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RESUMO

O castanheiro europeu, Castanea sativa, é
uma arvore utilizada para a produgéo de
madeira e fruto muito suscetivel ao fun-
go Cryphonectria parasitica, um patoge-
no agressivo que gera lesdes necroticas no
tronco e ramos. No entanto, as espécies
asiaticas, C. mollissima e C. crenata pos-
suem maior tolerdncia & doenca. O obje-

tivo neste estudo foi avaliar algumas va-
riedades portuguesas de C. sativa no que
respeita a suscetibilidade ao fungo usan-
do as espécies asiaticas como controlos de
referéncia. Estacas das variedades ‘Longal’,
‘Judia’, ‘Martainha’, ‘Colarinha’, ‘Boaventu-
ra’ e ‘Béria’, foram inoculadas com C. para-
sitica e a progressdo da lesdo foi avaliada ao
longo do tempo. A variedade ‘Longal’ mos-
trou-se a menos suscetivel, e as variedades
Béria e ‘Martainha’ foram as mais afetadas,
com maior progressao da doenca. O estu-
do do comportamento das variedades por-
tuguesas de castanheiro face a doenca do
cancro, permitira promover a utiliza¢io
preferencial das variedades mais tolerantes
em campo, contribuindo assim para um
melhor controlo da doenga.

Palavras-chave: Cryphonectria
parasitica, Variedades portuguesas
de castanheiro, Suscetibilidade de
variedades de castanheiro.

INTRODUGAO

O castanheiro europeu (Castanea sativa
Mill.) é uma espécie com importéncia eco-
ndémica nas regides montanhosas do Nor-
te de Portugal, principalmente na regido
de Tras-os-Montes pela produgio de fruto.

Existem inGimeras variedades de casta-
nheiro europeu, sendo ‘Longal’ a varieda-
de mais antiga que se distribui por todas as
regides produtoras do pais (principalmen-
te regido norte e centro) e também em Es-
panha (Pereira-Lorenzo et al., 2011). ‘Lon-
gal’ é considerada uma boa variedade para
a inddstria alimentar devido ao seu fruto
pequeno. Por outro lado, as variedades ‘Ju-
dia’ e ‘Martainha’ sio geralmente preferi-
das para a comercializagdo do fruto fresco,
devido ao seu maior calibre.

O castanheiro europeu é suscetivel a vé-
rios stresses bidticos que ameagam a produ-
¢do de fruto. O cancro causado pelo fungo
Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr é
uma das principais doengas do castanhei-
ro, que se traduz no aparecimento de le-
soes necrdticas no tronco e ramos de ar-
vores hospedeiras suscetiveis. Em Portugal
esta doenga esta amplamente disseminada
e acompanha toda a distribui¢do do casta-
nheiro (Braganga et al., 2007, 2008). A doen-
caesta disseminada praticamente por todaa
Europa, sendo eventualmente os principais
focos de infe¢ao soutos antigos sem uma
gestdo adequada (Rigling e Prospero, 2017).

A doenga caracteriza-se pela presenga
de cancros sobre o tronco e ramos, muitas
vezes com pustulas amarelo-alaranjadas
que contém frutificagdo do patégeno e/ou
cirros de esporos. A presenga de tecido do
fungo (micélio) creme ou castanho-claro,
em forma de leque na parte interior da cas-
ca e o fendilhamento longitudinal ao longo
de tronco e ramos sdo também sinais e sin-
tomas frequentes da presenc¢a do cancro do
castanheiro (Robin e Heiniger, 2001). Na
zona inferior a zona afetada, a arvore pode
produzir rebentos epicérmicos, também
conhecidos como ramos ladroes e reben-
tos de raiz. Em caules e ramos jovens, os
cancros sdo geralmente alaranjados-cas-
tanho-avermelhados na superficie, mas
em troncos mais antigos, essa coloragdo é
geralmente menos acentuada tornando-
-se os tecidos afetados enegrecidos com
o tempo. As folhas dos galhos infectados
murcham, ficam amarelas ou castanhas e
geralmente permanecem penduradas (Ri-
gling e Prospero, 2017). Os cancros super-
ficiais ou com calosidades sao geralmente
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associados a hipoviruléncia induzida por
micovirus (Faruk et al., 2008). Este feno-
meno natural reduz significativamente a
viruléncia e a esporulagdo de C. parasiti-
ca nas arvores, que desta forma, podem re-
cuperar da doenga (Braganga et al., 2007).

As espécies de castanheiro ‘Japonés’
(Castanea crenata Siebold e Zucc.) e ‘Chi-
nés’ (Castanea mollissima Blume) tém ma-
nifestado resisténcia ao cancro do casta-
nheiro, e tém sido utilizadas nos programas
de melhoramento genético como dadoras
de resisténcia para produgido de porta-en-
xertos com compatibilidade com varieda-
des de castanheiro europeu. Este trabalho
tem como objetivo avaliar a suscetibilida-
de ao cancro, causado por C. parasitica, de
seis variedades de castanheiro europeu co-
mercializadas em Portugal.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Estacas das variedades ‘Baria’, ‘Colarinha’,
‘Tudia’, ‘Martainha’, ‘Longal’ e ‘Boaventu-
ra’, foram colhidas aleatoriamente de dife-
rentes arvores durante o Inverno (fase de
dorméncia dos gomos). Como controlos
de tolerancia foram utilizadas estacas das
espécies asiaticas Castanea mollissima e C.
crenata (Tabela 1). O diAmetro das estacas
foi semelhante em todas elas, sendo que o
numero utilizado para cada variedade/es-
pécie variou entre 8-20 (Tabela I).

Inoculagdo com

Cryphonectria parasitica

A estirpe de C. parasitica utilizada neste
trabalho, C0671 (MEAN 1047), pertence
ao grupo de compatibilidade vegetativa
EU-11, o mais comum em Portugal (Bra-
ganga et al., 2007). O micélio de C. para-
sitica foi cultivado em placas de Petri de 9
cm de didmetro, com 20 ml de meio Pota-
to Dextrose Agar (PDA) marca Difco em
camara de cultura (25 °C, no escuro) du-
rante sete dias.

Paraainoculagio foram feitos orificios
circulares nas estacas (5 mm de didmetro),
onde se colocaram posteriormente dis-
cos de igual dimensao, destacados de uma
cultura de C. parasitica em crescimento
ativo. As estacas inoculadas foram colo-
cadas em cAmaras de cultura individuais
com uma base de papel de filtro humede-
cida (Figura 1A). Como controlo negativo
foram utilizados discos de meio PDA sem
agente patogénico. Em cada estaca foram
efetuadas quatro inoculagdes.

As culturas foram mantidas no escuro, a
24 °C, durante 21 dias. O comprimento de
cada lesdao (mm) foi medido aos 10, 14, 17
e 21 dias ap6s a inoculagéo (dai). O calcu-
lo da taxa de progressao (TP) da lesao foi
feito de acordo com a seguinte férmula:
TP=((C1/DI)+(C2/DC1)+(C3/DC2)+(C4/
DC3))/N°medigdes totais (n=4), em que
Cl, C2, C3 e C4 sdo o comprimento da le-
sd0 10, 14, 17 e 21 dai, respetivamente. DI
corresponde aos dias até a primeira medi-
¢do apos inoculagio; DC1, DC2 e DC3 cor-
respondem aos dias apds a primeira, se-
gunda e terceira medigdo respectivamente.

Anélise Estatistica

Os resultados foram obtidos através do
calculo da média + desvio padrao (DP)
no caso do comprimento da lesdo. O nu-
mero (n) utilizado para cada variedade/
espécie variou entre 8-20 (Tabela 1). Para
comparar diferengas na progressdo da le-
sdo (mm/dia) entre as variedades testadas
e as espécies asidticas, foram efetuadas
andlises de variancia (ANOVA) e testes
de comparagdo multipla de Tukey, usan-
do o software GraphPad Prism 6 (La Jolla
California USA, www.graphpad.com). As
diferencas estatisticas (p <0.001) no com-
primento da lesdo e taxas de progressdo
de acordo com o teste Tukey sdo apresen-
tadas com letras diferentes.

Com o objetivo de verificar quéo forte
¢ a relacio entre as duas varidveis estuda-
das, foram avaliadas correlagdes de Pear-
son (r) com os valores p correspondentes
(0=0.05) entre o comprimento da lesdo
aos 21 dai e a progressao da lesdo, tam-
bém com o software Graph Path Prism 6.
Os valores r variam de -1 a 1, um coefi-
ciente de correlagdo proximo de zero indi-
ca que ndo hd relacio entre as duas varia-
veis, e quanto mais se aproximam de 1 ou
-1, mais forte é a correlagio.

RESULTADOS

A Figura 1B mostra a lesdo observada
21 dai em condig¢des controladas (tem-
peratura de 24°C no escuro). No final da
inoculagdo (21 dai), as variedades que
apresentaram lesdo com menor compri-
mento foram C. mollissima e C. crena-
ta (aproximadamente 20 mm), enquanto
as variedades ‘Baria’ e ‘Martainha’ apre-
sentaram o maior comprimento de lesdo
(aprox. 60 mm). As restantes varieda-
des apresentaram comprimentos inter-
médios, variando entre 40 e 50 mm. C.
mollissima apresentou diferencas signi-

TABELA 1. Desenho experimental do ensaio realizado
com estacas de diferentes gendtipos de castanheiro.

Baria 6} 4 20 7,18+1,31
Colarinha 38 4 12 7,51+128
Judia 8 4 12 747 +1,94
Martainha 3 4 12 7,73 1,45
Longal 8 4 12 7,83+1,57
Boaventura 3 4 12 9,18 £2,05
C. mollissima 2 4 8 842+1,28
C. crenata 3 4 12 843+1,15

TABELA 2. Correlag&o de Pearson (r) e valor p (a = 0.05)
entre o comprimento da lesdo aos 21 dias apds inocula-
Gao e a progressao da lesdo nas variedades ‘Baria, Cla-
rinha’, 'Judia’,‘Martainha', ‘Longal’ e ‘Boaventura’, e as es-
pécies Castanea mollissima e C. crenata.

Baria 0.8961 0.0001
Colarinha 0.7703 0.0034
Judia 0.6739 0.0230
Martainha 0.9751 0.0001
Longal 0.9885 0.0001
Boaventura 0.9355 0.0001
C. mollissima 0.9905 0.0001
C. crenata 0.9562 0.0001

FIGURA 1. (A) Inoculagédo de C. parasitica em estacas
de castanheiro. As setas indicam o ponto da inoculagédo
com discos de PDA colonizado com o fungo. (B) Les&o
causada por C. parasitica em estacas de castanheiro.

ficativas quando comparado com todas
as variedades estudadas, com exceg¢do
de C. crenata. No entanto, as variedades
‘Longal’ e ‘Judia’ ndo diferem estatistica-
mente de C. crenata (Figura 2A). A Fi-
gura 2B mostra a progressio dalesdo em
mm/dia, os valores relativos as varieda-
des variaram entre 5.99 e 8.00, enquanto
C. mollissima e C. crenata apresentaram
valores mais baixos de progressdo da le-
sdo (entre 2.78 e 3.47 mm/dia).

A Figura 3 mostra o comprimento da
lesdo observado em diferentes momen-
tos, nomeadamente aos 10, 14, 17 e 21 dai.
C. mollissima registou as lesdes mais pe-
quenas medidas em todos os tempos apds
a inoculagdo. As variedades com maior
comprimento da lesdo foram ‘Baria’ e
‘Martainha’, também nelas a lesdo aumen-
tou mais rapidamente ao longo do tempo
do ensaio.
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FIGURA 2. (A) Comprimento das lesdes (mm) observado em estacas de diferentes gendtipos de castanheiro 21
dias apds a inoculagdo com Cryphonectria parasitica. (B) Progresséo da lesdo em mm/dia observada em diferen-
tes gendtipos de castanheiro. Letras diferentes representam diferengas significativas (p <0.007), de acordo com o

teste de comparagdo multipla de Tukey.

Comprimento da lesdo (mm)
80
70 4
Barra 1: 10 dai
60 4 Barra 2: 14 dai
Barra 3: 17 dai
50 4 Barra 4: 21 dai
40
30

20 4

C. crenata Judia

C. mollissima

Longal

Colarinha Boaventura Baria Martainha

FIGURA 3. Comprimento das lesdes (mm) observado em estacas de diferentes gendtipos de castanheiro, aos
10, 14,17 e 21 dias apos a inoculagao (dai) com Cryphonectria parasitica.

A Tabela 2 mostra a correlacdo (coeficien-
te r) entre o comprimento da lesdo aos 21
dai (mm), com a progressao da lesdo (mm/
dia). O r apresenta o valor maximo na espé-
cie C. mollissima (0.99). As variedades ‘Ju-
dia’ e ‘Colarinha’ apresentaram valores de
rde 0.6-0.7, sendo que as restantes varieda-
des apresentaram valores superiores a 0.8.
Todas as correlagdes foram estatisticamen-
te significantes (p <0,05).

DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo estudar a
suscetibilidade de seis variedades Portu-
guesas de castanheiro & doenca causada
pelo fungo C. parasitica. Com esta primeira
abordagem de investigacdo, conseguimos
determinar que C. mollissima apresentou
menor comprimento da lesdo provocada
por C. parasitica com diferengas significa-
tivas quando comparadas com todas as va-
riedades estudadas. Os resultados obtidos
revelam que C. mollissima tem maior resis-
téncia ao agente patogénico do que as res-
tantes variedades analisadas. As duas espé-
cies asiaticas (C. crenata e C. mollissima) sao
consideradas resistentes a doenca da tinta e
ao cancro (Crandall et al., 1945; Anagnos-

takis, 1987) devido a co-evolugdo com os
patégenos (Anagnostakis, 1992). Por esta
razdo, a criagdo de tolerdncia nos progra-
mas de melhoramento é baseada principal-
mente na genética encontrada nas espécies
asiaticas (Rigling e Prospero, 2017).

As variedades Longal’ e ‘Judia’ reve-
laram ser estatisticamente semelhantes a
C. crenata. Estes resultados sugerem que
estas variedades tém uma menor susceti-
bilidade a C. parasitica, em comparagio
com as restantes variedades (‘Baria’, ‘Co-
larinha’, ‘Martainha’ e ‘Boaventura’). Po-
demos sugerir com os resultados obtidos
neste trabalho que a variedade ‘Longal’ re-
velou ser a mais tolerante, por apresentar
a menor progressao da lesdo. Ao contrario
da variedade ‘Longal’, as variedades mais
suscetiveis foram ‘Baria’ e ‘Martainha’ que
apresentaram lesdes maiores, juntamente
com uma progressdo maior da lesdo ob-
servada ao longo do tempo do ensaio.

Para a maioria das variedades (‘Baria’,
‘Martainha’, ‘Longal’ e ‘Boaventura’), veri-
ficou-se uma forte correlacio entre as va-
riaveis comprimento da lesdo e a taxa de
progressao. A correlagao foi positiva, con-
forme uma variavel aumenta, a outra va-

riavel também aumenta. Depois da espécie
C. mollissima (valor r=0.99), a varieda-
de ‘Longal’ revelou o valor r mais elevado
(0.98), o que significa que ambas variaveis
estudadas (comprimento da lesdo e a taxa
de progressdo da lesdo) estio mais forte-
mente correlacionadas no caso da referida
variedade (‘Longal’).

O conhecimento do comportamento
das variedades portuguesas de castanheiro
ao cancro do castanheiro, uma das princi-
pais ameacas dos soutos em Portugal, sera
uma mais-valia para promover a utilizacdo
preferencial de variedades mais tolerantes
em campo.

CONCLUSAO

Podemos concluir que das variedades es-
tudadas, a ‘Longal’ e Judia’ apresentaram
maior tolerancia a C. parasitica, sendo a
progressdo da lesdo semelhante a observa-
da nas espécies asidticas tolerantes. Mais
estudos devem ser realizados, utilizando
uma maior diversidade de estirpes de C.
parasitica para determinar a real toleran-
cia a este agente patogénico nas variedades
portuguesas de castanheiro.
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