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ABSTRACT: The effect of salicylic acid (SA) was evaluated 
in control of Cowpea aphid‑borne mosaic virus (CABMV), 
which  induces hardening of the fruits of passion fruit (EFM). 
Also,  its influence on the expression of symptoms and the 
activation of peroxidase and polyphenol oxidases were evaluated. 
The experiment was designed and conducted in a completely 
random way. The treatments consisted of SA (2.5  mM) and 
control (10% ethanol), applied 12  hours before mechanical 
inoculation of CABMV, the causal agent of EFM in Brazil. 
A similar experiment was conducted under the same conditions, 
but four applications were performed weekly after CABMV 
mechanical inoculation. In both experiments a rating scale 
ranging from 0 to 3 was used to assess the severity of the disease. 
To evaluate the activity of peroxidase and polyphenol oxidase, 
the plants were treated (SA and control) and, after 12  hours, 
inoculated with isolated CABMV. Leaf samplings were performed 
at 0, 12, 24 and 48 hours after the treatments (HAT), processed 
and analyzed in a spectrophotometer to verify the activation of 
peroxidase and polyphenol oxidase. At 30 days after inoculation 
(DAI), the SA applied once promoted reduction of 57.1% of the 
severity, when compared with the control. In plants subjected to 
SA weekly applications, it was found a significantly reduction 
in the expression of symptoms at 45  DAI. In  the biochemical 
assays, a significant increase in peroxidase in 12‑hour intervals 
(DAI)/24 hours (HAT) was observed. For  polyphenol oxidase, 
a significant increase of its activity was observed at 24  hour 
intervals  (DAI)/48  hours (HAT). It  is suggested that SA may 
represent an additional tool in the management of EFM.

KEYWORDS: Cowpea aphid‑borne mosaic virus; eliciting; 
phytopathogen; induction of resistance; virose.

RESUMO: Foram avaliados o efeito do ácido salicílico (AS) no 
controle do Cowpea aphid‑borne mosaic virus (CABMV), vírus que 
induz o endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM), e a sua 
influência na expressão dos sintomas e na ativação das enzimas pero‑
xidase e polifenoloxidase. O experimento foi delineado e conduzido 
de forma inteiramente casualizada. Os tratamentos consistiram em 
AS (2,5 mM) e controle (etanol 10%), aplicados 12 horas antes da 
inoculação mecânica do CABMV, agente causal do EFM no Brasil. 
Um experimento similar foi conduzido sob as mesmas condições, 
porém, quatro aplicações do AS foram realizadas semanalmente após 
a inoculação mecânica do CABMV. Em ambos os experimentos a 
avaliação da severidade da doença foi realizada empregando escala 
de notas que variaram de 0 a 3. Para avaliar a atividade das enzi‑
mas peroxidase e polifenoloxidase, as plantas foram tratadas (AS e 
controle) e, após 12 horas, inoculadas com o isolado de CABMV. 
Foram realizadas amostragens foliares 0, 12, 24 e 48 horas após os 
tratamentos (HAT), que foram processadas e analisadas em espec‑
trofotômetro para a constatação da ativação da peroxidase e poli‑
fenoloxidase. Aos 30 dias após a inoculação (DAI), o AS aplicado 
uma única vez promoveu redução da severidade de 57,1%, quando 
comparado com o controle. Nas plantas submetidas às aplicações 
semanais de AS foi constatada a redução significativa da expressão 
dos sintomas aos 45 DAI. Nos ensaios bioquímicos foi observado 
aumento significativo de peroxidase nos intervalos de 12 horas 
(DAI)/24 horas (HAT). Para polifenoloxidase foi observado um 
aumento significativo de sua atividade nos intervalos de 24 horas 
(DAI)/48 horas (HAT). Sugere‑se que o AS pode representar uma 
ferramenta adicional no manejo do EFM.

PALAVRAS‑CHAVE: Cowpea aphid‑borne mosaic virus; elicia‑
dor; fitopatógeno; indução de resistência; virose.
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INTRODUÇÃO

O Brasil é o maior produtor mundial de frutos de maracujá‑ama‑
relo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Delg), com uma produção 
anual estimada em mais de 770 mil toneladas. Desse montante, 
mais de 320 mil toneladas são produzidas no estado da Bahia, 
que se destaca como o maior produtor nacional (IBGE, 2012). 

Com a expansão da área cultivada no Brasil, um dos fatores 
limitantes para o desenvolvimento da cultura são as doenças, dentre 
elas se destaca o endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM), 
causado pelo Cowpea aphid‑borne mosaic vírus (CABMV), espécie 
pertencente ao gênero Potyvirus, família Potyviridae, classificada e 
aceita pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) 
como CABMV (Adams et al., 2012). Diante desse fato, o EFM é a 
doença mais importante da passicultura no Brasil e se encontra dis‑
seminada em todas as regiões produtoras (Nascimento et al., 2006). 

O controle do EFM nas áreas produtoras não é eficiente, 
devido à sua transmissão não circulativa realizada durante as 
picadas de prova efetuadas por diversas espécies de afídeos 
(Aphididae), fato que inviabiliza a indicação da aplicação de 
inseticidas para evitar a disseminação do CABMV (Rezende, 
2006). Além da transmissão por afídeos, o CABMV pode ser 
transmitido por enxertia e durante os tratos culturais de poda 
de formação e desbaste (Fonseca, 2008).

Segundo Rezende (2006), os sintomas induzidos pelo 
CABMV se caracterizam pela presença de mosaico acompa‑
nhado, em alguns casos, de enrugamento, bolhas e distorção 
foliar. A doença causa a redução da produção quantitativa e qua‑
litativa, já que os frutos são menores, deformados e endurecidos, 
além de apresentarem endocarpo expandido e redução na pro‑
dução de polpa. Os frutos são depreciados por esses sintomas 
e tornam‑se inviáveis para o consumo (Gioria et al., 2000).

O controle de doenças de plantas, principalmente aquelas 
causadas por fungos, pode ser efetivo empregando‑se méto‑
dos convencionais (aplicação de agroquímicos) e alternativos 
(controle biológico, rotação de culturas, solarização, biofumi‑
gação, utilização de extratos de plantas e outros compostos 
naturais) (Patricio, 2007). Em se tratando de doenças cau‑
sadas por vírus, o meio mais indicado para o controle ainda 
é a obtenção de variedades que possuam genes que confiram 
resistência vertical à doença (Van der plank, 1963).

Nesse sentido, o controle do EFM, em maracujazeiros, 
pode ser incrementado com a utilização de indutores de resis‑
tência, à semelhança dos estudos relatados por Oliveira et al. 
(2007). A indução de resistência, além de ocorrer devido à 
infecção localizada, pode ocorrer também por tratamentos 
com eliciadores, compostos que modulam a defesa da planta 
e podem melhorar a capacidade de respostas de várias espé‑
cies vegetais à infecção por patógenos (Bonaldo et al., 2005).

Dentre os compostos amplamente pesquisados na inte‑
ração planta‑patógeno, encontra‑se o ácido salicílico (AS) 
(Leite et al., 1997). O AS é um composto fenólico encontrado 
nas plantas e que desempenha ação sinalizadora de defesa contra 

patógenos, podendo culminar com a expressão de genes de resis‑
tência (Mauch‑Mani; Métraux, 1998). Várias pesquisas mos‑
tram que aplicações exógenas do AS podem influenciar na redu‑
ção dos sintomas de doenças em plantas, podendo promover o 
acúmulo de proteínas relacionadas à patogênese (PRs) que atuam 
como defesa, podendo‑se citar as peroxidases e polifenoloxida‑
ses (Maia et al., 2000; Carvalho, 2006; Mandal et al., 2009). 

Desse modo, faz‑se necessária a investigação de métodos 
alternativos no controle do EFM, uma vez que ainda não exis‑
tem substâncias eficientes no controle da doença. Assim, o pre‑
sente trabalho objetivou avaliar o efeito do AS no controle da 
virose do endurecimento dos frutos no maracujazeiro‑amarelo.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção das mudas de 
maracujazeiro‑amarelo
Para obtenção das mudas de maracujazeiro‑amarelo proce‑
deu‑se a semeadura da variedade BRS Gigante‑Amarelo em 
sacos de polietileno (2 L) contendo substrato composto por 
terra e esterco de gado (4:1 v/v). As  mudas obtidas foram man‑
tidas em casa de vegetação até o estágio de desenvolvimento 
relativo a quatro folhas verdadeiras, quando então foram uti‑
lizadas para a realização dos experimentos.

Obtenção do inóculo de Cowpea 
aphid‑borne mosaic virus
O isolado de CABMV, denominado UESB‑9, utilizado nos ensaios 
para a avaliação do efeito da aplicação de AS, foi obtido a partir 
de amostras de folhas sintomáticas de maracujazeiro‑amarelo, 
cuja identificação foi realizada pelo Laboratório de Genética de 
Plantas da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB). 
O inóculo para inoculação mecânica das mudas de maracujá foi 
obtido a partir da maceração de folhas de maracujá‑amarelo infec‑
tadas em tampão fosfato 0,02 M, pH 7 na proporção de 2:10 
(p/v), utilizando almofariz e pistilo. O extrato obtido foi friccio‑
nado sobre o limbo foliar das mudas de maracujá‑amarelo jun‑
tamente com abrasivo carburundum e foram mantidas em casa 
de vegetação para a observação dos sintomas (Novaes, 2002).

Aplicação do ácido salicílico e 
inoculação das mudas de maracujá 
para avaliação da severidade 
do endurecimento dos frutos do 
maracujazeiro
Mudas de maracujazeiro‑amarelo foram previamente trata‑
das com a aspersão de 10 mL da solução de AS (2,5 mM) 
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dissolvida em etanol 10%. Como controle foi aplicado o 
mesmo volume de etanol 10%, empregado na dissolução 
do AS. Decorridas 12 horas após os tratamentos (HAT), 
as mudas foram inoculadas com o isolado CABMV UESB‑9. 
A severidade dos sintomas induzidos pelo isolado de CABMV, 
nas mudas desafiadas, foi avaliada aos 30 e 45 dias após a 
inoculação (DAI).

Um segundo experimento foi conduzido de acordo com as 
condições descritas anteriormente, porém, as aplicações de AS 
(2,5 mM) e controle foram realizadas semanalmente, totalizando 
quatro aspersões. Nesse caso, as avaliações da severidade dos sin‑
tomas foram realizadas aos 30, 45, 60, 90 e 150 DAI.

Nos dois experimentos a avaliação da severidade foi baseada 
em uma escala de notas de 0 a 3, em que: 0 = ausência de sin‑
tomas de mosaico; 1 = mosaico leve e sem deformações foliares; 
2 = mosaico severo e sem deformações foliares; 3 = mosaico 
severo com bolhas e deformações foliares (Novaes, 2002). 

Determinação da atividade de 
peroxidase e polifenoloxidase
Para determinar a atividade de peroxidase e polifenoloxidase 
nas mudas de maracujazeiro‑amarelo submetidas ao tratamento 
com AS (2,5 mM) e controle, amostras foliares (2 folhas por 
planta) foram coletadas nos períodos 0, 12, 24 e 48 HAT, 
pesadas e imediatamente congeladas a ‑20ºC. Para as análises 
em espectrofotômetro, as amostras congeladas foram mace‑
radas com auxílio de almofariz e pistilo, sendo este processo 
conduzido a 4ºC.

Para peroxidase, as amostras maceradas foram homoge‑
neizadas por 2 minutos em 2 mL de tampão acetato de sódio 
0,1 M (pH 5,2) contendo ácido etilenodiamino tetra‑acé‑
tico (EDTA) 1 mM. A solução obtida foi centrifugada a 
20.000 g por 30 minutos a 4ºC e o sobrenadante (extrato 
proteico) recuperado para análise. A atividade de peroxidase 
foi determinada através de método espectrofotométrico direto 
(470 nm), pela medida da conversão do guaiacol em tetra‑
guaiacol em temperatura controlada de 30ºC. Para tanto, 
foram adicionados 10 μL do extrato proteico a 2,9 mL de 
tampão fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo guaiacol 20,2 mM 
e peróxido de hidrogênio 90 mM. A reação foi conduzida por 
4 minutos a 30ºC, com os valores de densidade óptica obti‑
dos a cada 30 segundos. Os resultados da atividade enzimá‑
tica foram expressos em ∆ (delta) de absorbância.min‑1.gpf‑1 

(Lusso; Pascholati, 1999).
Para a atividade de polifenoloxidase, as amostras foram 

homogeneizadas por 2 minutos em 2 mL de tampão acetato de 
sódio 0,1 M (pH 5,0) e centrifugadas a 20.000 g por 30 minu‑
tos a 4ºC, obtendo‑se o sobrenadante (extrato proteico). A ati‑
vidade da polifenoloxidase foi mensurada utilizando o catecol 
20 mM, como substrato, dissolvido em tampão fosfato de sódio 
0,1 M (pH 6,8). A reação se desenvolveu a partir da mistura de 
900 μL do substrato com 100 μL do extrato proteico mantidos 

a uma temperatura de 30ºC. A leitura foi feita de forma direta 
em espectrofotômetro (420 nm). Os resultados foram expres‑
sos em absorbância.min‑1.gpf‑1 (Duangmal; Apenten, 1999).

Análises estatísticas
Todos os experimentos foram conduzidos utilizando delinea‑
mento inteiramente casualizado com três repetições por trata‑
mento (1 repetição = 1 muda). Os dados foram submetidos 
ao teste de normalidade (Kolmogorov‑Smirnov) e, quando a 
distribuição foi normal, foi utilizado teste t de Student para 
verificar diferença significativa entre os resultados médios 
dos tratamentos. Quando os dados não apresentaram distri‑
buição normal, foram transformados em escala logarítmica. 
Os dados, cujo padrão assimétrico foi mantido após a trans‑
formação logarítmica, foram submetidos ao teste não paramé‑
trico Mann‑Whitney. As análises foram conduzidas utilizando 
o software Bioestat 5.3 (Ayres et al., 2007). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A concentração do AS (2,5 mM) e o intervalo entre o trata‑
mento das plantas e a inoculação (12 HAT) foram determi‑
nados em experimento preliminar (dados não mostrados). 
Em nenhum dos experimentos foi observado efeito fitotóxico 
do AS nas mudas de maracujazeiro‑amarelo tratadas com o 
composto e desafiadas com o vírus.

A partir das avaliações da severidade foi observado que as 
plantas submetidas a uma única aplicação com AS apresenta‑
ram redução da severidade dos sintomas, quando comparadas 
com o controle (Fig. 1). Aos 30 DAI, notou‑se uma diferença 
significativa entre os tratamentos, sendo que as plantas tratadas 

*Diferença significativa entre os resultados médios dos tratamentos 
aos 30 dias após a inoculação pelo teste t de Student (p = 0,005); 
barras indicam média ± erro padrão.
Figura 1. Severidade do endurecimento dos frutos em 
maracujazeiro‑amarelo em função do tratamento com ácido 
salicílico 2,5 mM e controle (etanol 10%), pulverizados uma 
única vez, em condições de casa de vegetação. 
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com o AS apresentaram sintomas mais brandos, quando com‑
paradas com o controle (Fig. 1).

No ensaio em que foram realizadas aplicações semanais 
do AS foi constatado que, em plantas submetidas ao trata‑
mento, os sintomas se desenvolveram aos 60 DAI, ou seja, 
15 dias após os primeiros sintomas observados no controle 
(Fig. 2). A severidade foi menor em plantas tratadas com AS 
até os 60 DAI, sendo que aos 45 DAI observou‑se diferença 
significativa entre os tratamentos (Fig. 2).

Foi avaliada a atividade de duas importantes enzimas 
associadas à defesa de plantas, a peroxidase e a polifenoloxi‑
dase. Antes da inoculação com o vírus (12 HAT), foi obser‑
vado que o AS promoveu um acréscimo na atividade de pero‑
xidase (Fig. 3). Depois de 24 HAT, houve um significativo 
aumento na atividade de peroxidase quando comparado com 
o controle, mas com 48 HAT os tratamentos não diferiram 
entre si (Fig. 3).  

Não foi observado aumento na atividade da polifenoloxidase 
até 24 HAT (período correspondente a 12 horas após a inoculação) 
(Fig. 4). Entretanto, houve um aumento tardio da atividade dessa 
enzima comparada à peroxidase, pois em 48 HAT foi observado 
que em plantas tratadas com AS a atividade de polifenoloxidase 
foi maior, quando comparadas com as plantas controle (Fig. 4).

Investigações acerca da aplicação exógena de AS em plan‑
tas revelaram que esse composto é capaz de induzir resistência 
sistêmica e promover a síntese do próprio AS e o acúmulo de 
PRs (Raskin, 1992; Spletzer; Enyedi, 1999; Repka et al., 
2001; Terry; Joyce, 2004).

No presente estudo foi observado que o AS promoveu 
reduções significativas da severidade dos sintomas do EFM, 
seja quando aplicado uma única vez ou semanalmente. Notou‑se 
que aplicações semanais do AS promoveram uma resposta tar‑
dia da planta à infecção pelo CABMV (até 45 DAI). 

Resultados similares, em termos de redução sintomatológica, 
foram obtidos por Hooft Van Huijsduijnen et al. (1986), que 
observaram que aplicações exógenas de AS (0,25 M) em plantas de 
feijão reduziram em até 75% as lesões locais causadas pelo Alfalfa 
mosaic vírus (A1MV). As respostas desencadeadas pela aplicação 
do AS exógeno atuam em vários processos da patogênese, den‑
tre eles a inibição da replicação do vírus (Naylor et al., 1998), a 
inibição do movimento sistêmico do vírus (Mayers et al., 2005) 
e a indução de PRs (Hooft Van Huijsduijnen et al., 1986). 

Em um estudo realizado por Alawlaqi (2014), o AS (200 μM) 
foi aplicado em plantas de Cucurbita pepo desfiadas com o Zucchini 
yellow mosaic vírus (ZYMV) e foi constatada a redução da doença, 
sugerindo que essa resposta pode ter ocorrido pela inibição da 
replicação ou por dificultar a translocação do vírus. No maracu‑
jazeiro‑amarelo, o CABMV pode ter encontrado dificuldades na 
translocação para diferentes pontos da planta, seja pelo fato do AS 
ter atuado diretamente sobre o vírus, como mostrado por Alawlaqi 
(2014), ou por barreiras formadas pela planta em resposta à aplica‑
ção do AS, como o aumento da atividade das enzimas peroxidases 
e polifenoloxidases avaliadas no presente estudo.

*Diferença significativa entre os resultados médios dos tratamentos 
aos 45 dias após a inoculação pelo teste Mann‑Whitney (p = 0,037); 
barras indicam média ± erro padrão.
Figura 2. Severidade do endurecimento dos frutos em 
maracujazeiro‑amarelo em função do tratamento com ácido 
salicílico 2,5  mM e controle (etanol 10%), pulverizados 
semanalmente em um total de quatro aplicações, em condições 
de casa de vegetação. 
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Sabe‑se que aplicações exógenas do AS induzem a expressão 
de proteínas, como as peroxidases e polifenoloxidases, que estão 
envolvidas na indução da resistência sistêmica adquirida (SAR) 
(Chet, 1993; Kessmann et al., 1994). White (1979) reali‑
zou aplicações exógenas do AS (0,02%) sobre plantas de fumo 
(Nicotiana tabacum cv. Xanthi‑nc) inoculadas com o Tobacco 
mosaic virus (TMV) e observou que houve aumento da ativi‑
dade de glucanases, o que induziu a resistência das plantas ao 
TMV. Além disso, foi observada redução do número de lesões 
em mais de 90%, quando comparado ao controle. Segundo 
Stangarlin et al. (2011), as glucanases também são proteínas 
que atuam na defesa da planta contra patógenos.

O aumento significativo da atividade de peroxidase, 
observado após a inoculação do isolado CABMV‑UESB‑9 
no presente estudo, pode estar associado a diversos processos. 
Em estudo realizado por Marriott et al. (1978), foi observado 
que o aumento na atividade de peroxidase esteve associado ao 
fortalecimento da parede celular e da membrana plasmática 
das células, resultantes do processo da biossíntese de lignina, 
que atua como defesa à penetração de patógenos. Esses meca‑
nismos estruturais, atrelados a uma resposta da peroxidase, 
podem ter contribuído para redução dos sintomas do EFM 
promovidos pela aplicação do AS.

Faheed; Mahmoud (2006) trataram plantas de feijão 
(Phaseolus vulgaris L. cv. Contender) com AS (0,1; 0,5 e 1 mM) 
e desafiaram com o Tobacco necrosis virus (TNV). Também cons‑
tataram redução da severidade da doença e aumento da atividade 
de peroxidase, quando o AS foi aplicado a 0,1 mM, corroborando 
os resultados obtidos em maracujazeiro‑amarelo e o CABMV. 

De acordo com Bonatti et al. (1994), a atividade de 
peroxidase pode sofrer alterações por estar correlacionada 
com a resposta de resistência ou suscetibilidade em diferentes 
patossistemas. Aumentos na atividade da peroxidase, asso‑
ciados a ferimentos em vegetais, podem promover elevações 
na concentração de produtos de oxidação de fenólicos, alte‑
rando a concentração de auxinas (AIA) devido à presença de 
AIA‑oxidase (Marriott et al.,1978). 

Já a importância da atividade da polifenoloxidase na res‑
posta à infecção deve‑se, provavelmente, à sua propriedade 
em oxidar fenol a quinonas, uma vez que esses compostos 

fenólicos são tóxicos aos micro-organismos (Zheng et al., 
1999; Agrios, 2004). A ação da polifenoloxidase processa‑se 
por meio da hidroxilação de monofenóis para o‑difenóis e oxi‑
dação desses o‑difenóis para quinonas (Wheatley, 1982). Por 
sua vez, as quinonas se acumulam nas paredes celulares pro‑
movendo o aumento da resistência à penetração do patógeno, 
como é o caso dos vírus (Teixeira et al., 2011). 

O aumento na atividade dessa enzima 48 HAT pode ter con‑
tribuído para a formação de barreiras que podem ter impossibili‑
tado o avanço do vírus em várias partes da planta. Esse resultado 
pode ter contribuído para a redução dos sintomas observados 
nas plantas tratadas com AS aos 30 DAI (quando aplicado ape‑
nas uma vez) e aos 45 DAI (quando aplicado semanalmente).

Segundo Sanchez et al. (2000), o nível de polifenoloxi‑
dase pode variar de acordo com a espécie e cultivar de planta e 
também com as condições do ambiente. Sua ativação pode ser 
induzida por estresse, como a infecção por bactérias, fungos e 
vírus, que, consequentemente, promove o início do processo 
de oxidação dos compostos fenólicos que poderão impedir 
a penetração do patógeno. A polifenoloxidase atua na pro‑
dução de lignina, que atua como uma barreira estrutural de 
defesa contra ataques de fitopatógenos e insetos (Thipyapong; 
Steffens, 1997).

Dessa forma, os dados obtidos no presente estudo suge‑
rem que aplicações exógenas de AS podem ser uma alternativa 
na indução de resposta de defesa para a redução da severi‑
dade dos sintomas do EFM. O AS promoveu o aumento da 
atividade da peroxidase e polifenoloxidase, PRs que atuam 
como defesa. Sugere‑se que o AS pode representar uma fer‑
ramenta adicional no manejo do EFM.
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