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Resumo ‒ A antracnose é considerada uma doença importante para o ca-
jueiro-anão e o cajueiro-comum (Anacardium occidentale L.), e as estraté-
gias de manejo baseadas em resistência genética e química demandam 
tempo, recursos e conhecimento técnico no seu desenvolvimento. O obje-
tivo deste trabalho foi desenvolver um bioensaio baseado no uso de discos 
foliares como suporte nos estudos da interação entre Colletotrichum spp. e 
cajueiro-anão. O experimento foi realizado num delineamento inteiramente 
casualizado, com quatro tratamentos (discos de micélio, suspensão de co-
nídios, com e sem ferimentos) e três repetições. O experimento foi repetido 
uma vez, com variação no método de ferimento. Foram avaliados o período 
de incubação (PI), o período latente (PL), a severidade da doença no disco 
de folha e a quantificação dos conídios por disco de folha. Em ambos os ex-
perimentos, a inoculação de suspensão de conídios foi a mais eficaz no de-
senvolvimento precoce da doença nos discos de folhas, quando comparada 
à inoculação com disco de micélio. Maior esporulação do fungo também foi 
verificada por esta técnica de inoculação com suspensão de conídios. Inde-
pendentemente de ferimento ou não, houve infecção de Colletotrichum spp. 
O bioensaio foi eficiente em expressar a antracnose em discos de folhas 
do cajueiro-anão. Por meio deste bioensaio, é possível entender com mais 
detalhes a interação do fungo com o hospedeiro e explorar a resistência 
genética de clones de cajueiro-anão.

Termos para indexação: Colletotrichum spp., Anacardium occidentale L., 
disco de folha.

Bioassay on the establishment and development of dwarf 
cashew anthracnose

Abstract ‒ Anthracnose is considered an important disease for dwarf and 
common cashew trees (Anacardium occidentale L.) and management strate-
gies based on genetic and chemical resistance require time, resources, and 
technical knowledge for their development. The objective of this study was to 
develop a bioassay based on the use of leaf discs as support in studies of the 
interaction between Colletotrichum spp. and dwarf cashew trees. The experi-
ment was carried out in a completely randomized design, with four treatments 
(mycelium discs, conidial suspension, with and without wounds) and three 
replicates. The experiment was repeated once. The incubation period (IP), 
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latent period (LP), disease severity on the leaf disc, 
and quantification of conidia per leaf disc were eval-
uated. In both experiments, inoculation with conidial 
suspension was more effective in the early develop-
ment of the disease on leaf discs when compared to 
inoculation with mycelium disc. Greater sporulation 
of the fungus was also verified by this inoculation 
technique with conidia. Regardless of injury or not, 
there was infection by Colletotrichum spp. The bio-
assay was efficient in expressing anthracnose in 
dwarf cashew leaf discs. This bioassay allows us to 
understand in more detail the interaction between 
the fungus and the host and explore the genetic re-
sistance of dwarf cashew clones.

Index terms: Colletotrichum spp., Anacardium 
occidentale L., leaf discs.

Introdução
A antracnose do cajueiro (Anacardium 

occidentale L.) é importante em algumas regiões 
do Nordeste brasileiro, cujo clima úmido e chuvoso, 
com temperaturas médias em torno de 28  °C, 
favorece a infecção do fungo nas brotações novas 
da planta. Essa doença é causada por fungos 
do complexo Colletotrichum gloeosporioides, 
contando com aproximadamente sete espécies que 
causam doença em cajueiro (Veloso  et  al., 2018). 
Os sintomas provocados pela doença se manifestam 
nas brotações novas das plantas, como botões 
florais, flores, folhas jovens, maturis jovens e até em 
castanha e pedúnculo do caju (Martins et al., 2020). 
Estudos de campo mostraram que as epidemias 
da doença estão estritamente relacionadas às 
condições úmidas e regimes de chuva (Lima et al., 
2019), e a severidade da antracnose nas folhas 
novas da planta indicam a dimensão do ataque do 
fungo, por causar escurecimento, necroses foliares 
e queda acentuada das folhas. Nas castanhas e 
nos pedúnculos, os sintomas caracterizam-se pela 
necrose da casca da castanha, escurecimento 
e rachadura do pedúnculo do caju maduro 
(Martins  et  al., 2020). Algumas plantas com copa 
densa e sombreada, como as observadas em 
cajueiro-comum, são severamente atacadas pela 
antracnose, que causa queda acentuada de folhas e 
queda prematura de maturis jovens, e estas plantas 
tornam-se fontes de inóculo para novas infecções 
das espécies de Colletotrichum em cajueiro-anão.

O manejo da doença é realizado principalmente 
pelo uso de clones de cajueiro-anão resistentes 
(Brasil, 2019; Cardoso  et  al., 1999; Lima  et  al., 
2019), mas também pela eficiência de diferentes 
fungicidas no controle da doença (Freire et al., 2002) 

e nas etapas de infecção do fungo sobre o cajueiro 
(Veloso  et  al., 2021) visando reduzir os sintomas 
e as fontes de inóculo do patógeno. Estudos em 
condições de campo revelaram que alguns clones 
de cajueiro-anão apresentaram resistência à doença, 
tais como ‘CCP 76’, ‘CCP 06’ e ‘BRS 226’, ao passo 
que outros, como ‘BRS 265’ e ‘CCP 09’, mostraram-
se suscetíveis à antracnose (Cardoso et al., 1999; 
Lima et al., 2019). No entanto, a obtenção de dados 
de experimentos de campo com foco na resistência 
genética à antracnose e ao controle com agentes 
químicos ou biológicos demanda tempo, recursos 
e técnicos treinados quanto ao conhecimento e à 
quantificação da doença. Muitas vezes, as condições 
climáticas também podem não ser favoráveis ao 
desenvolvimento da doença, o que compromete a 
obtenção de dados confiáveis sobre as respostas 
dos tratamentos aplicados em condições de campo. 
Para o caso de condições controladas (casa de 
vegetação), além dos problemas listados acima, as 
falhas de inoculação do fungo e, consequentemente, 
a baixa reprodutibilidade dos sintomas observados 
no campo são também entraves para a obtenção 
dos resultados almejados.

Dessa forma, o desenvolvimento de novas 
metodologias que permitam testes controlados 
pode se constituir como opção para os estudos de 
resistência genética e manejo químico ou biológico 
da antracnose do cajueiro-anão. Metodologias de 
discos de folhas já foram empregadas com diferentes 
propósitos. Discos de folhas têm sido utilizados em 
metodologias experimentais para as ferrugens em 
culturas como o cafeeiro e a videira (Gomes, 2015; 
Gonzales  et  al., 2019). Silva (2023), demonstrou 
os processos infecciosos de Colletotrichum spp. 
em diferentes genótipos de cajueiro-anão usando 
discos de folhas. No entanto, ainda não foi descrita 
nenhuma metodologia reprodutível, rápida, prática 
e eficiente com a utilização de discos de folhas 
de cajueiro-anão no desenvolvimento da doença 
para ser utilizada em programas de melhoramento 
genético e no manejo da antracnose como um todo.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi 
desenvolver um bioensaio baseado no uso de discos 
foliares como suporte nos estudos da interação 
entre Colletotrichum spp. e cajueiro-anão.

Material e métodos
O experimento foi realizado no Laboratório de 

Fitopatologia da Embrapa Agroindústria Tropical 
utilizando um isolado fúngico pertencente a ao 
laboratório supracitado, sob o código “LF.200”, 
identificado como Colletotrichum spp. Foi utilizado 
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Figura 1. Folha tenras e medianas de cajueiro-anão do clone ‘BRS-265’ (A); discos de folha (B); placa de Petri com 
disposição dos discos de folha (C).
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um delineamento inteiramente casualizado, com 
quatro tratamentos de inoculação nos discos de 
folha (suspensão de conídios, disco de micélio, com 
e sem ferimento) e doze repetições (em três placas 
de Petri contendo ágar-ágar e quatro discos de 
folhas). O experimento foi repetido uma vez, mas 
variando o método de ferimento.

Folhas tenras e medianas de mudas do clone 
de cajueiro ‘BRS 265’ com aproximadamente 30 
dias de idade (Figura 1A) foram utilizadas para 

produzir os discos de folhas de 18 mm de diâmetro 
(Figura 1B). Toda a execução do bioensaio foi feita 
em câmara de fluxo laminar, onde foi realizada a 
desinfestação superficial dos discos de folhas em 
álcool 70% por 30 segundos; hipoclorito de sódio 
1,5% por 3 minutos; e tríplice lavagem com água 
destilada autoclavada. Quatro discos de folhas por 
placas de Petri contendo meio de cultura ágar-ágar 
(20 g.L-1) foram posicionados com a face abaxial 
voltada para cima (Figura 1C).

AA BB CC

Os inóculos de Colletotrichum spp. foram obti-
dos a partir de disco de 3 mm de diâmetro de micé-
lio do fungo, crescido em meio de cultura batata + 
cenoura + ágar (BCA) (Dhingra; Sinclair, 1985) e da 
suspensão de conídios na concentração de 2,5 x 106 

conídios.mL-1. Os discos de folhas com ferimentos 
(experimento 1, com cortes; e experimento 2, com 
furo de agulha) e sem ferimentos foram inoculados 
com um disco de micélio do fungo e com 20 μL de 
suspensão de conídios. No caso das testemunhas, 
foi colocado sobre os discos de folhas um disco de 
meio de cultura (BCA) sem o crescimento fúngico 
e 20 μL de água destilada autoclavada. As placas 
contendo os tratamentos foram acondicionadas em 
estufa do tipo BOD, ajustada para a temperatura de 
28  °C com fotoperíodo de 12 horas (regime claro/
escuro).

Foram avaliados: o período de incubação (PI – 
período de tempo entre a inoculação e o surgimento 
dos sintomas); o período latente (PL – período de 
tempo entre a inoculação e a esporulação) em dias; 
a severidade da doença (porcentagem de tecido 
doente) nos discos de folhas; e a quantificação da 
produção dos conídios. A análise de severidade da 
doença nos discos de folhas foi feita pelo software R 
utilizando o Rstudio® com o pacote “Pliman”, consi-
derando-se as imagens capturadas com microscópio 

estereoscópico (lupa) no 7º dia após a inoculação 
no primeiro experimento (Figuras 2A, 2B, 2C e 2D) e 
no segundo experimento (Figuras 2E, 2F, 2G e 2H). 
Também nesse tempo, foi quantificado o número de 
conídios a partir de uma suspensão obtida dos tra-
tamentos (4 discos de folhas/repetição) pela agita-
ção dos discos de folha em 10 mL de uma solução 
de Tween-20 em 1 minuto no Vórtex®. A suspensão 
obtida foi levada à câmara de Neubauer® para con-
tagem. Os dados obtidos foram submetidos à ANO-
VA, e as médias dos tratamentos foram comparadas 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o 
uso do programa Rstudio® (R Core Team, 2021).

Resultados e discussão
No primeiro experimento, em função da ausên-

cia de sintomas, as testemunhas não foram con-
sideradas nas análises estatísticas do período de 
incubação (PI) e do período latente (PL). Foi pos-
sível observar diferenças significativas entre os tra-
tamentos referentes ao método de inoculação. De 
acordo com os resultados analisados, os menores 
PI em tempo (dias de incubação) foram para os 
tratamentos com ferimento, independentemente 
se inoculados com disco de micélio ou suspensão 
de conídios. Os tratamentos disco de micélio com 
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ferimento (DCF) e suspensão com (SCF) e sem fe-
rimentos (SSF) foram significativamente iguais, de 
acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

O maior período de incubação ficou a cargo 
do disco de micélio sem ferimento (DSF), que 
apresentou um período de incubação médio 
de quatro dias para o surgimento dos primeiros 
sintomas da doença. Por outro lado, os outros 
tratamentos analisados tiveram um PI médio de 24 
horas (Figura 3A). Estes resultados corroboram Silva 

(2023), cujo estudo relatou que, 24 horas após a 
inoculação de Colletotrichum spp. em cajueiro-anão, 
os discos de folhas já apresentavam os sintomas 
iniciais da antracnose. O período de incubação de 
espécies de Colletotrichum pode ser variável em 
função do hospedeiro e da condição do órgão a ser 
infectado. Shang et al. (2020) e Wang et al. (2015) 
relataram que o período de incubação de C. frutícola 
em folhas da macieira sem ferimento é em média 
48 horas.

Figura 2. Imagens capturadas dos discos de folha ao 7º dia após inoculação e mapa de severidade correspondente 
do primeiro e segundo experimentos, respectivamente. Suspensão de conídios sem ferimento (A e E); suspensão de 
conídios com ferimento (B e F); disco de micélio sem ferimento (C e G); disco de micélio com ferimento (D e H).
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Para o caso do PL, que é da inoculação até a 
esporulação do fungo, foi observado que houve di-
ferença significativa entre os tratamentos, e nova-
mente o disco de micélio sem ferimento (DSF) foi 
diferente dos demais, apresentando o maior PL 
com uma média de sete dias para a esporulação do 
fungo.

Os outros tratamentos foram estatisticamente 
iguais entre si e diferentes do DSF a 5% de proba-
bilidade do teste de Tukey. Estes três tratamentos 
(DCF, SCF e SSF) foram os mais favoráveis à espo-
rulação de Colletotrichum spp. nos discos de folhas, 
com uma média de três dias para a formação dos 
conídios (Figura 3B). 

Figura 3. Gráfico boxplot do efeito de métodos de inoculação em discos de folhas de cajueiro-anão no período de 
incubação – PI (A) e no período latente – PL (B) de Colletotrichum spp. Médias seguidas das mesmas letras não diferem 
significativamente pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). *Dados transformados (           ). DCF: discos de micélio com ferimento; 
DSF: discos de micélio sem ferimento; SCF: suspensão de conídios com ferimento; SSF: suspensão de conídios sem 
ferimento.

x+0,5

Considerando-se a severidade da doença nos 
discos de folhas (Figuras 2A a 2D), constatou-se que 
houve diferença significativa entre os tratamentos, e 
a maior severidade média da doença ultrapassou os 
50% da área do disco de folhas quando a inoculação 
com a suspensão de conídios foi precedida por 
ferimento (SCF). Mesmo na ausência de ferimentos 
nos discos de folhas (SSF), a severidade média foi 
maior do que 30% da área total do disco de folhas.

Os outros dois tratamentos (DCF e DSF), que 
diferiram significativamente dos demais, apresenta-
ram as menores severidades da doença após sete 
dias de avaliação. Não foram constatados sintomas 
nas testemunhas quando nos discos de folhas fo-
ram colocados meio de cultura e água esterilizada 
(Figura 4).

No segundo experimento, semelhante ao pri-
meiro, em função da ausência de sintomas, as tes-
temunhas não foram consideradas nas análises dos 
períodos de incubação (PI) e período latente (PL). 
Nesse experimento, os resultados reproduziram 
aqueles ocorridos no primeiro experimento. Foram 
avaliados o PI, o PL, a severidade da doença e o 

número médio de conídios produzidos. Foi consta-
tado que houve diferença significativa, de acordo 
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade, entre 
os tratamentos discos de micélio com ferimentos 
(DCF) e sem ferimentos (DSF), e suspensão com 
ferimentos (SCF) e sem ferimentos (SSF) para o PI. 
Nesse caso, os tratamentos com o menor período 
de incubação foram aqueles em que se utilizou uma 
suspensão de conídios, independentemente do feri-
mento ou não. Os maiores PIs foram para as inocu-
lações com disco de micélio de Colletotrichum spp. 
(Figura 5A).

Os resultados do período latente do fungo des-
te experimento demonstraram que houve diferen-
ça significativa entre os tratamentos empregados, 
e novamente o maior PL médio foi alcançado para 
os tratamentos que foram inoculados com discos 
de micélio do Colletotrichum spp. Períodos latentes 
mais precoces, no caso dos tratamentos com sus-
pensão de conídios, apresentaram o PL médio abai-
xo de quatro dias, independentemente se os discos 
de folhas foram feridos ou não (Figura 5B).
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estatisticamente iguais (Tukey a 5%). Porém, para 
os discos inoculados com micélio do fungo crescido 
em meio BCA, houve uma menor área dos discos de 
folha apresentando lesões da doença (Figura 6A). 
Ao quantificar a produção de conídios nos discos de 
folhas, foi constatada diferença significativa entre os 
tratamentos. Porém, foi verificado que os discos de 
folhas inoculados com suspensão de conídios foram 

Figura 4. Gráfico boxplot do efeito de métodos de inoculação em discos de folhas de cajueiro-anão na severidade da 
antracnose causada por Colletotrichum spp. Médias seguidas das mesmas letras não diferem significativamente pelo teste 
de Tukey (p ≤ 0,05). *Dados transformados (            ). Discos de micélio com e sem ferimento (DCF e DSF); suspensão de 
conídios com e sem ferimento (SCF e SSF, respectivamente); testemunha discos de BCA com e sem ferimento (TDCF e 
TDSF); testemunha suspensão (água autoclavada) com e sem ferimento (TSCF e TSSF, respectivamente).

x+0,5

Figura 5. Gráfico boxplot do efeito de métodos de inoculação em discos de folhas de cajueiro-anão no período de 
incubação – PI (A) e período latente – PL (B) de Colletotrichum spp. obtidos no segundo experimento. Médias seguidas 
das mesmas letras não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). *Dados transformados (            ). Discos 
de micélio com e sem ferimento (DCF e DSF); suspensão de conídios com e sem ferimento (SCF e SSF, respectivamente).

x+0,5

Considerando-se os sintomas da doença nos 
discos de folhas (Figuras 2E a 2H), foi verificado que 
houve diferença significativa entre os tratamentos 
para a severidade da doença, e novamente os dis-
cos de folhas inoculados com suspensão de conídios 
foram os que apresentaram a maior porcentagem 
da área do disco foliar lesionada. Os discos que re-
ceberam a suspensão com e sem ferimentos foram 
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os que produziram a maior quantidade de conídios, 
independentemente da ocorrência ou não de feri-
mentos. Os discos de folha inoculados com micé-
lio apresentaram as menores esporulações e foram 

diferentes estatisticamente dos inoculados com sus-
pensão de conídios. As testemunhas sem o fungo 
não apresentaram sintomas da doença e sinais do 
patógeno (Figura 6B). 

Figura 6. Gráfico boxplot do efeito de métodos de inoculação em discos de folhas de cajueiro-anão na severidade (A) da 
antracnose e na esporulação (B) de Colletotrichum spp. obtidos no segundo experimento. Médias seguidas das mesmas 
letras não diferem significativamente pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). *Dados transformados (            ). Discos de micélio com 
e sem ferimento (DCF e DSF); suspensão de conídios com e sem ferimento (SCF e SSF, respectivamente); testemunha 
discos de BCA com e sem ferimento (TDCF e TDSF); testemunha suspensão (água autoclavada) com e sem ferimento 
(TSCF e TSSF, respectivamente).

x+0,5

Métodos de inoculação de fungos fitopatogêni-
cos em discos de folhas têm permitido explorar estu-
dos de resistência genética (Gomes, 2015; Gonzales 
et al., 2019; Diaz et al., 2023), ciclos de infecção 
(Silva, 2023), uso de agentes de biocontrole (Post-
master et al., 1997) e ação de elementos climáticos 
(Holanda, 2024) em culturas como café, videira, 
cajueiro e bananeira. O uso de folhas destacadas 
também tem sido utilizado em experimentos con-
trolados nos estudos fitopatogênicos (Gomes et al., 
2001; López e Pereira, 2004). A inoculação em fo-
lhas destacadas de pinha com Colletotrichum spp., 
por exemplo, apresentou resultado satisfatório no 
desenvolvimento da antracnose nessa cultura (da-
dos não publicados – Marlon Martins informação 
pessoal). Rosário (2022), também caracterizou a 
patogenicidade de Neopestalotiopsis formicarum 
em gravioleira utilizando folhas destacadas.

Silva (2023) utilizou discos de folhas de três clo-
nes de cajueiro-anão com diferentes níveis de re-
sistência à antracnose para estudos dos processos 
infecciosos de Colletotrichum spp. Nesse estudo foi 
constatado que, a partir da inoculação com suspen-
são de conídios, houve a formação de estruturas 
reprodutivas, de absorção de nutrientes, de fixação, 
de germinação e de infecções primárias e secundá-
rias. Foi constatado também, que o fungo se utili-
zou de aberturas naturais, como os estômatos, para 

penetrar e colonizar os tecidos internos do hospe-
deiro. Os resultados ora apresentados indicam que 
o fungo foi mais eficiente em penetrar nos tecidos do 
cajueiro-anão por meio de aberturas provocadas por 
ferimento. Porém, a infecção direta, sem ferimentos, 
também induziu ao surgimento de sintomas da do-
ença nos discos de folhas. Além disso, o inóculo do 
fungo utilizado via suspensão de conídios também 
proporcionou um rápido desenvolvimento da doen-
ça, verificado pelo menor tempo de incubação e me-
nor período latente de Colletotrichum spp.

Fungos considerados parasitas obrigatórios, 
como é o caso das ferrugens, geralmente se utili-
zam de aberturas naturais, como os estômatos, 
para penetrar no hospedeiro. Gomes (2015; 2019), 
Gonzales (2019) e Holanda (2024) reproduziram 
em discos de folhas sem ferimentos a infecção de 
Phakopsora euvitis, Hemileia vastatrix e Erysiphe 
quercicola na videira, no cafeeiro e no cajueiro, res-
pectivamente. No caso aqui avaliado, a maior demo-
ra no aparecimento dos sintomas da antracnose a 
partir da inoculação micelial de Colletotrichum spp. 
em discos de folhas sem ferimentos, em compara-
ção com os tratamentos com ferimentos pode ter re-
lação com a necessidade inicial do fungo de superar 
as barreiras naturais, como cutículas e epiderme, 
por meio da liberação de enzimas responsáveis por 
sua infecção. Conforme relatado por Armesto et al. 
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(2019) e Pinel-Alvarez et al. (2022), as enzimas são 
importantes fatores de patogenicidade, a exemplo 
da infecção de C.  gloeosporioides em cafeeiro e 
C. lindemuthianum em feijoeiro, respectivamente.

Por meio do uso de discos de folhas do cajuei-
ro-anão, é possível investigar melhor a interação do 
fungo com o hospedeiro, a resistência genética e o 
manejo químico ou biológico desse patossistema, 
por considerar uma menor variação de fatores ex-
ternos no surgimento da doença. Em condições de 
campo, por exemplo, a severidade da antracnose 
pode variar em função de elementos climáticos que 
dificultam a interpretação dos resultados quanto à 
resistência genética.

No caso do efeito de controle químico ou bio-
lógico em plantas adultas de cajueiro-anão, os re-
sultados esperados podem não ser alcançados 
em função da ausência de epidemias, o que co-
mumente pode acontecer nas áreas de cultivo do 
cajueiro-anão. Já em condições controladas, como 
verificadas em casa de vegetação, um dos grandes 
problemas em se avaliar a resistência genética ou 
qualquer outro manejo da doença, como citado an-
teriormente, são as falhas de inoculação que muitas 
vezes levam à ausência de sintomas. Inoculações 
de Colletotrichum spp. em mudas de cajueiro-anão 
já foram realizadas na tentativa de se estabelecer a 
infecção em folhas da planta. No entanto, foi obser-
vado que ocorreu a penetração do tubo germinativo, 
mas nenhum sucesso foi obtido pelo limitado cres-
cimento de lesões necróticas pontuais no mesófilo 
foliar (Marlon Martins – informações pessoais).

Portanto, é esperado que, por meio do uso de 
discos de folhas do cajueiro-anão, se possa analisar 
a interação de Colletotrichum spp. ou de outros pa-
tógenos da parte aérea da planta, como é o caso de 
espécies de bactérias fitopatogênicas e outros fun-
gos, como Erysiphe quercicola (oídio do cajueiro) ou 
Pilgeriella anacardii (mofo-preto). 

Conclusões
● Discos de folhas de cajueiro-anão são viáveis 

para serem usados em bioensaios para avaliar a 
interação de Colletotrichum spp. e cajueiro-anão.

● A suspensão de inóculo é mais eficaz no de-
senvolvimento da doença.

● Não há necessidade de ferimento para a infec-
ção do fungo no disco de folha.
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