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RESUMO

7

A nogueira-macadamia pertence a familia Proteaceae e é origindria da
Australia. Sua noz € considerada a mais saborosa entre as nozes comercializadas.
No Brasil, nos ultimos anos, ha uma expansédo da macadamicultura e de seu plantio
em cafezais. Além da sua consorciacdo com o cafeeiro, a macadamia é uma opc¢ao
de plantio em consorcio com outras culturas de ciclo curto e alternativa para o plantio
em novas areas. Embora haja um aumento da area plantada de macadamia, as
informacBes sobre danos causados por nematoides nessa cultura sdo escassas.
Principalmente, aos nematoides-das-galhas, onde com frequéncia, as populacdes
desses patdgenos sdo altas em areas cultivadas com café. No Brasil, a producao de
mudas de macadamia se da quase que exclusivamente pelo método de enxertia,
tendo como principal porta-enxerto a variedade 10-14 (Aloha). Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar a resisténcia da variedade 10-14 (Aloha) e das cultivares HAES-
344, HAES-660, HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 e IAC 4-20 a Meloidogyne incognita
raca 2, M. paranaensis, M. exigua, M. enterolobii e M. javanica, além de estudar o
ciclo de vida dos nematoides-das-galhas na variedade 10-14 (Aloha) por ser a mais
utilizada como porta-enxerto na producao de mudas. O substrato de cada parcela foi
infestado com aproximadamente 5.000 ovos e eventuais juvenis dos nematoides
estudados, separadamente, provenientes de populagbes puras, processadas
segundo o método proposto por Hussey e Barker. Tomateiros ‘Rutgers’ foram
utilizados como padrdo de viabilidade do inoculo de M. incognita ragca 2, de M.
enterolobii e de M. javanica, plantas de café ‘Mundo Novo' foram utilizadas para
atestar a viabilidade de M. paranaensis e M. exigua. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente ao acaso, com cinco repeticdes. As avaliacoes foram feitas
aos 120 dias apos a inoculacdo. Os indices de galhas (IG) e indices de massas de
ovos (IMO) foram obtidos de acordo com a escala de notas proposta por Taylor e
Sasser. Para a obtencao do fator de reproducéo (FR=PF/PI), os sistemas radiculares
foram processados separadamente de acordo com o método de Coolen e D’Herde.
Os experimentos para a avaliacéo do ciclo de vida das espécies de Meloidogyne foram
montados em camaras incubadoras (BOD) sob temperatura e fotoperiodo
controlados. As plantulas de macadamia, apos a germinacéo, foram transplantadas

para copos de 210 mL com substrato autoclavado. Para a obtencdo do juvenil de



segundo estagio (J2), os nematoides foram processados separadamente de acordo
com a técnica proposta por Hussey e Barker, em seguida, as suspensfes de cada
espécie do nematoide foram colocadas em aparatos de Baermanns modificados para
recipiente raso. Cinco dias ap0s o transplante, cada plantula foi inoculada com 300
(J2) de M. incognita, M. paranaensis, M. exigua, M. enterolobii ou M. javanica. As
avaliacbes foram aos 5, 15, 25 e 35 dias apds a inoculagdo (DAIl). Os sistemas
radiculares das plantas foram lavados e coloridos com fucsina acida para a
classificacdo dos estadios de desenvolvimento do nematoide. Os resultados
mostraram que todas as cultivares e a variedade 10-14 (Aloha) de macadamia foram
resistentes aos nematoides estudados, demostrando a resisténcia. Os nematoides
nao completaram o ciclo de vida na variedade 10-14 (Aloha), podendo ser utilizada

como porta-enxerto na producdo de mudas.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita. M. paranaensis. M. exigua. M. enterolobii.
M. javanica. Ciclo de vida.



ABSTRACT

The macadamia nut belongs to the Proteaceae family, is originally from Australia, and
is considered one of the most flavorful nuts in the market. In Brazil, macadamia nuts
have been increasingly planted alongside coffee. In addition to its consortium with this
crop, macadamia can also be planted alongside other short cycle cultures, and is also
an alternative to planting in new areas. Although an increase in planted macadamia
areas has been observed, information on nematode damage to this crop is scarce,
mainly regarding root-knot nematodes, which are frequently observed in high
populations in coffee crop areas. In Brazil, the production of macadamia seedlings
occurs almost exclusively by the grafting method, with the 10-14 (Aloha) variety as the
rootstock. In this context, the aim of this research was to evaluate the resistance of
macadamia variety 10-14 (Aloha) and macadamia cultivars, HAES-344, HAES-660,
HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 and IAC 4-20 to Meloidogyne incognita race 2, M.
paranaensis, M. exigua, M. enterolobii and M. javanica, and to study the life cycle of
root-knot nematodes in the variety 10-14 (Aloha), as it is the most frequent rootstock
for seedling production. The substrate of each plot was infested with approximately
5,000 nematode eggs, separately, from pure populations processed according to the
Hussey and Barker method. 'Rutgers' tomatoes were used as the viability standard for
the M. incognita race 2, M. enterolobii and M. javanica inocula. 'Mundo Novo' coffee
plants were used to confirm M. paranaensis and M. exigua viability. The experimental
design was completely randomized, with five replications and the evaluations were
carried out at 120 days after inoculation. The Gall index (Gl) and egg mass index (EMI)
were obtained according to the scale proposed by Taylor and Sasser. To calculate the
reproduction factor (RF = PF/PI), the root systems were processed separately
according to the Coolen and D'Herde method. The experiments carried out for the
Meloidogyne species life cycle evaluation were mounted in incubators (BOD) under
controlled temperature and photoperiod. After germination, Macadamia seedlings
were transplanted into 210 mL bowls with autoclaved substrate. To obtain the juvenile
second stage (J2), the nematodes were processed separately according to the
technique proposed by Hussey and Barker. Suspensions of each nematode species
were placed in a Baermanns apparatus, modified to a shallow container. Five days
after transplantation, each seedling was inoculated with 300 (J2) M. incognita, M.



paranaensis, M. exigua, M. enterolobii or M. javanica. Evaluations were carried out at
5, 15, 25 and 35 days post-inoculation (DPI). The plant root systems were washed and
stained with acid fuchsin for nematode development stage classification. The results
indicate that all macadamia cultivars and variety 10-14 (Aloha) were resistant to the
studied nematodes, demonstrating resistance. The nematodes did not complete their
life cycle on the 10-14 (Aloha) variety, indicating that it may be used as the rootstock

for seedlings.

Keywords: Meloidogyne incognita. M. paranaensis. M. exigua. M. enterolobii. M.
javanica. Life cycle.
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INTRODUCAO GERAL

A nogueira-macadamia é uma frutifera nativa das florestas subtropicais
australianas e pertence a familia botanica Proteaceae (DIERBERGER; NETTO,
1985). Sdo conhecidas mais de 10 espécies, dessas, as Unicas que produzem frutos
comestiveis sdo Macadamia integrifolia Maiden e Betche e a Macadamia tetraphylla
L. Johnson (SILVA; CANTUARIAS-AVILES, 2010). A M. integrifolia é a mais cultivada
no mundo, devido a qualidade de suas nozes (SACRAMENTO et al., 2009).

Essa cultura destaca-se no mercado internacional por meio da sua aceitacao
entre os consumidores devido ao sabor e potencial econdmico. Também possui
caracteristicas nutricionais que favorecem boa saude, longevidade e reducdo de
doencas degenerativas. Dentre as nozes conhecidas, a macadamia é a mais rica em
6leo de alta qualidade nutricional (SILVA; CANTUARIAS-AVILES, 2010). Além do
consumo in natura, a macadamia € amplamente empregada na industria com a
extragdo do Oleo, utilizado na fabricagdo de cosméticos e industria farmacéutica
(PIMENTEL, 2007).

Os principais paises produtores sdo Australia, Hawaii (EUA), Africa do Sul,
Quénia, Malawi, Guatemala, Brasil, Costa Rica e Zimbabue. O alto valor de mercado
das améndoas e a necessidade de diversificar a agricultura levaram ao aumento da
producdo em alguns paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos (NAGAO, 2011).

As primeiras plantas de noz macadamia cultivadas no Brasil foram em Limeira
—SP, na fazenda Citra, em 1931. O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) iniciou
os estudos com essa cultura no pais, desenvolvendo bases tecnoldgicas para dar
suporte a producdo comercial, que se iniciou na década de 1980. Porém, o impulso
comercial se deu a partir da década de 1990 (DIERBERGER; NETTO, 1985;
PIMENTEL, 2007). Em 2012, o Brasil foi o 7° maior produtor de macadamia,
responsavel pela producdo de 3% no mercado mundial (PIZA; MORIYA, 2014).
Mesmo que sua participacdo ainda seja pequena no mercado internacional, o pais
possui potencial climatico para a expanséo dessa cultura (SCHNEIDER et al., 2012).

Nos ultimos anos, a nogueira-macadamia tem sido considerada uma alternativa
de investimento e diversificacdo de renda em propriedades rurais, mediante a
crescente demanda do mercado externo e a consolidacdo das processadoras e
exportadoras brasileiras nesta atividade comercial (SILVA; CANTUARIAS-AVILES,
2010). Porém, uma das dificuldades para a consolidacdo dessa cultura € o
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investimento a longo prazo, com um elevado periodo para a obtencdo de retorno
financeiro.

Com isso, uma das alternativas € a sua consorciacdo com culturas intercalares
para amortizacéo dos custos (DIERBERGER; NETTO, 1985). A consorciacdo com a
cultura do café é uma pratica que esta sendo amplamente utilizada, principalmente,
no estado de Sao Paulo e no sul de Minas Gerais, trazendo retornos significativos
para as duas culturas (SACRAMENTO et al., 2009). Em estudo realizado no estado
de Séo Paulo, observou-se que a intercalacdo da macadamia com o café Arabica,
junto com irrigacao, proporcionou o maior crescimento da arvore de macadamia e um
aumento na producdo das duas culturas (PERDONA; SORATTO, 2015), o que
favoreceu uma maior rentabilidade e mais rapido retorno do investimento, tornando-
se uma opcao viavel (PERDONA et al., 2015).

No entanto, um dos maiores problemas fitossanitarios para a cultura do café é
a sua suscetibilidade aos nematoides. Diversos géneros e espécies desse patdgeno
sdo associados com café em varios paises pelo mundo, incluindo nematoides muito
prejudiciais, causando grandes perdas para os cafeicultores (CAMPOS; VILLAIN,
2005). Os nematoides do género Meloidogyne Goeldi 1892 sdo os mais comuns e
mais danosos ao cafeeiro. As espécies mais nocivas para essa cultura sdo: M.
incognita, M. paranaensis e M. exigua pelos danos que causam e pela ampla
disseminacdo em areas produtoras dessa cultura (SALGADO; CAMPOQOS, 2010).

Meloidogyne exigua ocorre em todos 0s principais paises produtores de café
da América do Sul e Central (CAMPOS; VILLAIN, 2005). Em trabalho realizado no Rio
de Janeiro observou-se que em campo com alta infestacdo de M. exigua houve
reducdo drastica no desenvolvimento vegetativo e na produtividade de todas as
cultivares de café avaliadas (BARBOSA et al., 2010). Em levantamento realizado em
Minas Gerais, foi detectada a presenca de M. paranaensis em 100% das amostras
coletadas em Alpindpolis e Coqueiral, M. exigua ocorreu em 92,95% do total de
amostras coletadas na regido sul do estado, importantes municipios produtores de
café na regido sul de Minas Gerais (SALGADO et al., 2015).

Meloidogyne paranaensis e M. incognita sdo as espécies mais danosas aos
cafeeiros, podendo levar os cafezais a morte (SALGADO; CAMPOS, 2010). Embora
M. incognita ocorra em muitas areas de cultivo de café ao redor do mundo, foi no Brasil
onde seus efeitos nas plantacbes de café se tornaram catastroficos (CAMPOS;
VILLAIN, 2005).
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Na implantagdo do pomar de macadamia, outras opg¢des de consorcio podem
ser inseridas. Na Bahia e no Espirito Santo, por exemplo, a maioria dos pomares foi
plantado em consorcio com o mamoeiro (SACRAMENTO et al., 2009). O feijao,
olericolas de maneira geral e outras culturas, de preferéncia que tenham ciclo curto e
gue tolerem bom sombreamento, sdo opc¢des para a intercalacdo com a cultura da
macadamia. Além da opcédo consorciada, a macadamia pode ser uma alternativa de
investimento em areas ja saturadas com outras plantacdes ou com culturas com baixo
retorno financeiro.

Dessa forma, é essencial considerar que quando a macadamia for consociada
com outra cultura, € necessario observar as espécies de Meloidogyne, pois essas sédo
relevantes para culturas de importancia agricola, como M. enterolobii e M. javanica.

A espécie M. enterolobii € de grande importancia, devido a sua alta
agressividade, apresenta viruléncia contra varias fontes de resisténcia aos
nematoides-das-galhas e possui um alto potencial reprodutivo, comparada com outras
espécies de Meloidogyne (KIEWNICK et al.,, 2009). No Brasil, M. enterolobii foi
detectada dizimando pomares de goiabeira, em 2001, nos estados de Pernambuco e
Bahia (CARNEIRO et al., 2001). Na China, foi observada a presenca de M. enterolobii
em plantas de pimenta que apresentavam folhas amareladas e crescimento retardado
(WANG et al., 2015). M. javanica € outra espécie prejudicial as culturas de importancia
agricola como soja (FORTI et al., 2015), batata (SCHAFER et al. 2017) e cana-de-
acUcar (BELLE et al., 2017).

O primeiro relato de nematoide parasitando macadamia foi no estado de S&o
Paulo, em 2010, quando detectou-se Pratylenchus brachyurus em plantas dessa
nogueira (BONFIM Jr et al., 2012). No entanto, estudos sobre nematoide-das-galhas
em macadamia séo limitados.

Diante da importancia desse patdégeno para a agricultura mundial, bem como a
expansdo da macadamicultura, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a resisténcia de
variedade e cultivares de macadamia a M. incognita raca 2, M. paranaensis, M. exigua,
M. enterolobii e M. javanica, como também, estudar o ciclo de vida de todas essas
espécies de Meloidogyne na variedade 10-14 (Aloha), que é a mais utilizada como
porta-enxerto na producdo de muda no Brasil.

Para isso, a tese sera apresentada em dois capitulos. O capitulo 1 “Resisténcia
de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia Maiden e Betche) a Meloidogyne

incognita raca 2, Meloidogyne paranaensis e a Meloidogyne exigua” foi redigido
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conforme normas da Revista Nematology, e objetivou analisar os nematoides de
importancia para a cultura do cafeeiro, considerando a possibilidade de consorciagao
com a nogueira-macadamia. O capitulo 2, “Resisténcia de nogueira-macadamia
(Macadamia integrifolia Maiden e Betche) a Meloidogyne enterolobii e a Meloidogyne
javanica” foi redigido de acordo com as normas da Revista Phytoparasitica, evidenciou
o cultivo da nogueira consorciada com outras culturas e podendo também ser fonte
de investimentos em novas areas, para tal, estudaram-se os nematoides Meloidogyne

enterolobii e Meloidogyne javanica.
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CAPITULO 1 - Resisténcia de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia
Maiden e Betche) a Meloidogyne incognita raca 2, Meloidogyne paranaensis e a
Meloidogyne exigua

(Artigo redigido conforme normas da Revista Nematology)
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Resisténcia de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia Maiden e Betche) a

Meloidogyne incognita raca 2, Meloidogyne paranaensis e a Meloidogyne exigua

Resumo

A nogueira-macadamia produz nozes de alta qualidade, muitas regibes do Brasil
apresentam condi¢gOes ideais para o seu cultivo. Visando um retorno financeiro
durante os primeiros anos da cultura, a nogueira-macadamia tem sido consorciada
com a cultura do café. Algumas espécies de Meloidogyne sé@o agressivas ao cafeeiro,
contudo, informacdes sobre o parasitismo desses nematoides na macadamia sao
escassas. O objetivo do trabalho foi avaliar a reacdo da variedade 10-14 (Aloha) e de
cultivares de macadamia, HAES-344, HAES-660, HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 e
IAC 4-20 a M. incognita raca 2, M. paranaensis e M. exigua e analisar o ciclo de vida
desses nematoides na variedade 10-14 (Aloha). Para o ensaio de resisténcia em casa
de vegetacédo, o substrato de cada planta foi infestado com 5.000 ovos e eventuais
juvenis de cada espécie de Meloidogyne. As avaliagGes foram feitas aos 120 dias apds
a inoculagcdo. Tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizados como padréo de viabilidade do
in6culo de M. incognita e plantas de cafeeiro ‘Mundo Novo’ foram utilizadas para
atestar a viabilidade de M. paranaensis e de M. exigua. As variaveis analisadas foram:
indices de galhas (IG), indices de massas de ovos (IMO) e fator de reproducéo (FR).
Para o ciclo biolégico das espécies de Meloidogyne em 10-14 (Aloha), a variedade foi
infestada com aproximadamente 300 juvenis de cada espécie. As avaliacbes foram
feitas aos 5, 15, 25 e 35 dias ap0s a inoculacdo. A variedade 10-14 (Aloha) e todas as
cultivares estudadas foram resistentes as espécies de nematoides. O ciclo bioldgico
dos nematoides ndo se completou em 10-14 (Aloha), mesmo aos 35 dias apos a

inoculacao.

Palavras-chaves: Macadamia integrifolia, M. incognita, M. parananensis, M. exigua,

cafeeiro.
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Abstract

The macadamia tree produces high quality nuts, and many Brazilian regions present
ideal conditions for their cultivation. Aiming for financial returns during the first years of
cultivation, macadamia walnuts have been grown as a consortium with coffee crops.
Some Meloidogyne species are aggressive to coffee trees, although, information about
the parasitism of these nematodes in macadamia nuts is scarce. In this context, the
aim of this study was to evaluate the reaction of macadamia variety 10-14 (Aloha) and
macadamia cultivars HAES-344, HAES-660, HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 and IAC
4-20 to M. incognita race 2, M. paranaensis and M. exigua and to analyze the life cycle
of these nematodes in the cultivar 10-14 (Aloha). For the resistance test, plants were
infested with 5,000 eggs and the occasional juvenile of each Meloidogyne species.
Evaluations were carried out at 120 days after inoculation. 'Rutgers' tomatoes were
used as the viability standard for the M. incognita inoculum, and ‘Mundo Novo' coffee
plants were used to attest M. paranaensis and M. exigua viability. The analyzed
variables were the Gall index (Gl), egg mass index (EMI) and reproduction factor (RF).
To evaluate the biological cycle of the Meloidogyne species in the 10-14 (Aloha), this
variety was infested with approximately 300 juveniles of each species. Evaluations
were carried out at 5, 15, 25 and 35 days post-inoculation. All studied cultivars and
variety were resistant to the evaluated nematode species. The nematode biological
cycle was not completed in the 10-14 (Aloha) variety, even at 35 days post-inoculation.

Keywords: Macadamia integrifolia, M. incognita, M. parananensis, M. exigua,

cafeeiro.
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1.1 Introducéo

A nogueira-macadamia produz nozes de alta qualidade com potencial de
mercado. Pertence a familia Proteaceae e € originaria da Australia (Dierberger &
Netto, 1985). Diferentes espécies ocorrem naturalmente nas florestas tropicais
australianas. As variedades importantes comercialmente sdo Macadamia integrifolia
Maiden & Betche e Macadamia tetraphylla L. Johnson, por possuirem nozes
comestiveis. Algumas areas de producao ocorrem, principalmente, na Australia, nos
EUA (Hawaii & California) e na Africa do Sul. Existem também outras areas em
expansdo no Quénia, Malawi, Guatemala, Brasil, Costa Rica e Zimbabue (Nagao,
2011; Walton & Wallace, 2010).

No Brasil, o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em 1940, iniciou 0s
estudos de melhoramento genético para a adaptabilidade da macadamia as condi¢des
climaticas e lancou as cultivares que atualmente séo plantadas no pais. Porém, o
cultivo de macadamia s6 expandiu no Brasil, a partir do inicio da década de 1990 (Piza
& Moriya, 2014; Perdona et al., 2012). Estudo agrocliméatico realizado no pais mostrou
gue os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo, e as regifes: do sul de
Minas Gerais, leste de Mato Grosso do Sul e oeste do Parana apresentam condicdes
ideais para a expansao dessa cultura (Schneider et al., 2012).

A nogueira-macadamia pode ser consorciada com outra cultura visando um
retorno financeiro durante os primeiros anos até o estabelecimento das plantas
(Dierberger & Netto, 1985). Sobretudo com a cultura do café, pois h4 uma expanséao
dessa consorciacao no estado de Séo Paulo, onde resultados de pesquisa apontam
gue a produtividade da nogueira-macadamia aumentou em 51% com esse método de

cultivo em relag&o ao cultivo solteiro (Perdona & Soratto, 2015).

Experimento realizado em Dois Coérregos, Sao Paulo, durante 8 anos,
constatou que o uso da irrigacdo e a consorciacdo de cafeeiro com macadamia
aumentou o rendimento das duas culturas e reduziu o periodo de recuperacdo do
investimento da nogueira, ja que aumentou a eficiéncia do uso da terra em cinco vezes
(Perdonéa et al., 2015). Isso ocorre porque, em consorcio com o cafeeiro, a macadamia
€ beneficiada pelas condi¢cdes do sombreamento do café no solo e pela fertilidade
proporcionada pela adubacdo do cafezal, implicando em maior exploracdo e

desenvolvimento do sistema radicular da macadamia (Perdond et al., 2012).
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Os nematoides do género Meloidogyne Goeldi 1892, sdo prejudiciais e
agressivos a cultura do café. No Brasil, as principais espécies sdo: M. exigua, M.
incognita e M. parananensis devido aos danos causados e pela sua alta disseminacao
em quase todos os estados produtores de café (Salgado & Campos, 2010). Os
prejuizos que esses nematoides causam aos cafezais sdo tdo sérios que, uma vez
detectada a presenca de M. incognita ou M. paranaensis nas raizes da planta a
recomendacdo é a erradicacdo das plantas doentes que ocorrem nas reboleiras
(Zambolim, 2015). Em levantamento recente, em trés municipios no sul de Minas
Gerais, foram detectadas mistura de populacdes de M. exigua, M. incognita e M.
paranaensis em 4,4% das amostras de café. Meloidogyne exigua foi a espécie mais
predominante e ocorreu na maioria dos municipios (Santos et al., 2017).

O primeiro relato de nematoide em macadamia no Brasil foi em 2010, no estado
de Sao Paulo, quando detectou-se a presenca de Pratylenhus brachyurus parasitando
plantas de macadamia (Bonfim Jr et al., 2012). Porém, até entdo, ndo ha estudos de
resisténcia e suscetibilidade de M. incognita raga 2, M. exigua e M. parananensis em
macadamia. Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar a reacdo da variedade 10-
14 (Aloha) e de seis cultivares de macadamia a essas trés espécies de Meloidogyne
e analisar o ciclo de vida desses nematoides na variedade 10-14 (Aloha), por ser a

utilizada como porta-enxerto.

1.2 Material e Métodos

Resisténcia de nogueira-macadamia a Meloidogyne incognita raca 2, M.

paranaensis e M. exigua

O experimento foi instalado em casa de vegetagcdo do Departamento de
Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas, FCA/UNESP, Campus de
Botucatu-SP.

Foram avaliadas a variedade 10-14 (Aloha) e seis cultivares de macadamia,
HAES-344, HAES-660, HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 e IAC 4-20, a M. incognita
raca 2, M. paranaensis e M. exigua. Para a testemunha foram utilizadas mudas de
tomateiros ‘Rutgers’ para M. incognita e mudas de café ‘Mundo Novo' para M.
paranaensis e M. exigua.

As sementes de macadamia foram colocadas para a germinagcdo em bandeja

de madeira contendo areia autoclavada. Apds a germinacdo, as plantulas de
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macadamia foram transplantadas para vasos contendo 2L de substrato autoclavado,
composto por solo, areia e matéria organica (1:2:1).

Populac¢des puras de M. incognita foram obtidas de raizes de cafeeiro coletadas
no municipio de Osvaldo Cruz, SP. As fémeas foram identificadas através do padrao
perineal, posteriormente, os nematoides foram confirmados através de andlise
molecular e inoculados em plantas de tomateiros ‘Rutgers’ mantidos em casa de
vegetacdo. Os indculos de M. paranaensis e M. exigua foram obtidos de raizes de
cafeeiro ‘Mundo Novo’, confirmados com analise molecular, cedidas pela Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG).

Os sistemas radiculares infectados com cada uma das espécies de nematoides
avaliadas foram processados separadamente conforme a metodologia proposta por
Hussey e Barker (1973), que consiste na trituracdo das raizes infectadas em
liquidificador com solugéo de hipoclorito de sédio, seguida de peneiramento. Os ovos
e os eventuais juvenis foram contados em lamina de Peters, sob microscépio de luz.

O substrato de cada planta de macadamia foi inoculado com 5.000 ovos e
eventuais juvenis de M. incognita, ou M. paranaensis ou M. exigua. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, sendo cada parcela
constituida por uma planta por vaso. Tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizados como
padrao de viabilidade do in6culo de M. incognita e plantas de café ‘Mundo Novo’ foram
utilizadas para atestar a viabilidade de M. paranaensis e M. exigua. Os tomateiros
foram avaliados aos 60 dias, em virtude do ciclo curto da cultura.

Quatro meses apos a inoculacao, o sistema radicular de cada planta foi lavado
em agua corrente e submetido a coloracdo com Floxina B para a obtencao dos indices
de galhas (IG) e indices de massas de ovos (IMO) de acordo com a escala de notas
proposta por Taylor e Sasser (1978), em que: nota 0 = sem galhas ou massas de ovos;
nota 1 = 1 a 2 galhas ou massas de ovos; nota 2 = 3 a 10 galhas ou massas de ovos;
nota 3 = 11 a 30 galhas ou massas de ovos; nota 4 = 31 a 100 galhas ou massas de
ovos e nota 5 = mais de 100 galhas ou massas de ovos por raiz.

Para a extracdo dos ovos de cada planta, os sistemas radiculares foram
processados separadamente utilizando o método de Coolen e D’'Herde (1972). O
numero total de ovos por sistema radicular foi quantificado com o auxilio de um
microscopio de luz e de laminas de Peters. O fator de reproducdo foi calculado através
da formula FR = PF / PI, onde PF = populacéo final do nematoide e Pl= populacdo

inicial do nematoide (Pl= 5.000 ovos). As plantas com FR < 1 foram consideradas
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resistentes e FR = 1 suscetiveis (Oostenbrink 1966). Para maior confiabilidade dos
dados, os experimentos foram conduzidos duas vezes, exceto para M. exigua, devido

a auséncia de in6culo para a execucao do segundo experimento.

Ciclo de vida de Meloidogyne incognita, M. paranaensis e M. exigua em
nogueira-macadamia 10-14 (Aloha)

Os experimentos foram desenvolvidos em camaras incubadoras (BOD) do
laboratério de Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas na Universidade Estadual Paulista - Jalio de
Mesquita Filho, Botucatu-SP.

A populacéo pura de M. incognita utilizada para a montagem do experimento
foi obtida a partir de plantas de tomateiros mantidas em casa de vegetacao. A espécie
M. paranaensis foi cedida pela EPAMIG para a montagem do experimento de
resisténcia, mencionado acima e, posteriormente, foi mantida em plantas de café
‘Mundo Novo’ para a montagem desse experimento. O indculo de M. exigua, mantido
em planta de café cv. Mundo Novo, foi cedido pelo Instituto Biolégico (IB).

Para a obtencéo das plantulas da variedade 10-14 (Aloha), utilizada por ser a
mais empregada como porta-enxerto na producdo de mudas, as sementes foram
postas para germinar em bandejas de madeira com areia autoclavada. ApGs a
germinacao, as plantulas foram transplantadas para copos plasticos de 210 mL com
substrato composto por solo, areia e matéria organica na propor¢ao (1:1:1),
previamente autoclavado.

Para a obtenc¢do dos juvenis de segundo estagio (J2) utilizados nas montagens
dos experimentos, os nematoides foram processados separadamente de acordo com
a técnica proposta por Hussey e Barker (1973). Em seguida, as suspensfes de cada
espécie do nematoide foram colocadas em aparatos de Baermanns modificados para
recipientes rasos conforme Southey (1986). Cinco dias apds o transplante, cada
plantula foi inoculada com cerca de 300 (J2) de M. incognita, ou M. paranaensis ou M.
exigua. As plantulas foram mantidas em camaras incubadoras na temperatura de 26
°C e fotoperiodo de 12 horas.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticbes e cada parcela constituida, por uma planta por copo.

Tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizados como testemunha para M. incognita. Plantulas
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de café ‘Mundo Novo' foram utilizadas para confirmarem viabilidade de M.

paranaensis e M. exigua.

Aos 5, 15, 25 e 35 dias apds a inoculacao (DAI), as avaliacbes foram feitas.
Para cada experimento foram coletadas aleatoriamente quatro plantas do tratamento
e guatro da testemunha. Os sistemas radiculares das plantas foram lavados com
cuidado sob &gua corrente, colocados em papel absorvente para a retirada do
excesso de 4gua e submetidos a coloracdo com fucsina acida e lactoglicerol (em
substituicdo ao lactofenol) (McBeth et al. 1941 apud Daykin e Hussey 1985). Apds a
coloracdo, os sistemas radiculares foram dissecados em lupa para a contagem e
classificacdo dos estadios de desenvolvimento do nematoide segundo Triantaphyllou
e Hirschmann (1960): (J2a) — juvenil infectivo de segundo estégio que nédo induziu as
células de alimentacéo; (J2b) — juvenil parasitico de segundo estagio que induziu a
célula de alimentacéo; (J3) — juvenil de terceiro estagio que se formou apds a segunda
ecdise e é desprovido do estilete; (J4) — juvenil de quarto estagio que se formou apos
a terceira ecdise e é desprovido de estilete, devido a semelhanga morfologica entre
os estagios (J3) e (J4), foi considerado (J3)/(J4); fémea sem ovos e fémea com ovos.

1.3 Resultados

Resisténcia de nogueira-macadamia a Meloidogyne incognita raga 2, M.

paranaensis e M. exigua

As plantas de macadamia ndo permitiram a multiplicacdo de M. incognita, M.
paranaensis e M. exigua, comprovando resisténcia a essas espécies (Tabelas 1, 2 e
3).

Os indices de galhas (IG) na variedade e nas cultivares de macadamia
inoculadas com M. incognita foi 0,4 para 10-14 (Aloha) e zero para as cultivares. Os
indices de massas de ovos (IMO) e o fator de reproducéo (FR) foram zero e menor
gue 1 na variedade e cultivares estudadas. A viabilidade do inéculo foi confirmada,

nos dois experimentos, com FR=16,2 e 10,6, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), fator de reproducio
(FR) e reacéo (R) de Meloidogyne incognita raca 2 em dois experimentos com variedade

e cultivares de macadamia

Experimento 1 Experimento 2
Cultivares IGZ IMO? FRP R° IG IMO FR R
Tomateiro 40 472 16,2 ¢ 46 4,2 10,6 S
10-14 (Aloha) 0,4 0,0 0,0 R 04 00 0,0 R
IAC 9-20 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
IAC 4- 20 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R
IAC 4-12B 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R
HAES 660 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 344 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 816 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R

a8Escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); notal (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota
2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de100 galhas/massa de ovo).’FR= Populacéo final (Pf)/
Populacéo inicial (Pi). °R= resistente (RF < 1,0); 9S= suscetivel (RF 2 1,0) (Oostenbrink, 1966).
Tomateiros ‘Rutgers’ padrao de suscetibilidade

Comportamento semelhante foi encontrado para a variedade e cultivares de
macadamia inoculadas com M. paranaensis. Os indices de galhas e de massas de
ovos foram iguais a zero para todas e o FR< 1 nos dois experimentos, mostrando a
consisténcia dos resultados. O FR do café ‘Mundo Novo’ usado como testemunha foi
maior que um nos dois experimentos, 4 e 3,5, respectivamente, comprovando a

viabilidade de M. paranaensis (Tabela 2).
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Tabela 2 indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), fator de reproducio
(FR) e reacao (R) de Meloidogyne paranaensis em dois experimentos com variedade e

cultivares de macadamia

Experimento 1 Experimento 2
Cultivares IGE IMO? FRP R° IG IMO FR R
Cafeeiro 2,4 3,2 4,0 Sd 20 36 3,5 S
10-14 (Aloha) 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R
IAC 9-20 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
IAC 4- 20 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R
IAC 4-12B 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R
HAES 660 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 344 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 816 0,0 0,0 0,0 R 0,0 0,0 0,0 R

a8escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); nota 1 (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota
2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de100 galhas/massa de ovo).’FR= Populacao final (Pf)/
Populacéo inicial (Pi). °R= resistente (RF < 1,0); 9S= suscetivel (RF = 1,0) (Oostenbrink, 1966).
Cafeeiro ‘Mundo Novo’ padréo de suscetibilidade

Para M. exigua, a variedade e as cultivares de macadamia apresentaram IG e
IMO zero, com FR<1. A viabilidade do in6culo foi confirmada através do cafeeiro
‘Mundo Novo’ com FR>1 (Tabela 3).
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Tabela 3 indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), fator de reproducio
(FR) e reacéo (R) de Meloidogyne exigua em experimento com variedade e cultivares de

macadamia

Experimento

Cultivares IGE  IMO® FR? R
Cafeeiro 2,0 2,0 3,0 s
10-14 (Aloha) 00 00 00 R
IAC 9-20 0,0 0,0 0,0 R
IAC 4- 20 0,0 0,0 0,0 R
IAC 4-12B 0,0 0,0 0,0 R
HAES 660 0,0 0,0 0,0 R
HAES 344 0,0 0,0 0,0 R
HAES 816 0,0 0,0 0,0 R

agscala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); nota 1 (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota
2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de100 galhas/massa de ovo)."FR= Populacao final (Pf)/
Populacéo inicial (Pi). °R= resistente (RF < 1,0); 9S= suscetivel (RF 2 1,0) (Oostenbrink, 1966).
Cafeeiro ‘Mundo Novo’ padrao de suscetibilidade

Ciclo de vida de Meloidogyne incognita raca 2, M. paranaensis e M. exigua em

nogueira-macadamia 10-14 (Aloha)

Em todos os experimentos avaliados foram observados que houve penetragcéo
de M. incognita raca 2, M. exigua e M. paranaensis na variedade 10-14 (Aloha).
Porém, nenhuma das espécies de Meloidogyne completou seu ciclo de vida na
macadamia aos 35 dias apoés a inoculacdo (DAI) (Figuras 1, 2 e 3).

Em todas as avaliacbes foram observadas juvenis de M. incognita em 10-14
(Aloha). Contudo, os juvenis que penetraram néo induziram o parasitismo (Figura 1

A). No tomateiro, aos 25 DAI, foi possivel observar fémeas com ovos (Figura 1 B).
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Figura 1 Numero de individuos de Meloidogyne incognita raca 2 em diferentes
estagios de desenvolvimento em macadamia 10-14 (Aloha) (A) e em tomateiro (B), a

26 °C, avaliados aos 5, 15, 25 e 35 dias ap0s a inoculagéo (DAI)
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N&o foram observados individuos de M. paranaensis nas raizes da macadamia
aos 5 DAI. No entanto, aos 15, 25 e 35 DAI foram verificados juvenis de segundo
estagio nas raizes, mesmo que em pequena quantidade (Figura 2 A). No cafeeiro, foi
constatada a presenca de fémeas com ovos e de individuos da segunda geracao aos
35 DAI (Figura 2 B).
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Figura 2 Numero de individuos de Meloidogyne paranaensis em diferentes estagios
de desenvolvimento em macadamia 10-14 Aloha (A) e em cafeeiro (B), a 26 °C,

avaliados aos 5, 15, 25 e 35 dias ap6és a inoculacéo (DAI)
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Em contrapartida, sé foi verificado M. exigua em macadamia apenas aos 25
DAI (Figura 3 A). Nas testemunhas, foram observadas fémeas sem ovos e fémeas

com ovos aos 25 e 35 DAI, respectivamente (Figura 3 B).

Figura 3 Numero de individuos de Meloidogyne exigua em diferentes estagios de
desenvolvimento em macadamia 10-14 (Aloha) (A) e em cafeeiro (B), a 26 °C,

avaliados aos 5, 15, 25 e 35 dias apds a inoculacao (DAI)
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1.4 Discussao

A consorciagdo da nogueira-macadamia com a cultura do café vem sendo
utilizada pelos produtores em muitas regioes cafeeiras e tem demonstrado beneficios
para as duas culturas (Pezzopane et al., 2010; Perdona et al., 2012; Perdona &
Soratto; Perdona et al.,, 2015). Apesar dessa consorciacdo e da expansdo da
macadamia, ndo ha estudos sobre a associacdo de nematoides-das-galhas nessa
cultura (El-Borai & Duncan 2005).

Meloidogyne incognita, M. paranaensis e M. exigua sao as espécies do género
Meloidogyne de maior importancia econémica para cultura do café no Brasil e estdo
distribuidas em quase todas as regides produtoras (Salgado & Campos, 2010).

M. incognita possui uma grande gama de hospedeiros, incluindo culturas de
importancia agricola, e esta disseminada em todo o mundo (Karssen & Moens, 2006).
A macadamia ndo permitiu a multiplicacdo de M. incognita raca 2, podendo ser
utiizada em areas infestadas com esse nematoide que ndo ira incrementar a
populacdo. Essa nogueira torna-se uma opcao para a consorciagdo com a cultura do
café em cafezal infestado com essa espécie de nematoide. Ela atuaria como planta
antagonista, ndo permitindo a reproducdo do nematoide, assim, diminuindo sua
populacdo. Além disso, o cultivo consorciado da nogueira-macadamia com o cafeeiro
arabica, sob irrigacdo, permite maior rentabilidade e mais rapido retorno do
investimento (Perdona et al., 2015).

A mesma tendéncia ocorreu para M. paranaensis, pois ndo houve a
multiplicacdo desse nematoide na variedade e nas cultivares de macadamia em
nenhum dos experimentos, com FR < 1, IG e IMO iguais a zero. As informacdes na
literatura acerca do FR dessas plantas de macadamia ndo existem, confirmando a
importancia desse trabalho. Visto que M. paranaensis representa uma grande ameaca
para a cafeicultura, em virtude da agressividade do seu parasitismo (Salgado &
Campos, 2010). Em consequéncia de sua alimentacdo, os tecidos localizados ao
redor das células gigantes morrem, podendo resultar em crescimento reduzido e,
muitas vezes, a morte da planta. No Brasil, grandes plantacdes de café foram
severamente prejudicadas por este nematoide (Carneiro et al., 1996). A variedade e
todas as cultivares avaliadas de macadamia podem ser plantadas intercaladas com o

cafeeiro em areas infestadas com M. paranaensis.
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A nao reproducao de M. exigua nas cultivares de nogueira-macadamia mostrou
que essas plantas também podem ser cultivadas em &reas infestadas com esse
nematoide, que é uma situagcdo comum em cafezais. No Brasil, a populacdo de M.
exigua reduziu drasticamente o desenvolvimento vegetativo e a produtividade de
todas as cultivares de café (Barbosa, et al., 2010). Meloidogyne exigua foi detectado
em 92,95% das amostras coletadas em lavouras de Coffea arabica de alguns
municipios produtores de café do sul de Minas Gerais (Salgado et al., 2015).

Os resultados obtidos demonstraram que a nogueira-macadamia € uma
alternativa de planta antagonista, para todas as espécies de nematoides estudadas,
pois nao ird favorecer a multiplicacdo dos nematoides, e sim diminuir essa populacgéo.
Ha outras culturas como crotaldaria e mucuna que reduzem drasticamente a populacéo
de nematoides e sdo usadas em areas com alta infestacdo desse patégeno. Porém,
essas nao possuem valor comercial para o produtor (Ferraz et al., 2012). Em
contrapartida, a macadamia agrega retorno financeiro para o produtor, ja que é uma
cultura de alto valor agregado.

Os estudos dos ciclos de vidas de M. incognita raga 2, M. paranaensis e M.
exigua em 10-14 (Aloha) complementaram os resultados obtidos no estudo de
resisténcia, uma vez que a metodologia utilizada é mais especifica, permitindo
observar o nematoide no interior do sistema radicular.

Constatou-se que 10-14 (Aloha) ndo permitiu a reproducao de M. incognita raca
2, M. paranaensis e M. exigua. Isso indica que essa variedade pode ser plantada em
areas infestadas com essas espécies, proporcionando uma diminuicdo nas
populacfes desses patdgenos.

Todas as espécies de nematoide penetraram em 10-14 (Aloha), mesmo que
em baixa quantidade. Isso pode ser relacionado a resposta de invasdo dos
nematoides-das-galhas, pois as plantas geralmente sdo capazes de reconhecer e
reagir ativando mecanismos de defesa. Estes incluem a producédo de radicais de
oxigénio toxicos e compostos de sinalizacdo sistémica, bem como a ativacao de genes
de defesa que levam a producéo de barreiras estruturais ou outras toxinas destinadas
a prejudicar o patégeno. Quando a resposta da planta é muito fraca ou muito tardia,
resultara em uma infeccdo bem-sucedida. Uma resposta de defesa rapida e forte
resultard em uma reacdao resistente (Gheysen & Jones 2006).

Resultados semelhantes foram encontrados para cultivar resistente de café

lapar 59, que apresentou baixa penetracdo de M. exigua, uma resposta de defesa a
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infeccdo e um desenvolvimento do J2 limitado, quando comparada com a cultivar
suscetivel. Os autores atribuem que a baixa penetracdo de J2 na cv. lapar 59 indica
a presenca de barreiras fisicas e/ ou quimicas na planta (Anthony et al., 2005). A baixa
penetragdo dos juvenis de Meloidogyne em 10-14 (Aloha) pode ser devido,
possivelmente, a mecanismos de resisténcia pré-infectivo.

Os juvenis de segundo estagio de Meloidogyne que penetraram em 10-14
(Aloha) ndo ultrapassaram do estagio J2b, diferente do observado nas testemunhas,
que, aos 25 DAI, j& haviam fémeas sem ovos, e no caso de M. incognita encontraram-
se fémeas com ovos nessa época de avaliagdo. A auséncia dos estagios J3/J4, fémea
sem ovos e de fémeas com ovos, indica que 0s juvenis que penetraram néo foram
capazes de formar o sitio de alimentacdo. Uma vez que, apos a penetracdo do J2 no
interior do sistema radicular, ele migra intercelularmente até a proximidade do tecido
vascular para iniciar o sitio de alimentacéo, que é o responséavel por fornecer os
nutrientes aos nematoides até a sua reproducéo (Abad et al., 2009).

Uma resposta de resisténcia semelhante foi observada com M. enterolobii
inoculado em maracujazeiro, em que os J2 penetraram em ‘FB200’, mas nao
induziram parasitismo (Costa et al., 2017), assim como em genotipos de arroz africano
resistente a M. graminicola (Cabasan et al., 2012). Em trabalho desenvolvido com
tomateiros suscetiveis e resistentes inoculados com M. incognita, observou-se que 0s
nematoides que penetraram no tomateiro suscetivel migraram para o cilindro vascular,
enquanto que, no tomateiro resistente, nenhum J2 foi observado entrando no cilindro
vascular, além de mostrarem-se desorientados (Potenza et al., 1996).

Atraveés dos resultados obtidos nesse estudo, observou-se que a variedade 10-
14 (Aloha) e todas as cultivares de macadamia foram resistentes a M. incognita raca
2, M. paranaensis e M. exigua. De acordo com os resultados dos experimentos do
ciclo de vida dos nematoides em 10-14 (Aloha) supfe-se que a macadamia possui
fatores de resisténcia pré-infectivo e pos-infectivo, ja que houve baixa penetracdo nas
raizes, e 0s juvenis que penetraram ndo induziram o parasitismo, nenhum nematoide

completou o seu ciclo de vida.
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1.5 Conclusao

A variedade de macadamia 10-14 (Aloha) e as cultivares HAES-344, HAES-
660, HAES 816, IAC 4-12B, IAC 9-20 e IAC 4-20 nao permitiram a multiplicacdo de M.
incognita raca 2, M. paranaensis e M. exigua, demostrando a resisténcia, podendo ser
utilizadas em areas infestadas com esses nematoides.

Meloidogyne incognita raga 2, M. paranaensis e M. exigua ndo completaram o

seu ciclo de vida em 10-14 (Aloha).
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CAPITULO 2 - Resisténcia de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia
Maiden e Betche) a Meloidogyne enterolobii e a Meloidogyne javanica

(Artigo redigido conforme normas da Revista Phytoparasitica)
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Resisténcia de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia Maiden e Betche) a
Meloidogyne enterolobii e a Meloidogyne javanica

Resumo

Os nematoides do género Meloidogyne sdo um dos principais patdégenos das culturas
economicamente cultivadas. Estudos sdo escassos sobre o parasitismo desses
patdgenos em nogueira-macadamia. O objetivo do trabalho foi avaliar a variedade 10-
14 (Aloha) e seis cultivares de macadamia HAES-344, HAES-660, HAES 816, IAC 4-
12B, IAC 9-20 e IAC 4-20, a Meloidogyne enterolobii e a M. javanica e estudar o ciclo
de vida dessas espécies na variedade 10-14 (Aloha), que, no Brasil, € a mais utilizada
como porta-enxerto. Para o experimento de reacdo, cada planta de macadamia foi
inoculada com aproximadamente 5.000 ovos e eventuais juvenis de cada espécie do
nematoide. Tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizados para atestar a viabilidade do inéculo.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As avaliacdes do indice de
galhas, indice de massas de ovos e fator de reproducdo do nematoide foram
realizadas aos 120 dias apos a inoculacdo. Para o estudo do ciclo de vida de M.
enterolobii e de M. javanica em 10-14 (Aloha), cada substrato foi infestado
separadamente com 300 juvenis da espécie do nematoide. O experimento foi
conduzido em camara BOD na temperatura de 26 °C. As avaliacdes foram realizadas
aos 5, 15, 25 e 35 dias apods a inoculacao (DAI). A variedade 10-14 (Aloha) e todas as
cultivares de macadamia estudadas foram resistentes a M. enterolobii e a M. javanica,
os tomateiros foram suscetiveis afirmando a viabilidade dos in6culos. N&o houve
descendente dos nematoides em 10-14 (Aloha), comprovando a sua resisténcia. Nos
tomateiros, aos 35 DAI tinham fémeas com ovos, comprovando a viabilidade dos

indculos.

Palavras-chave: Nematoide-das-galhas, Macadamia integrifolia, reacéo, ciclo de

vida.
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Abstract

Nematodes belonging to the Meloidogyne genus are one of the main pathogens of
economically cultivated crops. Studies are scarce on the parasitism of these pathogens
in macadamia walnuts. In this context, the aim of this study was to evaluate variety of
macadamia 10-14 (Aloha) and six macadamia cultivars, HAES-344, HAES-660, HAES
816, IAC 4-12B, IAC 9-20 and IAC 4-20 regarding resistance to Meloidogyne
enterolobii and M. javanica and to study the life cycle of these species in the 10-14
(Aloha). For the cultivar reaction experiment, each macadamia plant was inoculated
with approximately 5,000 eggs and some juveniles of each nematode species.
'Rutgers' tomatoes were used to certify the viability of the inocula. The experimental
design was completely randomized. The Gill index, egg mass index and nematode
reproduction factor were evaluated at 120 days after inoculation. The 10-14 (Aloha)
variety was infested with approximately 300 M. enterolobii and M. javanica juveniles to
study their life cycles in this variety. The experiment was conducted in BOD incubators
at 26 °C. Evaluations were performed at 5, 15, 25 and 35 days post-inoculation (DPI).
The 10-14 (Aloha) variety and all the evaluated macadamia cultivars were resistant to
M. enterolobii and M. javanica, and tomato plants were susceptible, confirming, inocula
viability. No nematode descendants were observed in the 10-14 (Aloha) variety, while

tomato plants at 35 (DPI) presented females with eggs, thus proving inocula viability.

Keywords: Root-knot nematodes, Macadamia integrifolia, reaction, life cycle
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2.1 Introducéao

Os nematoides do género Meloidogyne Goldi, 1892, conhecidos também como
nematoides-das-galhas, comp&em um dos grupos de fitopatdgenos mais importantes
no mundo, sdo polifagos, parasitas obrigatorios e altamente adaptados (Moens et al.
2009; Karssen e Moens 2006). Sao descritas mais de 90 espécies. Destas, M.
incognita, M. arenaria, M. javanica e M. hapla destacam-se pelo alto grau de polifagia
e ampla distribuicdo geogréfica no mundo (Moens et al. 2009).

Em paises tropicais, como no Brasil, M. enterolobii foi assinalada apresentando
importancia econémica pela sua agressividade e capacidade de parasitar genotipos
com resisténcia a outras espécies de nematoides-das-galhas (Carneiro et al. 2001;
Kiewnick et al. 2009; Castagnose-Sereno 2012). Além de ter sido detectada em paises
tropicais, M. enterolobii foi encontrada parasitando porta-enxerto de tomate e pepino
em cultivo protegido no norte da Suica (Kiewnick et al. 2008).

Devido ao seu potencial agressivo, M. enterolobii foi colocada na Organizagao
Europeia e Mediterranea de Protecdo de Plantas (EPPO). Esta espécie de nematoide
foi interceptada pela Organizacao Nacional de Protecéo de Plantas (NPPO) holandesa
em varias commodities importadas de diferentes partes do mundo (EPPO 2008). M.
enterolobii, além de ter uma grande gama de hospedeiros, € capaz de superar a
resisténcia de muitas culturas importantes, como em tomate, por exemplo (Kiewnick
et al. 2009). Meloidogyne javanica é outra espécie prejudicial as culturas de
importancia agricola como batata (Schafer et al. 2017), cana-de-acucar (Bellé et al.
2017) e soja, que além de afetar negativamente a producdo e a qualidade das
sementes, aumentou a ocorréncia de sementes verdes e reduziu o potencial
fisiologico nessa cultura (Forti et al. 2015).

Os nematoides-das-galhas penetram nas raizes das plantas e migram
intercelularmente para o cortex na regido de diferenciacdo celular e estabelecem uma
relacdo intima com as plantas hospedeiras através de um processo altamente
especializado (Karssen e Moens 2006; Williamson e Hussey 1996). As plantas
suscetiveis reagem a alimentacdo dos juvenis e sofrem mudancas morfologicas e
fisiolégicas pronunciadas (Karssen e Moens 2006).

A nogueira-macadamia é nativa de florestas subtropicais australianas, suas
principais areas de producdo ocorrem na Australia, Hawaii, Africa do Sul, Quénia,

Malawi, Guatemala, Brasil, Costa Rica e Zimbabue (Nagao 2011). No Brasil, o cultivo
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da macadamia tomou forca nos anos 1990. Até 2013, o pais ja possuia 6.500 hectares
plantados dessa cultura (Piza e Moriya 2014). Embora o cultivo ainda apresente uma
pequena area de producao a regido sul e sudeste do Brasil apresentam condicdes
climaticas potenciais para a expansdo dessa cultura (Schneider et al. 2012). Apesar
da expanséo da cultura da macadamia nas principais areas produtoras, no mundo, 0s
estudos com nematoides sao escassos (El-Borai e Duncan 2005).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a resisténcia da variedade de
macadamia 10-14 (Aloha) e de seis cultivares de macadamia a M. enterolobii e a M.
javanica e estudar o ciclo de vida dessas espécies na principal variedade utilizada

como porta-enxerto em cultivos no Brasil, 10-14 (Aloha).

2.2 Material e Métodos

Reacdo de nogueira-macadamia a Meloidogyne enterolobii e a M. javanica

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao pertencente ao Laboratério
de Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista - Julio de Mesquita Filho,
campus Botucatu- SP.

A variedade 10-14 (Aloha) e as cultivares HAES-344, HAES-660, HAES 816,
IAC 4-12B, IAC 9-20 e IAC 4-20, foram avaliadas quanto a resisténcia a M. enterolobii
e a M. javanica. As sementes de 10-14 (Aloha) e de cada cultivar foram semeadas em
bandejas de madeira com areia autoclavada. Apos a germinacao, as sementes foram
transplantadas para vasos contendo 2 L de substrato autoclavado composto por uma
mistura de solo, areia e matéria organica (1: 2: 1).

Populacdes puras de M. enterolobii foram obtidas de raizes de pimentao ‘Silver
coletadas em Campos Novos Paulista, SP. A populagéo de M. javanica foi obtida de
raizes de tomateiro ‘Magali’, proveniente do municipio de Santa Rosa, RS. As fémeas
foram identificadas através do padrdo perineal. Posteriormente, as espécies foram
confirmadas através de analise molecular. Os nematoides foram inoculados em
plantas de tomateiros ‘Rutgers’ e, em seguida, mantidos em casa de vegetacao.

O substrato de cada planta foi inoculado com 5.000 ovos e eventuais juvenis
da populacéo pura de cada espécie de Meloidogyne. Para a obtencéo da suspensao,
as raizes de tomateiros infestadas com cada uma das espécies foram processadas

isoladamente seguindo a metodologia seguida por Hussey e Barker (1973), que
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baseia-se na trituracdo das raizes em liquidificador com solucdo de hipoclorito de
sédio a 0,5%, seguida de peneiramento. A suspensdo obtida foi quantificada em
lamina de Peters, sob microscopio de luz e calibrada para 2.500 ovos/mL.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com sete tratamentos
e cinco repeticbes, sendo cada parcela composta por uma planta. Plantas de
tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizadas como testemunha para atestar a viabilidade do
indculo para as duas espécies de Meloidogyne. Entretanto, foram avaliadas aos 60
dias, antes da finalizacdo do experimento em virtude do ciclo curto da planta.

As avaliacbes das populacbes dos nematoides nas plantas de macadamia
foram realizadas aos 120 dias ap0s a inoculacdo do nematoide. Para a coloragéo das
massas de ovos externas dos nematoides, os sistemas radiculares foram lavados e
submetidos a coloracdo com Floxina B, em seguida, os indices de galhas (IG) e
indices de massas de ovos (IMO) foram obtidos de acordo com a escala de notas
proposta por Taylor e Sasser (1978), em que: nota 0 = sem galhas ou massas de ovos;
nota 1 = 1 a 2 galhas/massas de ovos; nota 2 = 3 a 10 galhas/massas de ovos; nota
3 =11 a 30 galhas/massas de ovos; nota 4 = 31 a 100 galhas/massas de ovos e nota
5 = mais de 100 galhas ou massas de ovos por raiz. Para a extracdo dos ovos, 0s
sistemas radiculares foram processados separadamente de acordo com o método de
Coolen e D’Herde (1972).

A determinacdo da populacéo final dos ovos na suspenséao (Pf) foi realizada
com o auxilio da lamina de Peters, em microscopio de luz. O valor encontrado foi
utilizado para a obtencéo do fator de reproducao (FR= populacao final (Pf)/populacao
inicial (Pi)) de cada nematoide, em cada variedade e cultivar estudada. As plantas
com FR < 1 sdo consideradas resistentes e FR = 1 suscetiveis (Oostenbrink 1966).
Para maior representatividade dos dados, os experimentos foram conduzidos duas

vezes.
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Ciclo de vida de Meloidogyne enterolobii e M. javanica em nogueira-macadamia
10-14 (Aloha)

Os experimentos foram conduzidos em camara incubadora (BOD) no
laboratério de Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade Estadual Paulista - Julio de
Mesquita Filho, Campus Botucatu- SP.

As sementes da variedade 10-14 (Aloha), que € a mais utilizada como porta-
enxerto no Brasil, foram semeadas em bandeja de madeira contendo areia
autoclavada. ApoOs a germinacdo, as plantulas foram transplantadas para copos
plasticos de 210 mL contendo substrato composto autoclavado por terra, areia e
matéria organica (1: 2: 1).

Os indculos de M. enterolobii e M. javanica foram obtidos a partir de populacées
puras mantidas em raizes de tomateiros processadas de acordo com a técnica
proposta por Hussey e Barker (1973), como ja mencionado no experimento 1. A
suspensao resultante de cada uma das espécies foi vertida em aparato de Baermann
modificado para recipiente raso conforme Southey (1986) para obtencao dos juvenis
de segundo estagio (J2). Apos cinco dias do transplante, inocularam-se
aproximadamente 300 J2 por planta de M. enterelobii ou M. javanica. As plantas foram
mantidas em camara incubadora (BOD), com a temperatura de 26 °C e fotoperiodo
de 12 horas.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com dois tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada parcela constituida por uma
planta por copo. Tomateiros ‘Rutgers’ foram utilizados como controle para confirmar o
padréo da viabilidade do in6culo, nos dois experimentos.

As avaliacGes foram realizadas aos 5, 15, 25 e 35 dias apds a inoculacdo (DAI).
Em cada avaliagao, foram coletadas quatro plantas do tratamento e quatro do controle
para cada experimento. As raizes foram lavadas cuidadosamente e coradas com
fucsina acida, no lugar do lactofenol utilizou-se o lactoglicerol (McBeth et al. 1941 apud
Daykin e Hussey 1985). Todos os sistemas radiculares foram observados e
dissecados sob lupa para a contagem e classificagdo dos estadios de
desenvolvimento do nematoide segundo Triantaphyllou e Hirschmann (1960): (J2a) —
juvenis infectivos de segundo estagio que nao induziram as células de alimentacéo;

(J2b) — juvenil parasitico de segundo estégio que induziu a célula de alimentacao; (J3)
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— juvenil de terceiro estagio que se formou apos a segunda ecdise e é desprovido do
estilete; (J4) — juvenil de quarto estadgio que se formou apés a terceira ecdise e é
desprovido de estilete, pela semelhanca foi considerado (J3)/(J4); fémea sem ovos e

fémea com ovos.

2.3 Resultados

Reacao de nogueira-macadamia a Meloidogyne enterolobii e M. javanica

Para M. enterolobii no experimento 1, a variedade 10-14 (Aloha) e todas as
cultivares avaliadas foram consideradas resistentes por apresentarem FR<1, com
base na classificacdo proposta por Oostenbrink (1966), em que se utiliza o fator de
reproducao para determinar a resisténcia ao nematoide. No experimento 2 observou-
se a mesma tendéncia, mostrando-se a uniformidade dos resultados. Os tomateiros
‘Rutgers’ confirmaram a viabilidade de M. enterolobii, no experimento 1 com IG = 4,4;
IMO = 4,2 e FR = 11,27 e no experimento 2 0 IG e IMO =5, 0 e FR = 13, 32 (Tabela
1).

Tabela 1 indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), fator de reproducio
(FR) e reacao (R) de Meloidogyne enterolobii em dois experimentos com variedade e

cultivares de macadamia

Experimento 1 Experimento 2
Cultivares IGE IMO?® FRP RS IG IMO FR R
Tomateiro 44 42 112 & 50 50 13,3 S
10-14 (Aloha) 04 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
IAC 9-20 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
IAC 4- 20 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
IAC 4-12B 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 660 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 344 00 0,0 0,0 R 00 00 0,0 R
HAES 816 00 0,0 0,0 R 00 00 0,4 R

agscala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); nota 1 (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota
2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de100 galhas/massa de ovo).’FR= Populacéo final (Pf)/
Populacéo inicial (Pi). °R= resistente (RF < 1,0); 9S= suscetivel (RF 2 1,0) (Oostenbrink, 1966).
Tomateiro ‘Rutgers’ padrdo de suscetibilidade
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A variedade 10-14 (Aloha) e as cultivares de macadamia inoculadas com M.
javanica, nos experimentos 1 e 2, apresentaram IG, IMO e FR iguais a zero. Os
tomateiros ‘Rutgers’, nos experimentos 1 e 2, apresentaram FR de 30 e 50,

respectivamente, comprovando a viabilidade do indculo (Tabela 2).

Tabela 2 Indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), fator de
reproducao (FR) e reacdo (R) de Meloidogyne javanica em dois experimentos com

variedade e cultivares de macadamia

Experimento 1 Experimento 2
Cultivares IG2 IMO? FR" RS IG IMO FR R
Tomateiro 48 48 300 & 50 50 50,00 S
10-14 (Aloha) 00 0,0 009 R 0,0 ,00 0,00 R
IAC 9-20 00 0,0 000 R 00 00 0,00 R
IAC 4- 20 00 0,0 000 R 00 00 0,00 R
IAC 4-12B 00 0,0 001 R 00 00 0,00 R
HAES 660 00 0,0 001 R 00 00 0,00 R
HAES 344 00 0,0 000 R 00 00 0,00 R
HAES 816 00 0,0 002 R 00 00 0,02 R

agscala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); nota 1 (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota
2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de100 galhas/massa de ovo).’FR= Populacao final (Pf)/
Populacéo inicial (Pi). °R= resistente (RF < 1,0); 9S= suscetivel (RF = 1,0) (Oostenbrink, 1966).
Tomato ‘Rutgers’ padrao de suscetibilidade

A variedade 10-14 (Aloha) e todas as cultivares avaliadas foram resistentes as
duas espécies de Meloidogyne estudadas, uma vez que os nematoides ndo foram

capazes de se reproduzirem.

Ciclo de vida de Meloidogyne enterolobii e M. javanica em nogueira-macadamia
10-14 (Aloha)

Constatou-se que os juvenis de M. enterolobii penetraram na variedade 10-14
(Aloha), mas n&o conseguiram atingir a fase reprodutiva, nem mesmo na ultima
avaliacdo, aos 35 DAI. Nessa avaliacdo, foram encontrados apenas nematoides nos
estagios J2a, J2b e J3/J4 (Figura 1 A). No tomateiro, aos 35 DAI, verificaram-se
individuos provenientes da segunda geracao (J2b), J3/J4, fémeas sem ovos e com
ovos de M. enterolobii, demonstrando a viabilidade do in6culo (Figura 1 B).
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Meloidogyne javanica penetrou nas raizes de Aloha. Aos 5 DAI, além de J2a,
foi observada a presenca de J2b (Figura 2 A). No tomateiro, nessa mesma época de
avaliacao, foi possivel observar, além desses estagios, a presenca de J3/J4 (Figura 2
B). Aos 25 DAI, ainda haviam J2b e aos 35 DAI néo verificou-se a presenca de
nematoides na macadamia (Figura 2 A). No tomateiro, aos 35 DAI, observaram-se
todos os estagios juvenis e a segunda geracdo de M. javanica, comprovando que 0

in6culo estava viavel (Figura 2 B).
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Figura 1 Numero de individuos de Meloidogyne enterolobii em diferentes estagios de
desenvolvimento em macadamia 10-14 (Aloha) (A) e em tomateiro (B), a 26 °C,

avaliados aos 5, 15, 25 e 35 dias apo6s a inoculacdo (DAI)
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Figura 2 Numero de individuos de Meloidogyne javanica em diferentes estagios de

desenvolvimento em macadamia 10-14 Aloha (A) e em tomateiro (B), a 26 °C,

avaliados aos 5, 15, 25 e 35 dias apoés a inoculacéo (DAI)
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2.4 Discussao

A variedade 10-14 (Aloha) e todas as cultivares de macadamia avaliadas
mostraram-se resistentes a M. enterolobii e a M. javanica por exibirem FR < 1. O
investimento da macadamia em areas improdutivas devido a alta populacdo de M.
enterolobii e M. javanica € viavel, uma vez que essa cultura tem grande potencial de
mercado (Martin 1991). Uma outra alternativa seria a consorciacdo da macadamia
com outras espécies, que tolerem bom sombreamento, suscetiveis a esses
nematoides, nesse caso, ela atuaria como planta antagonista.

O fator de reproducéo zero ou proximo a zero encontrado na variedade 10-14
(Aloha) e em todas as cultivares estudadas é um dado fundamental, o qual atesta que
nao houve reprodugédo de M. enterolobii e de M. javanica nas plantas estudadas. O
FR mede o potencial de reproducdo do nematoide e revelando a resisténcia ou
suscetibilidade do hospedeiro a uma planta. Diversos trabalhos atestam o nivel de
resisténcia através do FR. Genotipos de sorgo e de trigo comportaram-se como
resistentes a M. incognita e a M. javanica com FR<1 (Brida et al. 2017). Valores dos
FR de Brassicaceae inoculadas com M. incognita e M. javanica foram menores que
um, indicando resisténcia (Daneel et al. 2017).

A resisténcia de M. enterolobii e de M. javanica nas macadamias pode estar
associada a prevencdo do desenvolvimento juvenil para além do J2, e do
desenvolvimento lento de juvenis para adultos. Uma resposta de resisténcia
semelhante foi observada com M. incognita em Cucumis africanus, em que o FR <1
e nao foram observadas galhas e nem massas de ovos (Pofu et al. 2009), assim como
na variedade 10-14 (Aloha) e nas cultivares de macadamia, sugerindo alto grau de
resisténcia.

Em relacéo ao ciclo bioldgico, os resultados mostraram que M. enterolobii e M.
javanica penetraram em 10-14 (Aloha), em baixa quantidade em relacdo a
testemunha, porém nao completaram o seu ciclo biolégico aos 35 DAI, diferente do
tomateiro. Resultado semelhante foi observado em maracujazeiro inoculado com M.
enterolobii, quando J2 penetrou nas raizes ‘FB 200, porém, n&o houve o
desenvolvimento de fémeas com ovos, mesmo aos 45 DAI (Costa et al. 2017).

O juvenil dos nematoides estudados, aos 5 DAI, penetraram em baixa
quantidade em 10-14 (Aloha). As plantas sdo capazes de reconhecer e reagir aos

nematoides e podem ativar diversas respostas de defesa (Williamson e Hussey 1996).
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O grau de resisténcia do hospedeiro pode resultar de varios mecanismos, um deles
pode ocorrer quando a resisténcia é expressa antes de os nematoides penetrarem
nas raizes (resisténcia pré-infecciosa, como uma superficie radicular impenetravel)
(Gheysen e Jones 2006). A baixa penetracdo encontrada em 10-14 (Aloha) sugere
que o mecanismo de resisténcia pode ser pré-infeccioso. Resultados semelhantes
ocorreram em genotipos de arroz africano resistente a M. graminicola, onde foi
observado que houve uma penetracdo reduzida de J2. Os autores sugerem que as
plantas expressam resisténcia pré-infecciosa na superficie radicular (Cabasan et al.
2012).

Em outros casos, a resisténcia envolve mecanismos que limitam o
estabelecimento de locais de alimentacdo dos nematoides nas raizes, em algumas
plantas os locais de alimentacdo s&o induzidos, mas essas células hospedeiras
especializadas morrem posteriormente (Gheysen e Jones 2006). Os poucos
nematoides que penetraram na macadamia nao chegaram ao estagio de fémea com
ovos. Meloidogyne enterolobii chegou no estagio J3/J4 e M. javanica no J2b, isso
indica que os nematoides nao foram capazes de induzir o sitio de alimentacéo, por
isso ndo conseguiram se desenvolver até o estagio de reproducao. O juvenil, dos
nematoides-das-galhas, ao penetrar na raiz da planta, situa-se no cilindro vascular
para estabelecer o parasitismo, incitando a formacao de células nutridoras, essenciais
a alimentacéo e ao desenvolvimento do nematoide (Karssen e Moens 2006).

Situacdo semelhante foi encontrada em abdbora, quando J2 de M. incognita
penetrou na cv. Amalthee, estes passaram para os estagios J3 e J4, porém, nao
progrediram para fémeas com ovos. Os autores acreditam que os J4 podem ter
morrido ou pararam de se desenvolver devido ao desenvolvimento inadequado do
sitio de alimentacdo que foi incapaz de fornecer nutrientes suficientes para o
desenvolvimento do nematoide (LOpez-Gomez e Verdejo-Lucas 2014). Ocorreu
também em Pisidium friedrichstalianum e P. guineense, que apresentaram resisténcia
a M. enterolobii, caracterizada principalmente por um atraso no desenvolvimento e
extensao do ciclo de vida do nematoide (Sousa et al. 2016).

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, a variedade 10-14 (Aloha)
e todas as cultivares de macadamia foram resistentes a M. enterolobii e a M. javanica.
Portanto, podem ser recomendadas em areas infestadas com esses nematoides, com

a finalidade de limitar a sua reproducao.
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2.5 Concluséo

A variedade 10-14 (Aloha) e as cultivares de macadamia analisadas nao
permitiram o desenvolvimento de M. enterolobii e de M. javanica podendo ser
plantadas em areas infectadas com esses nematoides.

M. enterolobii e M. javanica néo se reproduziram em 10-14 (Aloha), mostrando

gue a variedade é resistente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nesta tese contribuem de maneira significativa no
gue se refere a nematologia e ao cultivo da macadamia, ja que existe uma escassez
de pesquisas nessa area de estudo.

A variedade e as cultivares de macadamia avaliadas mostraram-se resistentes
as cinco espécies de Meloidogyne. Esses resultados confirmaram-se quando os ciclos
de vida de Meloidogyne incognita raca 2, M. paranaensis, M. exigua, M. enterolobii e
M. javanica, na variedade 10-14 (Aloha) foram avaliados e resultaram na nao
reproducao. Isso indica que as plantas ndo permitem a multiplicacdo das espécies de
Meloidogyne, podendo ser utilizadas em areas infestadas com esses nematoides sem
incrementarem as populacdes desses patdogenos. Além disso, a variedade e as
cultivares de macadamia podem agir como culturas antagonistas, diminuindo a
populacdo desses nematoides.

Para os produtores de macadamia e os que almejam iniciar essa atividade,
esses resultados sdo de grande relevancia e promissores, ja que ha uma perspectiva

de expanséo da cultura da macadamia no Brasil.
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