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INTRODUCAO Dentre os virus que afetam a cultura, o Strawberry
mild yellow edge potexvirus (SMYEPV) destaca-se por
ter ampla disseminagdo mundial e pelo impacto nega-
tivo no desempenho agronémico, causando redugao
da area foliar, menor produgéo e desuniformidade no
estande (Xiang et al., 2020). A infec¢éo por SMYEPV
frequentemente passa despercebida pela auséncia
de sintomas marcantes, o que reforca a necessidade
de métodos sensiveis para detecgdo (Rowhani et al.,
1998). Assim, Programas de Melhoramento e Certifi-
cagao Fitossanitaria exigem ferramentas diagnosticas
que sejam simultaneamente precisas, acessiveis e
aplicaveis em rotina laboratorial.

O cultivo do morangueiro (Fragaria * ananassa
Duch.) tem-se expandido para regides nao tradi-
cionais, como o Norte de Minas Gerais, onde as
condigcbes de clima semiarido impdem limitagdes
ao estabelecimento e a produtividade das plantas
(Embrapa Clima Temperado, 2016). A selecao de ge-
noétipos adaptados a ambientes de alta temperatura e
radiagao tornou-se essencial, razao pela qual o Ban-
co Ativo de Germoplasma (BAG) da EPAMIG Norte -
Campo Experimental do Gorutuba (CEGR), Nova
Porteirinha, MG, desempenha papel estratégico na
conservagao e na avaliagdo de materiais genéticos
com potencial regional. Esses programas dependem
diretamente de mudas sadias, dado que a presenca
de patdgenos virais compromete o vigor, o cresci- O teste colorimétrico — Enzyme-Linked
mento e a produgdo, mesmo em plantas que perma- Immunosorbent Assay (ELISA) permanece como
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necem assintomaticas ao longo do ciclo. uma das metodologias mais utilizadas para diagnos-
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tico viral em morangueiro, combinando simplicidade
operacional e elevada sensibilidade (Clark; Adams,
1977; Ferri et al., 2020). A quantificagcao colorimétri-
ca pode ser aprimorada por meio de analises digitais
com base no sistema CIE L*a*b*®, que traduz a colo-
ragdo da reacao em parametros numéricos reproduti-
veis, especialmente o componente b*, util para discri-
minar a formag¢ao do cromoégeno (Gonzalez; Woods,
2018). Dessa forma, a padronizagéo e a aplicagao do
teste colorimétrico ELISA associadas a andlise ins-
trumental representam uma estratégia robusta para
o monitoramento sanitario dos gendtipos do BAG, da
EPAMIG Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG, con-
tribuindo para a seguranca e a eficiéncia dos Progra-
mas de Melhoramento regional.

As analises foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) - Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA), Campus
Montes Claros, MG, utilizando-se 40 amostras foliares
de morangueiro, oriundas do BAG da EPAMIG Norte -
CEGR, Nova Porteirinha, MG. Cada amostra foi proces-
sada em duplicata, totalizando 80 reagdes, distribuidas
em placa de ELISA de 96 pocos, conforme metodologia
consolidada para deteccao viral em tecidos vegetais
(Clark; Adams, 1977; Ferri et al., 2020). Os controles
positivos e negativos foram alocados na coluna 12, en-
quanto uma linha adicional foi reservada ao controle
de fundo, contendo apenas tampéao, procedimento re-
comendado para minimizar interferéncias e auxiliar na
definicado de ponto de corte (Diaz-Lara et al., 2021).

As folhas foram maceradas em tampdo de
extragdo, na proporcado 1:10 (m:v)'°, e os extratos
aplicados a placa, previamente sensibilizada com an-
ticorpo especifico para SMYEPV. Apds incubacgéo a
25 °C, por 1 hora, a placa foi submetida a lavagens
sucessivas com solugéo tampao de lavagem PBS-
Tween 0,05%, seguida da adi¢cdo do anticorpo con-
jugado enzimaticamente. O desenvolvimento colori-
métrico foi realizado com substrato p-nitrofenil fosfato
(PNPP), e a leitura das reagdes ocorreu apos 30
minutos em espectrofotometro a 405 nm', conforme
protocolos amplamente utilizados em diagnoésticos fi-
tossanitarios.

Para complementar a leitura visual, foram cap-
turadas imagens digitais da placa sob iluminacao pa-
dronizada. Os valores RGB'? dos pocos foram extra-
idos e convertidos para o espago de cor CIE L*a*b*,
permitindo a analise instrumental da reagdo cromo-
génica. O parametro b*, que expressa a intensidade
da componente amarela, foi utilizado como indicador
quantitativo da presenca do produto enzimatico, con-
forme metodologia recomendada para analise objetiva
de ensaios colorimétricos (Gonzalez; Woods, 2018).
Reagdes com b* = 30 foram consideradas positivas,
valor definido a partir da calibragdo com os contro-
les e de acordo com evidéncias descritas na litera-
tura sobre diferenciagao cromatica em testes ELISA
(Clark; Adams, 1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia do teste colorimétrico ELISA
permitiu distinguir com precisado os controles utiliza-
dos na placa, confirmando a sensibilidade para de-
teccdo do SMYEPV. Os pogos positivos (A12 e B12)
apresentaram coloragdo amarelo-intensa, enquan-
to os controles negativos permaneceram incolores,
como apresentado na Figura 1. Essa distingao visual
esta de acordo com o comportamento esperado para

Figura 1 - Placa de teste ELISA apo6s desenvolvimento da
reacao enzimatica
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Nota: ELISA - Enzyme-Linked Imunosorbent Assay.
Observam-se controles positivos nos pocos A12 e
B12 e negativos em C12 e D12.

°0 sistema CIE L*a*b* é constituido por trés eixos, a coordenada L*, que representa a luminosidade ou claridade, a co-
ordenada a*, que representa o eixo vermelho-verde, € a coordenada b*, que representa o eixo amarelo-azul (Bonfatti

Junior; Lengowski, 2018).
°m:v - massa:volume.
""nm - nanémetro.
?RGB - Red (vermelho), Green (verde) e Blue (azul).
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reagbes enzimaticas no teste ELISA (Clark; Adams,
1977; Ferri et al., 2020).

A analise instrumental dos valores RGB con-
vertidos para o sistema CIE L*a*b* confirmou os
resultados visuais. Os valores de b* dos controles
positivos foram elevados (43,64 e 34,55), enquanto
0s negativos apresentaram valores proximos de zero
(2,52 e 1,00), conforme mostrado na Tabela 1. A dife-
renga clara entre esses grupos reforga a utilidade do
parametro b* como discriminador quantitativo do de-
senvolvimento da reag&o (Gonzalez; Woods, 2018).

Ao aplicar o ponto de corte estabelecido (b* = 30),
todas as 40 amostras avaliadas apresentaram valo-
res semelhantes aos controles negativos, indicando
auséncia de interagao viral detectavel. Esses resul-
tados sugerem que o material do BAG da EPAMIG
Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG, encontra-se
livre do SMYEPV, situacao desejavel em Programas
de Melhoramento e Certificagao Sanitaria (Diaz-Lara
et al., 2021).

De forma geral, a combinagéo entre a leitura
visual e a anadlise instrumental demonstrou-se efi-
ciente, pratica e reprodutivel, reforcando o potencial
do teste colorimétrico ELISA para uso rotineiro em
triagens fitossanitarias regionais.

CONSIDERAGOES FINAIS

A aplicagéo do teste colorimétrico ELISA, as-
sociada a analise instrumental do parametro b* do
sistema CIE L*a*b*, mostrou-se eficaz e reprodutivel
para discriminar reagbes positivas e negativas na
detecgdo do SMYEPV, corroborando sua adequa-
¢ao para diagnésticos fitossanitarios de rotina (Ferri
et al., 2020). Todas as amostras avaliadas apresen-
taram valores compativeis com auséncia do virus,
indicando que o material do BAG da EPAMIG Nor-
te - CEGR, Nova Porteirinha, MG, encontra-se sani-
tariamente apto para continuidade de atividades de
melhoramento e multiplicagdo, em consonancia com

recomendacbes de manejo e certificacdo vegetal
(Diaz-Lara et al., 2021). Dessa forma, o protocolo pa-
dronizado configura uma ferramenta pratica, de baixo
custo e tecnicamente confiavel para monitoramento
da sanidade do morangueiro em regides emergentes
de cultivo.
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Tabela 1 - Valores de RGB e CIE L*a*b* (parametro b*) obtidos dos pogos de controle da placa de ELISA

Poco R G B L* a* b* Observagao

A12 180 189 100 74.202 -16.240 43.644 Controle positivo
B12 157 163 95 65.112 -12.754 34.547 Controle positivo
Cc12 248 251 245 98.251 -2.040 2.522 Controle negativo
D12 250 250 248 98.222 -0.35 1 Controle negativo

Fonte: Elaboragéo da autora Débora Ferreira de Souza.

Nota: R - Red; G - Green; B - Blue; L* - Luminosidade; a* - Variagéo entre verde (-) e vermelho (+); b* - Variagdo entre azul (-)

e amarelo (+).
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