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RESISTENCIA TERMICA DE BOLORES DE CASTANHA JAPONESA
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RESUMO - O emboloramento ou podridao fungica € um dos mais sérios problemas de pds-colheita
em hibridos de castanha japonesa. No Brasil a colheita ocorre durante o verdo, quente e chuvoso,
condicbes essas que favorecem ainda mais a proliferacdo de bolores. A estocagem em camaras a
1°C/90% UR pode prolongar o periodo de conservacdo do produto, no entanto, € essencial a
utilizacdo de um método de descontaminacédo, ap0s a colheita, que elimine ou reduza os bolores
responsaveis por podriddes. O tratamento hidrotérmico é uma opcdo de tecnologia de
descontaminacgdo sustentavel bastante interessante, visto que, além do controle microbiolégico e
prevencdo de podriddes, pode também erradicar a infestacdo por insetos. Desse modo, nessa
pesquisa, pretendeu-se (1) isolar e identificar os bolores de castanhas responsaveis por sintomas
de podriddo (2) determinar a resisténcia térmica desses bolores para indicagdo de tratamento
térmico (binbmio tempo/temperatura) pos-colheita. Das castanhas com sintomas de podriddes
foram isolados principalmente Neofusicoccum parvum, Pseudofusicoccum stromaticum,
Gnomoniopsis castanea e Pestaloptiopsis sp. As combinacdes de tempo X temperatura, para
controle daqueles bolores, foram determinadas utilizando temperaturas nas faixas de 45 a 70C e
tempos de 15s a 70‘min. Concluimos que o tratamento hidrotérmico pode ser um possivel método
pés-colheita de controle de bolores de castanha japonesa. No entanto, para indicacdo das
condi¢cBes de tratamento no produto “in natura”, o historico de penetracdo de calor também deve

ser considerado.
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ABSTRACT — Mould contamination or fungal decay is one of the most serious post-harvest
problems of the hybrids Japanese chestnuts. In Brazil the harvest occurs during the warm and rainy
summer, conditions which favor further proliferation of mould. Storage at 1C/90% RH can extend
the shelf life of the product, however, it is essential to apply a decontamination method after harvest
either to eliminate or reduce fungi responsible for the nuts rotten. Heat treatment is a very promising
sustainable decontamination technology as it can provide the microbiological control and prevention
of decay and may also eradicate the insect infestation. Thus, in this study, we armed (1) isolate and
identify the moulds chestnut responsible for rot symptoms (2) determine the thermal resistance of
these moulds for the future indication of a post-harvest thermal treatment (binomial time /
temperature) post-harvest. From rotten chestnuts we mostly isolated Neofusicoccum parvum,
Pseudofusicoccum stromaticum, Gnomoniopsis castanea and sp Pestaloptiopsis. The combinations
of time X temperature to control these moulds were determined in the range from 45 to 70C and
from 15s to 70min. We conclude that heat treatment can be a possible method for post-harvest
control of moulds in Japanese chestnut. However, the heat penetration history should also be

considered to indicate the conditions to the applied in the “in natura” product.
Keywords: Japanese chestnut, heat treatment, chestnut rotten, mould, phytopathogens.
1 INTRODUCAO

O emboloramento ou podridao fungica € um dos mais sérios problemas de po6s-colheita em
hibridos de castanha japonesa. No Brasil a colheita ocorre durante o verdo, quente e chuvoso,
condi¢cbes essas que favorecem ainda mais a proliferacdo de bolores. A estocagem em camaras a
1°C/90% UR pode prolongar o periodo de conservacdo do produto, no entanto, é essencial a
utilizacdo de um método de descontaminacédo, apds a colheita, que elimine ou reduza os bolores
responsaveis por podriddes. O tratamento térmico é uma opc¢éo de tecnologia de descontaminagéo
sustentavel bastante interessante, visto que, além do controle microbiolégico e prevencdo de

podridbes, pode também erradicar a infesta¢é@o por insetos.

A imersdo em agua aquecida € uma das formas de tratamento térmico mais eficiente e mais
utilizada para a prevencdo da deterioragdo e podridées em frutas e vegetais frescos. O binémio
tempo/temperatura de imerséo a ser indicado depende da resisténcia térmica das espécies que se
pretende controlar. Existe uma variacdo consideravel de sensibilidade a altas temperaturas entre
varias espécies fungicas. Desse modo, nessa pesquisa, pretendeu-se (1) isolar e identificar os
bolores de castanhas responsaveis por sintomas de podridao (2) determinar a resisténcia térmica

desses bolores para indicacé@o de tratamento térmico (binbmio tempo/temperatura) pés-colheita.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolamento e identificacdo dos bolores causado  res de podridbes

2.1.1 Amostragem

Foram coletadas 40 amostras na safra 2012/2013, em propriedades com producao
comercial, nas seguintes localidades: Sdo Bento do Sapucai (18 amostras), Pirassununga (10
amostras) e Monte Alegre do Sul (12 amostras). Na safra 2013/2014 foram coletadas 122 amostras
em: Mogi Mirim (20 amostras), Pirassununga (20 amostras), Matdo (20 amostras), Santo Antonio

do Pinhal (20 amostras), Monte Sido (22 amostras) e Embu Guagu (20 amostras).

Metade das amostras de cada localidade foi proveniente de ouricos coletados das copas
das arvores e, a outra metade, de ouricos coletados do chdo das mesmas castanheiras. No
mesmo dia da coleta, as amostras foram transportadas ao ITAL e colocadas em camara a 2°C até

serem submetidas as analises.

2.1.2 Incidéncia de podriddo e agente causal

A presenca dos sintomas foi observada nas amostras coletadas do solo e das arvores. Foi
avaliada a percentagem de castanhas visivelmente mofadas e/ou com sintomas de podriddes.
Castanhas com sintomas de podriddo foram desinfetadas e pequenos fragmentos do tecido
danificado foram transferidos para Placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Batata
Dextrose (PDA) com oxitetraciclina (50pug mL™?), e incubados em B.O.D. a 25T com alternancia de

luz até o aparecimento das colbnias.

A identificacdo molecular dos isolados foi feita extraindo-se o0 DNA dos isolados (DOYLE &
DOYLE, 1987) e submetendo-os & Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) para a amplificacédo
da regido ITS (internal transcribed spacer) localizada entre os genes codificadores dos RNAs
ribossomais 18S e 28S. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS foram ITS1 (5" —
TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3) e ITS4 (5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) (White et al.,
1990). Os produtos amplificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento pelo método de
terminacdo de cadeia empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados
em sequenciador capilar automatico 3500 XL (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias depositadas na base de dados GenBank sediada no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (http//www.ncbi.nlm.nih.gov), empregando-se o programa
Blastn. (ALTSCHUL et al., 1990). A identificacdo foi baseada na similaridade com sequéncias de

espécies tipo presentes na base de dados.
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2.2. Resisténcia térmica dos bolores causadores de sinto mas de podriddes

Foram conduzidos teste s in vitro visando avaliar o efeito do tratamento hidrotérmico sobre o
crescimento micelial dos principais isolados da castanha. Discos de micélio foram retirados da
borda das col6nias fungicas em crescimento ativo e colocados em bolsas de gaze estéril. Em um
baldo de trés bocas de 500 mL, foram colocados 200 mL de agua destilada estéril, inserindo-se em
uma das bocas um termémetro digital Incotherm, em outra o agitador (Modelo: RW 20 DS32)
ajustado para 450 rpm e no terceiro foram introduzidas as bolsas de gaze estéril contendo os
discos de micélio. O procedimento foi utilizado para tempos na faixa de 15s a 70min.e
temperaturas de 45 a 70C, buscando-se o intervalo letal para o bindmio. Atingido o tempo
necessario para cada tratamento, as bolsas de gaze contendo os discos de micélio foram retiradas
da &gua quente e, imediatamente, colocadas em agua fria para cessar o efeito do tratamento
térmico. Em cada placa contendo meio BDA, foi colocado um disco de micélio, incubados em
B.O.D. com temperatura controlada 25+2TC e diariame nte, foi avaliado se houve ou ndo o
crescimento micelial. (Santos et al., 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Incidéncia de podriddo e agente causal

Verificou-se que, em todas as localidades, houve maior incidéncia de podriddes nas
amostras coletadas do solo. A presenca de castanhas com sintomas em amostras coletadas das

copas indica que provavelmente trata-se de agente causal endofitico (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem de castanhas com sintomas de podrid6es nas amostras coletadas, do solo e da

copa, nas diferentes localidades.
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O agente causal Neofusicoccum parvum foi o fungo mais frequentemente isolado de
castanhas com sintomas de podridédo (61% das amostras de castanhas coletadas do solo e em
27% daquelas coletadas da copa), seguido por Pseudofusicoccum stromaticum (19% das amostras
de castanhas coletadas do solo e em 7% daquelas coletadas da copa) e Gnomoniopsis castanea
(6% das amostras de castanhas coletadas do solo e em 2% daquelas coletadas da copa). Os

demais bolores foram isolados em percentagens inferiores a 5% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de castanhas com sintomas de podriddo e o agente causal isolado do tecido
danificado.

Washington et al. (1997), na Australia, isolaram de castanhas com sintomas de podriddes,
Penicillium spp., Botrytis cinérea, Phomopsis castanea, Fusarium spp, Truncatella sp, Mucor sp e
Cytospora sp. De acordo com Osmonalieva et al (2001), Phomopsis castanea (Sacc) é
responsavel por podriddes em castanhas tanto na Australia como na Nova Zelandia. Donis-
Gonzalez (2008) associou sintomas de podriddes de castanhas com Penicillium spp (P.
griseofulvum, P. expansum, P. chysogenum), Acrospaeria mirabilis, Botryosphaeria ribis e
Sclerotinia sclerotiorum, Botryotinia fuckeliana e Fusarium spp. Lee et al. (2013) ao estudarem os
microrganismos associados com podridGes de castanhas durante a estocagem, na Coréia,
isolaram mais de 24 espécies de fungos e bactérias, sendo Botryospaheria dothidea e Mucor sp o0s

isolados mais frequentes. Fusarium spp, Penicillium spp e Phomopsis spp também foram isolados.
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Os fungos mais frequentemente isolados dos tecidos danificados e os sintomas observados
estéo representados pela Figura 3.

Figura 3. A: Pseudofusicoccum parvum; B: Gnomoniopsis castanea; C: Neofusicoccum parvum.

3.2 Resisténcia térmica dos bolores causadores de sintomas de podridbes

O gréfico de log do tempo X temperatura (Figura 4) permitiu tracar linhas de tendéncia que
definem diversas combinactes de tempos e temperaturas capazes de controlar os principais
causadores de podriddo. As combinac@es letais para Neofusicoccum parvum e Pseudofusicoccum
parvum foram: 48°C/45min; 50C/20min; 55€C/30s, para Gnomoniopsis castanea foram:
50C/30min; 55€C/5min; 60C/1min, e para Pestalotiopsis sp foram: 48T/15min; 50T/5min;
55¢C/30s .
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1
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Figura 4 . Binbmios de letalidade dos fungos isolados de castanhas com sintomas de podriddes.

Recentemente, Santos et al. (2013) utilizando a mesma metodologia que aquela adotada em
nosso estudo para os testes in vitro, verificaram que os bindmios letais para Fusarium
pallidoroseum foram: 52°C/9min, 54C/5min, 56<C/3min, 58<C/1min, 60° C/20s e 62C/15s.



ONA
L0y,
{ .

s 4,

4 % 8° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cienti  fica — CIIC 2014
%y ez 12 a 14 de agosto de 2014 — Campinas, S&o Paulo

3
o) A8
Vo ey\®

Os resultados obtidos indicaram que dentre os fungos estudados, a 50C o Gnomoniopsis
castanea € mais resistente que o Neofusicoccum parvum e Pseudofuficoccum parvum e que o

Pestalotiopsis sp € o mais sensivel.

4 CONCLUSAO

O tratamento térmico é um método potencial de controle pos-colheita de bolores de castanha
japonesa. No entanto, para indicacdo das combinac¢des no produto “in natura”, o histoérico de

penetracao de calor também deve ser considerado.
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