia de se adotarem medidas
adequadas para prevenir contaminacdes durante o periodo de desenvolvimento do fruto

ainda no souto, na época de colheita e durante o armazenamento.

Figura 1.6. Castanhas com sintomas de podriddo em armazenamento (Coelho e Gouveia,
2017).

A contaminagdo da castanha por fungos pode levar a perdas econdmicas
substanciais, para a producdo, processadores e distribuidores de castanha. Além disso, a
presenca das infecOes fungicas é também importante devido ao potencial risco de
desenvolvimento de micotoxinas (Tallada et al., 2011).
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Existe pouca investigacdo sobre as medidas de controlo dos fungos que causam
podriddo em castanhas no campo. No entanto, alguns estudos referem que a captana, o
dodine mostraram capacidade de controlar o fungo P. castanea in vitro (Montealegre,
1984). Washington et al. (1998) verificou também, na Australia, que algumas
substancias ativas como o benomil ou o propiconazole mostraram capacidade de

inibicdo do crescimento micelial.

Tabela 1.7. Espécies de fungos identificadas em castanhas durante o0 armazenamento
(Coelho e Gouveia, 2017).

Espécies identificadas Percentagem (%) de isolados
Penicillium sp. 17,1

Rizhopus sp. 42,1

Botrytis cinera 15,0

Gnomoniopsis smithogilvyi 9,3

Coniella fragariae 0,7

Alternaria sp. 0,7

Mucor racemosus 1,4

Fungos néo identificados 13,7

Em pds-colheita, Ruocco et al. (2016), verificaram que a utilizacdo de uma mistura
de enzimas provenientes da fermentacdo de micélio de Trichoderma harzianum, usadas
na agua de lavagem, resultou numa significante reducdo de podriddes da castanha

durante o armazenamento.

Em Portugal ndo existem substancias ativas homologadas para controlar os fungos
que se desenvolvem em castanhas (DGAV, 2019), e os tratamentos pds-colheita
baseiam-se, geralmente, no tratamento das castanhas por imersdo em agua corrente
(hidroterapia em agua corrente) ou quente (hidroterapia quente ou termohidroterapia),

antes de se colocarem em armazenamento em condigdes de frio.

Os meios de luta para o controlo de pragas e doengas da castanha sdo de um modo
geral escassos, e muitas das substancias ativas ndo estdo homologadas para a cultura,

pelo que sera necessario adotar medidas de prevengdo quer nos soutos, prevenindo o
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ataque de insetos, quer durante 0 armazenamento e 0 processamento da castanha de

modo a minimizar os estragos causados pelas pragas e fungos que atacam a castanha.

1.7. Tratamento de castanha em pds-colheita e 0 seu armazenamento

As castanhas passam por diversos processos e tratamento de pds - colheita e
armazenamento tais como: o banho com &gua corrente, &gua morna e imersdo simples e
também sdo usados alguns produtos quimicos como um dos métodos de tratamento
(Tabela 1.8). Esses métodos sdo usados para se obter a castanha de melhor qualidade,
para 0 consumo em fresco e comercializacdo. Na Europa ainda se usa muito 0 método
tradicional para o tratamento e armazenamento de castanha que € a cura com agua, onde
as castanhas sdo mergulhadas em agua durante alguns dias para diminuir ou reduzir a
podriddo e matar as larvas no interior das castanhas (Mencarelli, 2001; Botondi et al.
2009). Estes tratamentos devem ser eficazes, mas também devem ser seguros e
acessiveis para serem aplicados no tratamento ou lavagem das castanhas. Espera-se que
as técnicas inovadoras, como irradiagdo das castanhas, e 0s tratamentos térmicos, que
podem ser capazes de reduzir 0s organismos patogenicos e outros microrganismos
(tratamentos por pasteurizacdo), possam trazer grandes melhorias na qualidade
microbioldgica e seguranca do produto (Niemira, 2003). A utilizacdo destes novos
produtos vem no sentido de melhorar e garantir um produto de boa qualidade no

mercado da exportacdo da castanha (Anelli et al., 2006).
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Tabela 1.8. Tratamentos das castanhas apos a colheita

Tratamentos Descrigdo dos métodos Fonte

Imersdo em E um processo que permite por um lado, uma primeira Conedera, et al.,

agua fria separacao por flutuagéo de castanhas. Os melhores (2005).
resultados estdo relacionados com as castanhas
recolhidas 24 a 48 horas apés a queda natural dos frutos
do castanheiro, neste caso permite a eliminagdo dos
frutos deformados, podres e com pragas. Portanto, as
castanhas perdem o seu brilho natural, este método pode
ndo inibir, completamente o desenvolvimento das pragas

Imersdo em O tratamento com a 4gua quente as larvas mais Conedera, et al.,

agua quente desenvolvidas séo eliminadas e as larvas em estado (2005).
inferior de desenvolvimento sdo imediatamente
asfixiadas.

Ozono (03) Ao aplicar este tratamento, ele vai inibir o (Oztekin et al,
desenvolvimento microbiano a prevencao e a 2006; Zorlugeng et
deterioracdo por fungos, vai destruir os residuos al., 2008) e (Kells
guimicos presentes e controlar as pragas durante o et al, 2001;
armazenamento das castanhas. Tem um odor muito Suslow, 1998).
desagradavel e irritante para olhos e garganta.

Cloro Especificado para aplicacGes especificas, geralmente Mills et al., 2004;

(hipoclorito de | entre 50 a 200 ppm, mas pode ser usado até 20.000 ppm | Siomos et al.,

sodio) para sementes, Desinfestagdes de insetos e parasitas 2005;

;i(il)uezr: rrn r;?]staéglglelta, novos produtos ainda em Soto-Zamora and
Yahia, 2005

Radiacdo Este tratamento pode influenciar mais a qualidade Antonio, et al.,

nutricional do que qualquer uma das radiagdes e doses (2012)

utilizadas, pois a utilizacdo deste tratamento verificaram-
se alterac@es significativas apos 30 e 60 dias de
armazenamento, deu para perceber que a radiacdo pode
ser bastante eficaz no tratamento pds - colheita da
castanha e ndo altera significativamente os parametros
nutricionais
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CAPITULO 2

OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

As pragas e fungos da castanha causam perdas no rendimento aos agricultores,
distribuidores e comerciantes. Para promover as melhores praticas, quer durante a
producdo de castanha quer no periodo de colheita e pos-colheita, de modo a garantir a
qualidade das castanhas, € importante conhecer as pragas que atacam as castanhas e 0s
fungos associados com as podriddes da castanha. O trabalho tem por objetivo geral,
avaliar os fatores pré-colheita que determinam a qualidade final (comercial) da

castanha.

2.2. Objetivos especificos

Para concretizar este objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

- Avaliar o estado sanitario das castanhas;

- Avaliar os estragos associados com as pragas que atacam a castanha e

estdo presentes no periodo de colheita;

- Avaliar a presenca de podriddes nas castanhas que se desenvolvem

durante o crescimento dos frutos;

- Avaliar as condi¢cdes que promovem podrid@es nas castanhas durante o

periodo de colheita;

- Avaliar o desenvolvimento das podridGes das castanhas durante o periodo

de armazenamento;

- Propor medidas de melhoria da qualidade da castanha durante o processo

produtivo, processamento e armazenamento.
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS
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3.1. Amostragem

3.1.1. Locais de amostragem

Para a avaliacdo da qualidade das castanhas foram selecionados, em novembro de
2018, cinco soutos na regido de Tras-os-Montes, Espinhosela, Paramio e Samil
(concelho de Braganca), Espinhoso (concelho de Vinhais), Sobrado (concelho de
Valpagos) (Tabela 3.1, Figura 3.1).

Tabela 3.1. Locais de amostragem (recolha de amostras)

Concelho Local Latitude (N) Longitude (w) ,(Anl]t)itude Variedade
Braganca Espinhosela 41°52'16.05" 6°49'19.12" 923 Longal
Vinhais Espinhoso 41°49'43.53" 7°05'07.33" 840 Judia
Braganca Paramio 41°53'56.54"  6°52'55.81" 905 Longal
Braganca Samil 41°46'52.14" 6°45'54.97" 797 Longal
Valpacos Sobrado 41°34'24.03" 7°27'53.93" 795 Judia

Figura 3.1. Souto de Espinhosela no concelho de Braganca

3.2. Recolha das amostras e processamento das castanhas em laboratério

Em cada souto recolheu-se manualmente do chdo 300 castanhas, na altura da
colheita. As arvores, em cada um dos locais, foram aleatoriamente selecionadas. As
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amostras foram transportadas para laboratorio devidamente individualizadas por souto.
As castanhas de cada souto foram divididas em seis sacos diferentes, contendo 50

castanhas cada saco.
3.3. Avaliacao do estado sanitario das castanhas

Para avaliar o estado sanitario das castanhas provenientes dos diferentes soutos, as
castanhas de cada lote foram abertas com um canivete e contabilizado o nimero de
castanhas com presencga de larvas de bichado-da-castanha (Cydia splendana Hb.) ou

gorgulho (Curculio elephas Gyll.) e foi verificada a presenca de podriddes (Figura 3.2).

Figura 3.2. Castanhas atacadas por fungos (A), castanhas atacadas por bichado-da-
castanha (B) e castanhas atacadas por Gorgulho-da-castanha (C). (Fonte: Rosalina
Marréo)

3.3.1. Identificacéo das pragas das castanhas

Para a identificacdo das pragas presentes nas castanhas as larvas foram observadas
visualmente. As larvas que evidenciavam auséncia de patas e falsas patas, de cor
amarela com o torax e a cabeca de cor castanha, geralmente curvadas com cerca de 15
mm de comprimento foram identificadas como larvas de gorgulho (Curculio elephas
Gyll). As larvas com cabega de cor castanho claro, os escudos protoracicos e anal
amarelados e de corpo branco foram identificadas como de larvas de bichado-da-

castanha (Cydia splendana Hb.).
3.3.2. Pesquisa dos fungos associados com as podriddes da castanha

3.3.2.1. Isolamento dos fungos

Para o isolamento do fungo nas castanhas com sintomas de podriddo foram

observadas as caracteristicas morfolégicas e com a ajuda de um bisturi cortaram-se
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cinco trocos (2x2 mm) de cotilédone ou do revestimento do cotilédone infetado. Os
trocos de castanha foram imersos em alcool 70% (v/v) durante aproximadamente 2
minutos. Passado esse tempo eram retirados com ajuda de uma pinca e colocados e
papel absorvente para retirar o excesso de alcool. Os trogos de castanha foram
colocados em placas Petri de 90 mm de diametro contendo meio de cultura PDA (Potato
Dextrose Agar, 39 gr/L) para isolamento do fungo de modo a obter uma cultura pura de

cada isolamento (Figura 3.3).

Figura 3.3. Isolados de fungos a crescer em meio PDA

3.3.2.2. Armazenamento e conservacao dos isolados dos fungos

As culturas puras foram preservadas e mantidas a 4 °C, sendo posteriormente
depositadas na colecdo de fungos do Laboratorio de Sanidade Vegetal do Instituto
Politécnico de Braganca. Os fungos foram guardados em tubos inclinados com 15 ml de
meio de cultura PDA e em frascos de boca estreita de 15 ml (Polypropylene Narrow
Mouth Bottle, VWR) contendo agua destilada.

3.3.2.3. Identificagdo molecular das espécies de fungos
3.3.2.3. 1. Crescimento dos isolados em meio de cultura

Para a obtencdo de micélio para extracdo do DNA, os isolados selecionados foram
repicados previamente para placas de Petri contendo meio de cultura PDA. Os isolados

foram colocados a 25 °C, durante 5 dias para crescimento micelial.
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3.3.2.3.2. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos fungos isolados foi realizada utilizando o kit REDExtract-
N-Amp™ Tissue PCR Kit, (Sigma-Aldrich). Para a extracdo do DNA recolheram-se
cerca de 10 mg de micélio para tubos PCR e macerou-se o micélio com a ponta da
pipeta durante alguns segundos. Apds maceracdo adicionou-se um tampédo de lise e
colocou-se a incubar a 95 °C durante 10 minutos. Apds incubacéo foi adicionado um
tampaéo de diluicéo.

3.3.2.3.3 PCR e eletroforese

A amplificacdo e sequenciacdo da regido ITS do ADN ribossomal (ADNr) foi
realizada por PCR utilizando indicadores oligonucleotidicos universais ITS1 e ITS4
(White et al., 1990). Os produtos de PCR obtidos foram visualizados num gel de
agarose (1,5%) em 60 ml de TAE 1%, adicionando GelRed Nucleic Acid Strain (1pl
por cada 60 ml de TAE) a 70V durante 1 hora. O DNA foi visualizado por UV com um
sistema de video Eagle Eye Il Video System.

3.2.3.3.4. Identificacdo das espécies

Para identificar os fungos, os produtos PCR foram enviados para os Laboratérios
Stab Vida (Caparica, Portugal) e comparou-se cada sequéncia através do GenBank:

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) com

sequéncias depositadas na base de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Cada espécie foi classificada de acordo com o Index Fungorum Database

(www.indexfungorum.orq).

3.2.4. Abundancia relativa

A abundancia relativa foi determinada como o numero total de isolados de um
determinado taxon dividido pelo nimero total de isolados de todos os taxons.

3.2.5. Comportamento bioldgico dos diferentes fungos

O comportamento biolégico dos diferentes fungos foi determinado por pesquisa
bibliogréfica.
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3.3. Tratamento pos-colheita

No laboratério, 3 sacos (lotes) de cada souto foram sujeitos a uma lavagem por
imersdo em agua fria, deixando as castanhas em &gua durante 10 minutos. Nos outros 3

sacos (lotes) néo foi efetuado qualquer tratamento (sem tratamento) (Figura 3.4). Todos

os lotes de castanha foram colocadas a 12°C numa estufa de incubagdo com refrigeracédo
(Cooled Incubator (ST) ST2; POL-EKO APARATURA) (Figura 3.5).

e~

Figura 3.4. Lote de castanhas lavadas (a esquerda) e lote de castanhas sem tratamento
(sem lavar) (a direita)

Figura 3.5. Incubadora de refrigeracdo
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A primeira observacao das castanhas foi realizada imediatamente apds a colheita
(sem colocagdo na incubadora de refrigeracdo — T0). Um més ap6s a colheita (um més
na incubadora de refrigeragdo a 12°C — T1) foi realizada a segunda avaliag&o e a terceira
avaliacdo foi realizada dois meses apds a colheita (dois meses na incubadora de

refrigeracdo a 12°C — T2).

No final de cada tempo de conservacdo, as castanhas foram abertas com um
canivete e em cada lote foi contabilizado o nimero de castanhas com presenca de larvas
de bichado-da-castanha (Cydia splendana Hb.) ou gorgulho (Curculio elephas Gyll.) e

foi verificada a presenca de podrid6es conforme descrito anteriormente.

3.4. Avaliacdo de parametros fisicos e fisiologicos em diferentes tempos de

conservacao

3.4.1. Perda de peso

Para determinar a perda de peso das castanhas em cada lote, nos diferentes tempos
de conservacédo (TO, T1 e T2), todos os lotes (50 castanhas) foram pesados antes de se
fazer a avaliacdo do estado sanitario das castanhas. As castanhas foram pesadas numa
balanca digital (LP-4202i, VWR) e foi calculado o peso em cada lote (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Pesagem das castanhas

3.4.2. Humidade

Em cada lote e em cada tempo de conservacdo (TO, T1 e T2), foram selecionadas
10 castanhas s&s, avaliadas anteriormente, para determinar o teor de humidade. As
castanhas foram pesadas inicialmente numa balanca digital (LP-4202i, VWR) e o peso
seco (gramas) de cada lote de castanhas foi determinado apds secagem das castanhas

numa estufa a 60°C até se obter peso constante. A percentagem de humidade foi
42



calculada pela razéo entre o peso seco de cada lote e o peso fresco (% humidade = peso

seco/peso fresco*100).

3.4.3. Alteragédo de cor e germinagao

Para o estudar estes parametros foram recolhidos a parte dois lotes de 50 castanhas
cada em Espinhosela e Samil (concelho de Braganca) na mesma altura em que se
procedeu a recolha dos outros lotes j& mencionados. As castanhas foram avaliadas ao
fim de trés meses ap6s conservagdo em incubadora de refrigeracdo a 12°C. Neste estudo
as castanhas foram avaliadas relativamente & alteracdo de cor ao nivel do epicarpo

(casca) e foi calculado a percentagem de castanhas que apresentaram germinacgao.
3.5. Anédlise estatistica

Para proceder ao tratamento estatistico dos dados obtidos, recorreu-se ao programa
IBM-SPSS statistics, version 19 (SPSS Inc, 2010). Os dados foram avaliados quanto a
normalidade e homogeneidade das variacdes com o teste de Kolmogorov — Smirnov. A
andlise de variancia (ANOVA) e o teste de diferenca significativa de Tukey (HSD) (p
<0,05) foram utilizados para comparar as médias entre diferentes tratamentos (p <0,05).
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CAPITULO 4

RESULTADOS
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4.1. Parametros Fisicos

4.1.1 Peso médio das castanhas na colheita

Em cada lugar de estudo, seis lotes com 50 castanhas recém-colhidas, foram
pesados antes de serem submetidos aos seguintes tratamentos: 1 - imersdo em agua fria

e 2 - sem passar por agua (sem tratamento).

O peso médio (gramas) de 50 castanhas nos diferentes locais de estudo encontra-se
na Tabela 4.1. As castanhas provenientes de Sobrado apresentaram o peso médio mais
elevado, 721,15 (59,57) (médiatdesvio padrdo) gr seguido das castanhas provenientes
de Espinhoso com 559,49 (+16,54) gr. O menor peso médio foi registado em Samil
294,66 (+10,96) gr.

Tabela 4.1. Peso médio de 50 castanhas nos locais estudados (Espinhosela,
Paramio, Samil, Espinhoso e Sobrado) (médiatdesvio padrao).

Local Variedade Peso médio de 50 Numero de
castanhas castanhas por

kg

Espinhosela Longal 516,09+17,27 97

Espinhoso Judia 559,49+16,54 90

Samil Longal 294,66+10,96 170

Sobrado Judia 721,15+59,57 70

Paramio Longal 518,07+53,30 97

O peso médio mais alto registado em Sobrado (concelho de Valpacos) resulta de
neste lugar predominar a variedade Judia, considerada uma variedade com frutos de
grande calibre (50-70 frutos/kg) (Matos, 2003). Em Samil (concelho de Braganca) foi
registado o peso médio mais baixo. Neste lugar, onde predomina a variedade Longal de
calibre pequeno a médio (90-100 frutos/Kg) (Matos, 2003) o peso médio de 50
castanhas € inferior ao registado em Espinhosela e Pardmio (concelho de Braganga)
onde esta variedade também esta presente. Em Espinhoso (concelho de Vinhais) apesar
das castanhas serem provenientes da variedade Judia, o peso médio das castanhas

aproximou-se mais dos valores obtidos para a variedade Longal.
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4.1.2. Teor de humidade das castanhas na colheita

A percentagem de humidade das castanhas na altura da colheita nos diferentes
soutos em estudo, variou entre 39,6% em Sobrado e 52,7% em Samil (Figura 4.1). Os
valores de humidade apresentados sugerem que a agua representa cerca de 50% do peso
das castanhas, com excecédo das castanhas colhidas em Sobrado onde este valor rondou
0s 40%.

100
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28 48,4 47,6 - 49,8
40
30
20
10

39,6

% humidade

Espinhosela Paramio Samil Espinhoso  Sobrado

Figura 4.1. Teor de humidade (%) das castanhas dos diferentes soutos em estudo, na
altura da colheita

4.2. Estado sanitario das castanhas na colheita

4.2.1 Pragas da castanha

O Bichado-da-castanha esteve presente em todos os locais onde foi feita a
amostragem para este estudo. A percentagem de castanhas atacadas por esta praga

variou de 2,0% em Espinhosela e 13% em Espinhoso (Figura 4.2).

O Gorgulho-da-castanha foi identificado em trés soutos (Espinhosela, Samil e
Espinhoso). Dois locais (Pardmio e Sobrado) ndo apresentaram castanhas atacadas por
esta praga. A percentagem de castanhas atacadas por esta praga foi muito reduzida,

tendo variado nos diferentes locais entre 1,0% e 2,0% (Figura 4.3).
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Figura 4.2. Percentagem de castanhas atacadas por Bichado-da-castanha nos diferentes
locais (Espinhosela, Samil, Espinhoso, Pardmio e Sobrado).
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Figura 4.3. Percentagem de castanhas atacadas por Gorgulho-da-castanha nos
diferentes locais (Espinhosela, Samil, Espinhoso, Pardmio e Sobrado).
4.2.2. Podriddes das castanhas

Todos os locais apresentaram castanhas com sintomas de podriddo. A percentagem
de castanhas com sintomas de podriddo causada por fungos na altura da colheita variou

entre 11,0% em Espinhosela e Samil e 28,0% em Sobrado (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Percentagem de castanhas com sintomas de podriddo nos diferentes locais
(Espinhosela, Samil, Espinhoso, Paramio e Sobrado).

4.3. Fungos associados com as podriddes

Neste estudo foram obtidos 111 isolados de microfungos a partir das castanhas com
sintomas, tendo sido identificadas 10 espécies no total dos isolados estudados (Tabela
4.5).

A identificacdo molecular dos isolados baseou-se na sequenciacdo dos produtos
amplificados por PCR com 0 ITS1 e ITS4 e comparados com as sequéncias depositadas
nas bases de dados do GenBank mediante uma analise Blast. As sequéncias obtidas
apresentaram entre 91% e 99% de identidade nucle6tida da regido ITS (Figura 4.5).

A Classe de fungos Leotiomycetes foi o taxa mais representado neste estudo com
60 isolados pertencentes a quatro espécies. A Classe dos fungos Dothideomycetes foi o
taxa menos representado, com apenas quatro isolados pertencentes a espécie Alternaria
sp.

A Familia Sclerotiniaceae, foi a familia mais representada com 37,8% do total dos
isolados obtidos, sendo a Familia Pleosporaceae a menos representada com apenas

quatro isolados.
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Sclerotinia pseudotuberosa
Rizhopus sp. I

Phacidium lacerum
Penicillium sp.

Mucor racemosus
Gnomoniopsis castaneae
Fusarium avenaceum
Ciboria americana

Botrytis cinerea

Alternaria sp.
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Figura 4.5. Identidade nucledtida (%) da regido ITS dos diferentes fungos isolados das

castanhas doentes.
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Tabela 4.5. fungos presentes nas castanhas doentes (n° de isolados e % de isolados)

(Classe: Familias: Epécies)* N° isolados % isolados
Dothideomycetes
Pleosporaceae
Alternaria sp. 4 3,6
Eurotiomycete
Aspergillacea
Penicillium sp. 14 12,6
Leotiomycetes
Phacidiaceae
Phacidium lacerum Fr. 18 16,2
Sclerotiniaceae
Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel, 1945 23 20,7
Ciboria americana E.J. Durand 10 9
Sclerotinia pseudotuberosa Rehm (1885) 9 8,1
Sordariomycetes
Gnomoniaceae
Gnomoniopsis castaneae Tamietti 17 15,3
Nectriaceae
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 7 6,3
Zygomycetes
Mucoraceae
Mucor racemosus Bull. (1791) 4 3,6
Rizhopus sp. 2,7
Outros 2 1,8
Total de isolados 111

*de acordo com o Index Fungorum.
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Botrytis cinerea Phacidium lacerum Gnomoniopsis castaneae

Ciboriaamericana Sclerotinia pseudotuberosa Fusarium avenaceum

Figura 4.6. Principais espécies de fungos identificados neste estudo

Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel foi a espécie mais representada no conjunto dos
isolados estudados, com 20 isolados, seguida dos fungos Phacidium lacerum Fr. com

18 isolados e Gnomoniopsis castaneae Tamietti com 17 isolados (Figura 4.6.)

Rizhopus sp. foi a espécie menos representada, com apenas 3 isolados. Em dois

isolados ndo foi possivel, por meios moleculares, identificar a espécie.

B. cinerea foi isolada de quase todos os locais de estudo, com excecdo das

castanhas provenientes de Samil, onde ndo foi isolado esta espécie (Figura 4.7).

Entre as principais espécies isoladas neste estudo, Gnomoniopsis castaneae Tamietti
foi isolado de castanhas que apresentavam os cotilédones com uma coloragéo
esbranquicada-acastanhada (Figura 4.8), sendo reconhecida em muitas regides por
podridao castanha “Brown rot”. Botrytis cinerea, Ciboria americana e Sclerotinia
pseudotuberosa pseudotuberosa foram isolados de castanhas com os cotilédones
apresentando coloragdo escura (cinzento escuro/preto). Phacidium lacerum e Penicillium
sp. foram isolados de castanhas que apresentavam os cotilédones com coloragdo verde
escura. Fusarium avenaceum foi isolado de castanhas com coloracédo castanha clara.
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A abundancia relativa das espécies de fungos isoladas das castanhas nos diferentes

locais de estudo esta representada na figura 4.7.

Espinhosela

Samil

Sobrado

Espinhoso

Paramio

0%

20%

40% 60%

80%

Abundancia relativa

100%

u Alternaria sp.

u Botrytis cinera

= Ciboria americana
Fusarium avenaceum

= Gnomoniopsis castaneae

® Gnomoniopsis sp.

B Mucor racemosus

= Others

B Penicillium sp.

® Phacidium lacerum

B Rizhopus sp.

® Sclerotinia pseudotuberosa

Figura 4.7. Abundéancia relativa das espécies de fungos isoladas das castanhas nos
diferentes locais de estudo.

52



Figura 4.8. Castanhas mostrando sintomas do ataque de diferentes fungos (A —
Sintomatologia associada a Gnomoniopsis castaneae, B — Sintomatologia associada a
Phacidium lacerum e Penicillium sp., C — Sintomatologia associada a Botrytis cinerea,
Ciboria americana e Sclerotinia pseudotuberosa, D — Sintomatologia associada a
Fusarium avenaceum).

4.3.1 Comportamento biologico dos diferentes fungos

As espécies obtidas neste estudo foram classificadas quanto ao comportamento
bioldgico (saprdfita, endofitica, parasitica) por pesquisa bibliografica, tendo uma
espécie sido classificada como parasita, trés classificadas como saprdfitas, duas
classificadas como endofitas/ parasiticas, trés classificadas como saproéfita/parasitica e

uma classificada como endéfitica/ saprofita (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Comportamento bioldgico das diferentes espécies de fungos identificadas

Comportamento Bioldgico
Espécie S E P Referéncia
Alternaria sp. X X Thomma, B.P.H.J., 2003
Botrytis cinérea X X Williamson et al., 2007
Ciboria americana X Diamandis & Perlerou,
2001
Fusarium avenaceum x X Chang et al., 2003; Crous et
al., 1995
Gnomoniopsis smithogilvyi X X Ahmad Dar & Rai, 2015
Mucor racemosus X Casale et al., 1990.
Penicillium sp. X Samson et al., 2004
Phacidium lacerum X Wiseman et al., 2016
Rizhopus sp. X X Kirk et al., 2001
Sclerotinia pseudotuberosa X X Delatour e Morelet, 1979;
Vettraino et al., 2005

Comportamento bioldgico, S — saprdfita, E — endofitica, P - parasitica

4.4. Avaliacao da perda de peso durante armazenamento

Apbs cada lote de castanhas ser submetido aos diferentes tratamentos (1 - imerséao
em agua corrente e 2 - sem tratamento) registou-se 0 peso de cada lote em trés
diferentes tempos (imediatamente ap6s a colheita (T0), um més de armazenamento apos
a colheita (T1) e dois meses de armazenamento apos a colheita (T2), de modo a
verificar as perdas de peso que poderdo ocorrer nos diferentes tempos de conservacao.
O valor relativo a percentagem de perda de peso nos diferentes tratamentos e em cada
tempo de conservacgdo esta apresentado na Figura 4.9.

De um modo geral, todos os lotes de castanhas que foram sujeitas ao tratamento por
imersdo em agua corrente apresentaram menor perda de peso, nos diferentes tempos de
conservacao, com excecdo do lote de castanhas de Espinhoso com imersdo em agua
corrente e um més em armazenamento a 12°C, que apresentou maior perda de peso

relativamente ao lote que nao foi sujeito ao tratamento por imersédo em agua corrente.

54




g2 Espinhosela AN Espinhosela
z 2
o 20 S 20 |
=] =}
(=] (=]
2 2
2 157 515 t
3 3
o o
10 + 10
| l L N L
0 0
TO T1 T2 TO T1 T2
g2 r Espinhoso g2 Espinhoso
g 2
= 20 = 20
=] =}
o o
2 2
§ 15 r § 15
o o
10 + 10 b
| . L N -
0 0
TO T1 T2 TO T1 T2
g 25 ¢ Samil 25 Samil
> >
2 2
= 20 S o0 f
=] =}
8 g
§ 15 r § 15
o o
10 + 10 F
5 5 |
0 _— | - o] | .—
TO T1 T2 TO T1 T2
25 Sobrado 25 Sobrado
o o
2 g
o 20 | S50 |
=] =}
2 2
515 | 515 t
3 3
o o
10 10 F
5 F 5 b
0 L 0
TO T1 T2 TO T1 T2
g 25 ami = A
9\5, Paramio 25 Paramio
z 2
3 _g; 20
5 8
§ 15 _‘g’ 15 }
o &
10 10 |
0 o ._

To R T2 To T1 T2

Com imersdo em agua fria Sem tratamento

Figura 4.9. Reducdo de peso (%) das castanhas dos diferentes locais de estudo
(Espinhosela, Espinhoso, Samil, Sobrado e Pardmio) sujeitas a dois tratamentos
modalidades (1 - imersdo em &gua corrente e 2 - sem tratamento) em trés diferentes
tempos (imediatamente apds a colheita - TO, um més de armazenamento apds a colheita
- T1 e dois meses de armazenamento apoés a colheita - T2) quando conservadas a 12°C.
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As castanhas provenientes de Sobrado (de maior calibre) e que ndo foram sujeitas a
imersdo em &gua corrente, foram a que apresentaram maior perda de peso, quer as
castanhas que estiveram um més em armazenamento (22,2% de perda de peso) quer as
castanhas que estiveram dois meses em armazenamento (14,1% de perda de peso). A
menor perda de peso foi registada nas castanhas de menor calibre (Samil), com 1,6% de
perda de peso um més em armazenamento apds a colheita e 3,74% de perda de peso
dois meses em armazenamento apos a colheita, em castanhas que ndo foram sujeitas a
imersdo em agua corrente e 1,5% de perda de peso um més em armazenamento apos a
colheita e 1,6% de perda de peso dois meses em armazenamento apos a colheita em

castanhas que foram sujeitas a imersdo em agua corrente.

Pela analise da Figura 4.9 pode-se verificar que a perda de peso ndo dependeu do
tempo de conservacao ja que em algumas situacdes, a perda de peso foi maior em lotes
de castanhas com um més de armazenamento apds a colheita relativamente aos lotes

que estiveram com dois meses de armazenamento apos a colheita.

Neste estudo, em castanhas sujeitas ao tratamento por imersdo em agua corrente, e
considerando o peso por castanha de cada variedade, verificou-se que as perdas de peso
ao fim de 60 dias para a variedade Judia, variaram entre 0,11-0,15 gr, e para a variedade
Longal variaram entre 0,03-0,11. Em castanhas que ndo foram sujeitas ao tratamento
por imersdo em agua corrente, as perdas de peso por castanha ao fim de 60 dias
variaram entre 0,25-0,28 gr para a variedade Judia e 0,08-0,17 gr para a variedade

Longal.
4.5. Alteracdo de cor e germinacédo durante o armazenamento

Para estudar este pardmetro foram analisados separadamente quatro lotes de 50
castanhas (2 em Espinhosela e 2 em Samil - concelho de Braganca) na mesma altura em
que se procedeu a recolha dos outros lotes ja mencionados. As castanhas foram

avaliadas ao fim de trés meses apds armazenamento em camara de conservagéo a 12°C.

Os resultados da cor das castanhas ap0s armazenamento durante trés meses sao

apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7. Percentagem de alteracdo de cor em castanhas de Samil e Espinhosela
(Braganca) quando armazenadas durante trés meses (1 — sem alteracdo de cor, 2 —
alteracdo de cor até 25%, 3 — alteracdo de cor até 50%, 4 — alteracdo de cor até 75%, 5 —
alteracdo de cor até 100%).

Grau de alteracdo

1 2 3 4 5
Samil (1) 9,8 74,5 13,8 1,9 0,0
Samil (st) 2,0 60,0 36,0 2,0 0,0
Espinhosela (1) 2,5 52,5 35,0 10,0 0,0
Espinhosela (st) 0,0 38,0 32,0 28,0 2,0

| — castanhas lavadas, st — sem tratamento

Pela andlise da Tabela 4.7 verificou-se que a maioria das castanhas apresentava ao
fim de trés meses alteracdo de cor até 25%, e uma consideravel percentagem dessas

castanhas com alteragéo de cor entre 0s 50% e 0s 75%.

Os resultados das castanhas que germinaram estdo apresentados na Tabela 4.8.
Relativamente a germinacdo, verificou-se que nas castanhas que nao foram sujeitas ao
tratamento por imersdo em agua corrente, a percentagem de castanhas germinadas foi
maior relativamente as castanhas que foram sujeitas ao tratamento por imersdo em agua

corrente, tanto em Samil como em Espinhosela.

Tabela 4.8. Percentagem de castanhas germinadas em Espinhosela e Samil nos

diferentes tratamentos (1 - imersdo em agua corrente e 2 - sem tratamento).

Imersdo em corrente Sem tratamento
Espinhosela 4 20
Samil 8 12

4.6. Percentagem de humidade durante armazenamento

Os valores relativos ao peso total (gramas) de 10 castanhas saudaveis e 0 seu

respetivo peso seco apos secagem em estufa a 60°C, estdo expressos na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9. Valores do peso seco (gr) nos diferentes locais de estudo (Espinhosela,
Espinhoso, Samil, Sobrado e Paramio) em trés diferentes tempos (TO, T1, T2).

(TO) (T1) (T2)
Peso total Peso seco Peso total Peso seco  Peso total Peso seco
Espinhosela 91,51 44,30 132,39 64,90 128,66 61,07
Paramio 131,44 62,56 128.94 59.63 129,98 60,54
Samil 63,85 33,63 68,51 36,94 83,74 43,62
Espinhoso 98,82 49,19 134,86 69,33 129,75 66,14
Sobrado 176,82 70,01 146,92 62,88 161,93 66,56

Neste estudo, a percentagem de humidade variou entre 39,6% em Sobrado a 53,9%
em Pardmio. Analisando os diferentes tempos estudados, verifica-se que praticamente

ndo ha variacao da percentagem de humidade entre 0 TO e T2 (Figura 4.10).

O valor da percentagem de humidade verificada em todos os tempos estudados para
as castanhas de Sobrado (concelho de Valpagos) onde predomina a variedade Judia esta
abaixo dos valores referidos por Borges et al. (2007) onde refere valores de

percentagem média para esta variedade de aproximadamente 53%.
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Figura 4.10. Percentagem de humidade das castanhas nos diferentes locais estudados
(Espinhosela, Paramio, Samil, Espinhoso e Sobrado) nos diferentes tempos estudados
(TO - imediatamente ap0s a colheita, T1 - um més apds a colheita, T2 - dois meses apds

a colheita).
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4.7. Avaliacdo do efeito do tratamento por agua e tempo de conservacao sobre

0s parasitas das castanhas

Do total de castanhas estudadas, 932 castanhas (que representam 64,7% do total de
castanhas estudadas) ndo apresentavam qualquer ataque provocado por fungos ou
pragas, sendo consideradas sas, 308 (21,2%) castanhas estavam infetadas por fungos,
172 (11,9%) castanhas estavam atacadas por Bichado-da-castanha e 38 (2,6%)
castanhas estavam atacadas por Gorgulho-da-castanha. Neste estudo, a percentagem de
castanhas atacadas por fungos foi superior (quase o dobro) do que as castanhas atacadas

por pragas (Figura 4.11).

Fungos = Bichado-da-castanha  m Gorgulho-da-castanha = S3s

Figura 4.11. Percentagem de castanhas, sds, atacadas for fungos, Bichado da-castanha e
Gorgulho-da-castanha.

Analisando as castanhas por local de estudo verifica-se que as castanhas
provenientes de Sobrado (concelho de Valpagos) apresentavam o valor mais alto
(24,8%) de castanhas infetadas por fungos (Figura 4.12). O valor mais baixo (16,0%)
foi obtido em Espinhoso (concelho de vinhais). As castanhas provenientes do Paramio
(concelho de Braganga) foram as que estavam mais atacadas por pragas, 16,0% de

ataque por Bichado-da-castanha e 3,3% de ataque por Gorgulho-da-castanha.
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Figura 4.12. Percentagem de castanhas atacadas por fungos, Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha nos diferentes locais de estudo (Sobrado, Pardmio, Espinhoso,
Samil e Espinhosela).

A percentagem de castanhas sés na modalidade em que as castanhas foram sujeitas
ao tratamento por imersdao em agua corrente foi de 64,0 %, e nas castanhas que ndo

foram sujeitas a qualquer tratamento foi de 64,5% (Figura 4.13).

W Sem passar poragua Imersdo em agua fria

Gorgulho-da-castanha I *

Bichado-da-castanha - *
Fungos NN  +
0 20 40 60 80 100

Numero de castanhas

Figura4.13. atacadas por Bichado-da-castanha e Gorgulho-da-castanha, nas
modalidades estudadas (castanhas sujeitas a imersdo por agua corrente, e sem
tratamento). (* sem diferencas significativas entre os tratamentos).

Pela analise dos resultados, verifica-se que a percentagem de castanhas atacadas por
fungos é superior na modalidade que nao foi sujeita a passagem por dgua corrente. Nao

acontece 0 mesmo no que se refere as pragas pois em ambos os casos 0 nimero de
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castanhas atacadas por pragas € inferior nesta modalidade. No entanto ndo se verificam
diferencas significativas entre os tratamentos, quer para as castanhas sas, fungos,
Bichado-da-castanha ou Gorgulho-da-castanha.

Analisando os diferentes tempos em estudo: imediatamente apos a colheita (T0),
um més de armazenamento apos a colheita (T1) e dois meses de armazenamento apos a
colheita (T2), verifica-se que em ambos os tratamentos a percentagem de castanhas
atacadas por fungos diminui a medida que aumenta o tempo de conservacao (Tabela

4.10). Relativamente as pragas estudadas, 0 mesmo nao se verifica.

Tabela 4.10. Percentagem de castanhas atacadas por fungos, Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha nos diferentes tempos de estudo tempos: imediatamente apds a
colheita (T0), um més de armazenamento apds a colheita (T1) e dois meses de
armazenamento apo6s a colheita (T2).

Sem tratamento Imersdo em agua fria

TO Tl T2 TO Tl T2
Fungos 11,2 9,3 35 8,0 7,4 2,9
Bichado-da-castanha 3,5 29 3,2 54 49 40
Gorgulho-da-castanha 0,8 0,5 0,5 0,3 0,6 2,6

Os dados relativos as castanhas atacadas por fungos, Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha nos diferentes tempos estudados: imediatamente apds a colheita
(TO), um més de armazenamento apos a colheita (T1) e dois meses de armazenamento
apos a colheita (T2), sujeitas aos diferentes tratamentos (1 - imersao em agua corrente e
2 — sem tratamento) e nos diferentes locais de estudo (Espinhosela, Samil, Espinhoso,
Paramio e Sobrado) encontram-se nas Figuras 4.14 e 4.15 e 4.16.
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Figura 4.14. Percentagem de frutos atacados por insetos (Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha) e de podriddes provocadas por fungos em diferentes locais de
estudo (Espinhosela, Espinhoso, Samil, Sobrado e Pardmio) e sujeitas a dois
tratamentos modalidades (1 - imersdo em &gua fria e 2 - sem tratamento) observadas
imediatamente apos a colheita (TO).
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Figura 4.15. Percentagem de frutos atacados por insetos (Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha) e de podriddes provocadas por fungos, de castanhas de
diferentes locais de estudo (Espinhosela, Espinhoso, Samil, Sobrado e Paramio) e
sujeitas a dois tratamentos modalidades (1 - imersdo em agua corrente e 2 - sem
tratamento) observadas apés 30 dias (T1).
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Figura 4.16. Percentagem de frutos atacados por insetos (Bichado-da-castanha e
Gorgulho-da-castanha) e de podriddes provocadas por fungos, de castanhas de
diferentes locais de estudo (Espinhosela, Espinhoso, Samil, Sobrado e Paramio) e
sujeitas a dois tratamentos modalidades (1 - imersdo em agua corrente e 2 - sem
tratamento) observadas apds 60 dias (T2).
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CAPITULO 5.

DISCUSSAO E CONCLUSOES
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A castanha em fresco € um fruto de elevada qualidade, mas facilmente perecivel. A
qualidade é influenciada por fatores bidticos e abioticos que ocorrem em pré-colheita,
durante a colheita e em pds-colheita. Os principais fatores bidticos na depreciacdo da
castanha sdo as contaminacges por fungos e o desenvolvimento de larvas de insetos. No
entanto, outros fatores de natureza abidtica, como a humidade, a temperatura, etc.,
podem ter um papel importante na qualidade da castanha. Neste trabalho, avaliou-se os
fatores bioticos e abidticos de pré colheita que podem influenciar a qualidade da

castanha.

As castanhas estudadas neste trabalho foram provenientes de cinco locais de Tras-
os-Montes. O peso médio (gramas) das castanhas estudadas variou entre
721,15 (+59,57) (média + desvio padrdo) gr, obtido em castanhas da variedade Judia e
294,66 (+£10,96) gr obtido em castanhas da variedade Longal. Os resultados obtidos no
presente estudo corroboram com outros trabalhos onde este parametro foi estudado. Os
lotes de castanha, para serem comercializadas em fresco devem ser uniformes, do
mesmo calibre e as castanhas apresentarem o mesmo grau de desenvolvimento. Para a
comercializacdo da castanha, 0 nimero minimo de castanhas por kg é de 125 (ONU,
2017). Neste estudo, e apesar de as castanhas terem sido apanhadas segundo as
variedades, verifica-se que existe variabilidade na dimenséo das castanhas, ja que para a
variedade Longal o nimero de castanhas por kg variou entre 97 e 170 castanhas, e para
a variedade Judia o nimero de castanhas por kg variou entre 70 e 90 castanhas. No
souto de Samil o numero de castanhas por kg (170 castanhas) ultrapassa 0 minimo
exigido para comercializagdo. O peso médio mais alto registado em Sobrado (concelho
de Valpagos) resulta de neste lugar predominar a variedade Judia, considerada uma
variedade com frutos de grande calibre (50-70 frutos/kg) (Matos, 2003). Em Samil
(concelho de Braganca) foi registado o peso médio mais baixo. Neste lugar, onde
predomina a variedade Longal de calibre pequeno a médio (90-100 frutos/Kg) (Matos,
2003) o peso médio de 50 castanhas é inferior ao registado em Espinhosela e Pardmio
(concelho de Braganca) onde esta variedade também esta presente. Em Espinhoso
(concelho de Vinhais) apesar das castanhas serem provenientes da variedade Judia, o
peso médio das castanhas aproximou-se mais dos valores obtidos para a variedade
Longal. As variagOes encontradas para a mesma variedade, poderdo ser devido as
castanhas serem oriundas de diferentes locais, estarem sujeitas a diferentes praticas
agricolas (ex: fertilizacdo, lavouras, regas, etc.) e apresentarem diferentes graus de
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desenvolvimento. A falta de uniformidade das castanhas que vem do campo é um
problema para as fabricas de processamento de castanha, ja que estas geralmente tém
origem de diferentes locais e os lotes tém uma mistura de diferentes variedades. Por
exemplo, Alvarez (2010) refere que, na zona de El Bierzo (muito préximo do Nordeste
Transmontano) a mé fertilizacdo dos soutos e as secas prolongadas tem aumentado o
namero de castanhas colhidas com importantes defeitos que se traduz em perdas quer de
quantidade quer de qualidade.

No que diz respeito as questbes sanitarias das castanhas, estas para serem
comercializadas devem ter o minimo de defeitos, existindo uma tolerdncia minima
permitida segundo a categoria em que a castanha é comercializada (Categoria Extra,
Categoria | e Categoria Il) (Ver Norma OCDE/ONU - UNECE FFV-39). No nosso
estudo, as castanhas observadas a altura da colheita apresentaram sintomas de podridédo
em todos os locais estudados com percentagens variando entre os 11,0% e 28,0%.
Relativamente as pragas, o Bichado-da-castanha esteve presente em todos os locais de
estudo com ataques entre 0s 2,0% e 13,0% e o Gorgulho-da-castanha esteve presente
em trés locais com reduzido ataque (1,0%-2,0%). De um modo geral, a percentagem de
castanhas com defeitos devido as podriddes e pragas na altura da colheita, variou entre
3-11% entre os diferentes soutos, acima do valor das tolerancias permitidas em
castanhas para comercializacdo. Esta situacdo realca a ideia de que ainda ha muito por

fazer para melhorar a qualidade das castanhas na producéo.

A &gua é o principal constituinte da castanha representando mais de 50% do seu
peso (Barreira et al., 2009). O excesso de calor, quer antes ou depois da colheita é um
dos fatores que pode contribuir para as perdas de humidade na castanha. De modo a se
compreender as perdas de humidade que ocorrem na castanha desde a colheita e durante
um determinado tempo de conservacdo, avaliaram-se diferentes lotes de castanhas
sujeitas ao tratamento por imersdo em agua corrente e sem tratamento por imersdo em
agua. De um modo geral, todos os lotes de castanhas que foram sujeitas ao tratamento
por imersdo em agua corrente apresentaram menor perda de peso, nos diferentes tempos
de conservagdo, com exce¢do do lote de castanhas de Espinhoso com imersdo em agua
corrente e um més em armazenamento a 12°C, que apresentou maior perda de peso
relativamente ao lote que ndo foi sujeito ao tratamento por imersdo em agua corrente. A
menor perda de peso pode dever-se ao facto de que a cobertura da castanha (casca)

produz um efeito tipo esponja, absorvendo alguma agua. De acordo com Migliorini et
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al. (2010), a hidratacdo das castanhas durante a cura pela agua resulta em menores
perdas de humidade durante o armazenamento e, portanto, maior vida Gtil do fruto.
Donis-Gonzalez (2008), num estudo sobre tratamentos pds colheita, onde as castanhas
da variedade ‘Colossal’ eram mergulhadas em agua e depois eram aplicados diferentes
produtos fungicidas, verificou que ao fim de 60 dias de conservacdo, as perdas de peso
por castanha, variaram entre 0,17-0,40 gr nos diferentes tratamentos. A qualidade da
castanha é medida por fatores externos, como cor, forma, tamanho, manchas na
superficie e bolores, que sdo muito importantes para a aceitacdo do consumidor (Wang
et al., 2000). Neste estudo, verificou-se que as castanhas que ndo foram sujeitas a
tratamento por imersdo em &gua apresentaram maior alteracdo de cor que as castanhas
que foram sujeitas a tratamento por imersdao em agua. A percentagem de castanhas
estragadas, observadas neste estudo, foi de 35,3% sendo que mais de 21% do total das
castanhas estavam infestadas por fungos. As castanhas atacadas por pragas (Bichado-
da-castanha e Gorgulho-da-castanha) representaram cerca de 14% do total das
castanhas. Quando se compara os tratamentos efetuados as castanhas (imersdo em agua
corrente e sem passar por agua), verifica-se que a percentagem de castanhas atacadas
por fungos é superior na modalidade que ndo foi sujeita a passagem por agua. A cura
pela 4gua é um tratamento tradicional de pré-armazenamento amplamente utilizado na
Europa, onde as castanhas sdo imersas em agua por 7 a 9 dias para reduzir o in6culo de
fungos durante o armazenamento e matar larvas de insetos dentro da castanha
(Mencarelli, 2001; Botondi et al., 2009). Pela analise dos nossos resultados podemos
concluir que a passagem das castanhas por agua corrente promoveu uma reducdo da
infestacdo por fungos. Migliorini et al. (2010) também verificaram que a cura pela agua
tem um efeito inibidor sobre os fungos que infetam a castanha (como por exemplo,
Ciboria batschiana, agente da podriddo negra). A lavagem das castanhas com agua
remove a micoflora da superficie das castanhas promovendo deste modo uma reducgéo
da infestacdo por fungos. Também, a hidratacdo da superficie da castanha promove a
difusdo da &gua do pericarpo para o endosperma (fendmeno de convencdo em massa)
causando transferéncia de massa (isto €, compostos fendlicos) por difusdo do episperma
para o pericarpo. O aumento na concentracdo de compostos fendlicos no pericarpo e,
como resultado na cura de aguas, resulta na diminuicao da flora microbiana na castanha.
Neste estudo foram obtidos 111 isolados de microfungos a partir das castanhas com

sintomas, tendo sido identificadas 10 espécies no total dos isolados estudados. B.
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cinerea foi a espécie mais representada no conjunto dos isolados estudados, seguida dos
fungos P. lacerum e G. castaneae. Entre as principais espécies isoladas neste estudo, G.
castaneae foi isolado de castanhas que apresentavam o cotilédone com uma coloragéo
esbranquicada-acastanha, sendo reconhecida em muitas regides por podriddo castanha,
designada em inglés por “Brown rot”. Esta espécie geralmente ocorre como saprofita
em ramos ou no fruto de também como enddfita em flores, folhas e caules do
castanheiro (Shuttleworth, 2012). Os frutos atacados por este fungo geralmente acabam
por mumificar (ficar desidratados). Existe uma correspondéncia estreita entre 0s
sintomas desta espécie e os de P. endogena, apresentando ambas as espécies

caracteristicas morfoldgicas muito similares.

Devido & natureza sazonal da producéo e a curta vida Gtil da castanha (Bergognoux,
1978, Tan et al., 2007) e devido a sua alta atividade metabdlica, varios métodos de
preservacdo foram propostos para evitar a perda de peso e a contaminagdo por insetos,
microrganismos ou rea¢Ges enzimaticas (como a que degrada o amido), que causa uma
grande diminui¢do da qualidade da castanha (Anelli et al., 1984, Breisch, 1993). Ao
longo dos séculos, foram desenvolvidas algumas técnicas industriais para a preservacao
de grandes quantidades de castanhas em fresco. A imersdao em agua fria (também
conhecido como nome de hidroterapia em agua fria), e “termizagdo” (que também inclui
a imersdo em agua quente, hidroterapia quente ou termohidroterapia) sdo as técnicas
mais usadas. No entanto, os métodos de tratamento das castanhas disponiveis ndo sdo
suficientes para garantir que todo o fruto chegue com qualidade ao consumidor final.
Deste modo seria necessario propor medidas para a melhoria da qualidade da castanha

durante o processo produtivo, processamento e armazenamento:
- Controlar as pragas da castanha com os meios de luta adequados,

- Manter e limpar o solo (remover ramos caidos, cortar as infestantes) no souto; as
castanhas que estejam atacadas e se encontrem espalhadas no chdo serdo mais

facilmente distinguiveis (especialmente se for uma colheita manual),

- De modo a se reduzir o ataque de pragas nos anos seguintes deve-se recolher os

frutos atacados e elimina-los,

- Fazer lavouras pouco profundas de modo a destruir larvas destas pragas que se

encontrem no solo,
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- Evitar ferimentos nas castanhas durante a colheita. Danos minimos, como a rutura

da casca, podem abrir a porta para uma infecdo para fungos,

- Remover as castanhas “inutilizadas” (frutas verdes, vazias, colonizadas por larvas
de insetos ou pequenas), pois isso reduz a presenca de esporos de fungos e larvas de

insetos nas castanhas,

- Apos a colheita, os frutos devem ser tratados tdo rapidamente quanto possivel de
modo a evitar que os processos de modificacdo, tais como a fermentacdo ou perda de
humidade, ndo sejam incentivados, pelo aumento do metabolismo que ocorre nas

castanhas e eventualmente combinado com as mas condi¢fes de armazenamento.
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