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ABSTRACT

O género Stylosanthes spp. possui elevada relevancia
para sistemas forrageiros no Semiarido, porém a
auséncia de padronizacao do teste de tetrazodlio para
acessos silvestres limita a avaliacao da viabilidade de
sementes em bancos de germoplasma. Este estudo teve
como objetivo padronizar o teste de tetrazolio para
avaliacao do vigor e da viabilidade de sementes de
Stylosanthes spp. conservadas no Banco de
Germoplasma de Forrageiras da Universidade Estadual
de Feira de Santana (BGF-UEFS). Foram avaliados 14
acessos, utilizando-se concentracdes de 0,5%, 0,75% e
1,0% do reagente, com definicao de padroes de
coloracdo associados as classes de vigor e viabilidade.
A concentracao de 0,75% foi a mais eficiente,
permitindo a definigao de seis classes e trés subgrupos,
totalizando dezoito padrdes de coloracao. Os acessos
BGF14-098, BGF14-238 e BGF14-254 apresentaram
maior vigor, enquanto BGF14-039, BGF14-042, BGF 14-
064 e BGF14-226 indicaram baixa viabilidade. A
padronizacdo proposta contribui para maior precisao
na avaliacao fisiologica de sementes, com implicacoes
para a conservacao de germoplasma e a seguranca
forrageira no Semidrido brasileiro.

Palavras-chave: Conservacdo de germoplasma;
Semidrido; Viabilidade; Vigor de sementes.

The genus Stylosanthes spp. is highly relevant for
forage systems in semi-arid regions however, the lack
of standardization of the tetrazolium test for wild
accessions limits the assessment of seed viability in
germplasm banks. This study aimed to standardize the
tetrazolium test to evaluate the vigor and viability of
Stylosanthes spp. seeds conserved in the Forage
Germplasm Bank of the State University of Feira de
Santana (BGF-UEFS). Fourteen accessions were
evaluated using reagent concentrations of 0.5%, 0.75%,
and 1.0%, with the establishment of coloration
patterns associated with vigor and viability classes. The
0.75% concentration proved to be the most efficient,
allowing the definition of six classes and three
subgroups, totaling eighteen coloration patterns.
Accessions BGF14-098, BGF14-238, and BGF14-254
showed higher vigor, whereas BGF14-039, BGF14-042,
BGF14-064, and BGF14-226 exhibited low viability.
The proposed standardization improves the accuracy
of physiological seed evaluation, with implications for
germplasm conservation and forage security in semi-
arid regions.

Keywords: Germplasm conservation; Seed vigor;
Semi-arid region; Viability.
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1 INTRODUGAO

As leguminosas forrageiras do género Stylosanthes Sw. (Fabaceae Lindl.) sao
origindrias da América Central, América do Sul e Africa, mas seu cultivo foi expandido
para outras regioes, como a China, devido a sua relevancia economica (Liu et al. 2022).
Com cerca de 50 espécies descritas, o Brasil é o principal centro de origem do género,
concentrando 38 dessas espécies, das quais muitas sao endémicas e encontram-se
predominantemente nas regioes Centro-Oeste e Nordeste, incluindo o semiarido baiano
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2025). Essas espécies destacam-se pela elevada adaptacao
ao déficit hidrico e a baixa fertilidade dos solos, além de apresentarem alta producao de
biomassa, sendo amplamente utilizadas em sistemas produtivos em programas de
recuperacao ambiental (Andrade e Karia, 2000).

A avaliacao da qualidade fisiolégica de sementes é essencial para o uso eficiente
dessas espécies em sistemas produtivos. Entre os métodos disponiveis, o teste de
tetrazélio (TCT) destaca-se como uma técnica rdpida, sensivel e amplamente empregada
na determinacao da viabilidade de sementes. Esse método baseia-se na atividade das
enzimas desidrogenases, responsaveis pela reducao do sal de cloreto 2,3,5-
trifeniltetrazélio em trifenilformazan, composto que confere coloragao aos tecidos
metabolicamente ativos. Dessa forma, a intensidade e a distribuicao da coloracao
permitem inferir a viabilidade e o vigor das sementes, uma vez que tecidos viaveis
apresentam coloracao caracteristica, enquanto tecidos mortos permanecem incolores
(Franca-Neto; Krzyzanowski, 2021).

No contexto da conservacao de recursos genéticos, a avaliacao da viabilidade de
sementes € essencial para monitorar a qualidade fisioldgica e garantir a longevidade do
material armazenado. O Banco de Germoplasma de Forrageiras da Universidade Estadual
de Feira de Santana (BGF-UEFS) desempenha um papel estratégico na conservacao de
sementes de Stylosanthes spp., abrigando mais de 370 acessos coletados principalmente
na Bahia e em regioes adjacentes (Santos-Junior et al. 2022; Silva et al. 2023). Esses
acessos, conservados sob condicoes controladas, representam um valioso recurso para
programas de melhoramento e uso sustentavel, especialmente no Semidrido brasileiro
(Gémez-Campo, 2006).

Apesar darelevancia do género Stylosanthes para sistemas produtivos no Semiarido
brasileiro, ainda nao ha padronizacao especifica do teste de tetrazdlio para avaliacao da
viabilidade de sementes de acessos silvestres conservados em bancos de germoplasma.
Essa lacuna compromete a obtencao de diagnosticos rapidos e precisos sobre a qualidade
fisiologica das sementes, dificultando a tomada de decisao quanto a regeneracao de
acessos e a sua utilizacao em programas de melhoramento genético. Além disso, diante
das mudancgas climaticas e da crescente demanda por sistemas forrageiros resilientes,
torna-se fundamental o desenvolvimento de metodologias que permitam o
monitoramento eficiente do vigor e da viabilidade de sementes, contribuindo para a
seguranca forrageira e a sustentabilidade da producao pecudria em regides semidridas.

Diante desse contexto, este estudo teve como objetivo padronizar o teste de
tetrazdlio para avaliacdo do vigor e da viabilidade de sementes de Stylosanthes spp.
conservadas no Banco de Germoplasma de Forrageiras da Universidade Estadual de Feira
de Santana (BGF-UEFS).
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), com sementes provenientes do Banco de Germoplasma
de Forrageiras (BGF-UEFS). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Germinagao
(LAGER), seguindo os procedimentos descritos nas Regras para Analise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009).

Foram avaliados 14 acessos de Stylosanthes spp., incluindo a Cultivar Campo Grande,
desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA). As sementes,
coletadas em 2014 e armazenadas por aproximadamente 10 anos em recipientes herméticos
contendo silica gel, em temperatura ambiente, visando a manutencao da qualidade fisioldgica,
conforme principios descritos por Gomez-Campo (2006). Os dados de passaporte e origem
geografica dos acessos encontram-se presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Dados de passaporte dos acessos utilizados do BGF-UEFS.

ACESSO ORIGEM COORDENADAS
1 (BGF 14-042) Petrolina, PE 09° 23’ 34’S 40° 30’ 28”0
2 (BGF 14-226) Muquém do Sao Francisco, BA  12° 03’ 54’S 43° 32’ 56’0
3 (BGF 14-093) Wagner, BA 12° 17’ 13”S 41° 10’ 04”0
4 (BGF 14-038) Canarana, BA 11°41°06”’S 41° 46’ 08”0
5 (BGF 14-039) Canarana, BA 11° 41’ 06”’S 41° 46’ 08’0
6 (CULTIVAR)* - -
7 (BGF 14-248) - -
8 (BGF 14-035) Canarana, BA 11°41°06”’S 41° 46’ 08’0
9 (BGF 14-238) - -
10 (BGF 14-230) Ibotirama, BA 12° 11’ 16”’S 43° 13’ 15”0
11 ( BGF 14-098) Itaberaba, BA 12° 31° 40”S 40° 18’ 25”0
12 (BGF 14-254) - -
13 (BGF 14-222) Muquém do Sao Francisco, BA  12° 03’ 54’S 43° 32’ 56’0

14 (BGF 14- 064) - -
*Cultivar Estilosantes Campo Grande.

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

Antes da aplicacao do teste de tetrazolio (TCT), foi conduzido teste de germinacao
seguindo as recomendacoes da RAS (BRASIL, 2009), com o objetivo de estimar a proporcao
de sementes vidveis. As sementes foram submetidas a escarificacdo mecanica com lixa (n°
150), desinfestadas em solucao de hipoclorito de sodio (0,5%) por 10 minutos e
enxaguadas em agua destilada. Em seguida, foram distribuidas em placas de Petri
contendo papel germitest umedecido com volume de 4gua equivalente a duas vezes o0 peso
do papel, sendo incubadas em camaras do tipo B.0.D. a 20/30 °C e fotoperiodo de 12 horas.

A padronizacao do TCT foi inicialmente conduzida na Cultivar Campo Grande. As
sementes foram embebidas em dgua destilada por 18 horas a 25 °C, procedimento adotado
com base em protocolos utilizados em leguminosas, visando facilitar a remocao da testa
e permitir adequada penetracao do reagente. Foram avaliadas trés concentracoes de
cloreto 2,3,5-trifeniltetrazolio (TCT): 0,5%, 0,75% e 1,0%, com incubacao por 18 horas em
ambiente escuro, também em camaras B.O.D.
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Com base nos resultados preliminares, a concentracao de 0,75% foi selecionada
para os demais acessos por proporcionar melhor distincao dos tecidos viaveis. Para todos
os acessos, foram utilizadas quatro repeticoes de 25 sementes, totalizando 100 sementes
por tratamento, garantindo assim a padronizacao amostral.

Apés a incubacao, as sementes foram lavadas em dgua corrente e mantidas
hidratadas para avaliacdo. A andlise foi realizada sob lupa (4x), sendo registrados os
padroes de coloracao por meio de imagens digitais posteriormente processadas para
melhor visualizagao.

A partir das imagens coletadas foi possivel identificar os percentuais de viabilidade
e as areas nao coradas dos tecidos, relacionando-os aos resultados obtidos no teste de
germinacao. Com base nesses padroes, foi elaborada uma chave de interpretacao
conforme Ferraz (2012), classificando as sementes em trés categorias: (a) germinaveis
com alto vigor, (b) germinaveis com baixo vigor e (c) ndo germinaveis.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com quatro repetigcoes de
25 sementes por tratamento. Os dados foram organizados em planilha eletronica e
analisados com base na distribuicao percentual das classes de viabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacao ao teste de viabilidade utilizando diferentes concentracoes da solugao
de tetrazdlio, foi possivel estabelecer padroes de coloracao dos tecidos das sementes e
classificad-los segundo sua viabilidade fisioldgica (Figura 1). Embora a RAS (2009) ja
estabeleca diretrizes para o teste em Stylosanthes, este estudo representa uma
contribuicao relevante, pois aplica o protocolo a sementes de acessos nativos que ainda
nao passaram por processos de domesticacao ou selecao.
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Figura 1. Coloracao das sementes de Stylosanthes spp. ap0s incubacao em solucao de cloreto 2,3,5
trifeniltetrazolio (TCT) de diferentes concentragoes, a 30 °C por 18h: A- 0,5%. B- 0,75%. C- 1,0%.
Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

A andlise comparativa entre as diferentes concentracdes (0,5%, 0,75% e 1,0%)
revelou que apenas a solucao a 0,75% foi eficaz na identificacao precisa da viabilidade. A
0,5% os tecidos apresentaram coloracao palida (bege ou esbranquicada), e a 1,0%
mostraram manchas alaranjadas pouco definidas, o que pode levar a interpretacao
equivocada de baixo vigor. Essas coloracoes sugerem baixa atividade das enzimas
desidrogenases, fundamentais para a reacao com o sal de tetrazélio. Estudos similares
confirmam a eficicia da concentracao de 0,75% em sementes de espécies florestais como
Dimorphandra gardneriana Tul., proporcionando coloracao uniforme e adequada a andlise
(Ursulino et al. 2025).

De forma complementar, Silva et al. (2013) relataram dificuldades na avaliacao de
estruturas essenciais em sementes de girassol (Helianthus annuus L.), especialmente
quando foram utilizadas concentrag¢oes reduzidas do reagente por periodos curtos de
exposicao, resultando em coloragoes pouco nitidas ou incompletas. Esses achados
reforcam a necessidade de padronizagao do protocolo para cada espécie, considerando sua
morfologia e composi¢ao. Por outro lado, conforme destacado por Santos et al. (2006), o
alto custo do sal de tetrazdlio e a possibilidade de se obter resultados confidveis com
menor concentracao justificam o uso de solu¢oes mais diluidas, desde que proporcionem
uma coloracao adequada dos tecidos viaveis, capaz de revelar danos fisiolégicos com
precisao.

Complementarmente, Souza, Ohlson e Panobianco (2010) observaram que a
coloracao por imersao em solucao de tetrazolio a 1,0% a 40 °C intensificou
excessivamente a coloracao dos tecidos em sementes de aveia branca (Avena sativa L.),
dificultando a distincao entre tecidos viaveis e inviaveis. Em contrapartida, a coloragao
entre papel permitiu avaliacdo mais precisa da viabilidade. Os autores também
destacaram a importancia de avaliar ambas as metades da semente, especialmente em
espécies com embrioes pequenos, a fim de evitar interpretacoes equivocadas. Essas
consideracoes reforcam a necessidade de ajustes metodologicos em funcao das
caracteristicas morfoldgicas especificas de cada espécie, o que se aplica diretamente as
sementes silvestres de Stylosanthes spp. utilizadas neste estudo.

A solucao de tetrazolio a 0,75% apresentou coloracdo vermelha ou rosada
predominante na regiao do eixo apical-basal, estendendo-se ao tecido de reserva (Figura
5). A coloracao rosada, ja relatada por Wood et al. (2005) para outras espécies, pode indicar
sementes viaveis mesmo quando a difusao do reagente é parcialmente limitada. A partir
dessa padronizacao, foi possivel avancar na categorizacao das sementes por vigor e
viabilidade (Figura 2).
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CLASSES | PADRAO DE COLORACAO | VIABILIDADE

GERMINAVEL

I Embrido rosado ou vermelho,
ALTO VIGOR

cotilédone totalmente corado

GERMINAVEL
ALTO VIGOR

Pouca coloragdo no centro do
cotilédone, embrido corado (drea
corada >50%)

Cotilédones com drea superior a 50%
sem coloragdo, embrides corados. BAIXO VIGOR
NAO

Regido da radicula, plimula e ]
GERMINAVEL

cotilédone sem coloragdo

NAO

GERMINAVEL

| GERMINAVEL
Embrido e cotilédone sem coloragdo |

Embrido e parte dos cotilédone escuros NAO
GERMINAVEL

Figura 2. Padroes de coloracao de sementes de Stylosanthes spp. obtidos a partir dos testes de cloreto
2,3,5 trifeniltetrazolio (TCT) e de germinacao, com as diferentes classes de viabilidade definidas e
associadas ao vigor.

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

A analise das sementes submetidas ao TCT permitiu a definicao de seis classes e
trés subgrupos baseados em dezoito padroes de coloracao. As classes I e II representaram
sementes germindveis com alto vigor, diferenciadas pela uniformidade ou presenca de
pequenas areas sem coloracao. A classe III agrupou sementes germinaveis com baixo
vigor, com cotilédones parcialmente descoloridos. Ja as classes IV e V foram compostas
por sementes invidveis, com auséncia de coloracao em embrides ou cotilédones.

A classe VI, caracterizada pela coloracao escura ou enegrecida dos tecidos (Figura
2), representa um padrao distinto em relacao as classes tradicionalmente descritas para o
teste de tetrazdlio. Esse padrao pode estar associado a estagios avancados de deterioracao
celular, nos quais ocorre perda da integridade das membranas e comprometimento da
atividade metabdlica. Durante esse processo, alteragoes estruturais e bioquimicas podem
interferir na coloracao dos tecidos, resultando no escurecimento observado.
Considerando o periodo prolongado de armazenamento das sementes, é plausivel que o
acimulo de danos ao longo do tempo tenha contribuido para esse padrao. Assim, a classe
VI pode ser interpretada como indicativa de sementes em estagio avancado de
deterioracao, com baixa ou nenhuma viabilidade fisiolégica, embora essa interpretacao
deva ser confirmada por estudos complementares.

Com base na frequéncia dos padrdes de coloracao (Figura 3), observou-se que 50%
das sementes foram classificadas como nao germinaveis (classe V), enquanto apenas 1%
pertenciam a classe III (germinaveis de baixo vigor). As classes I e II, indicativas de vigor
elevado, representaram juntas 20% das amostras, com destaque para os acessos BGF14-
098, BGF14-238 e BGF14-254, que obtiveram os melhores desempenhos.
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m CLASS

Figura 3. Porcentagens das classes de acordo a coloracao de sementes de Stylosanthes spp. obtidos a
partir dos testes de cloreto 2,3,5 trifeniltetrazolio (TCT), com as diferentes classes de viabilidade
definidas e associadas ao vigor.

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

A andlise conjunta dos testes de tetrazolio e germinacao revelou discrepancias para
alguns acessos, como BGF14-093, BGF14-038, BGF14-230 e BGF14-098. Apesar de
apresentarem germinacao superior a 50%, essas amostras foram classificadas como
inviaveis pelo TCT. Essa discordancia também foi observada por Ursulino et al. (2025), que
atribuiram tais variacdes a presenca de substancias protetoras, como mucilagens e
lipidios, que interferem na penetracao do reagente em sementes florestais. Além disso,
Bornand et al. (2024) destacam que adaptagdes morfoanatomicas da semente podem
exigir ajustes especificos nos protocolos de coloracao, especialmente em sementes com
estruturas espessas ou auséncia de aréolas, comprometendo a eficiéncia da coloragao e a
interpretacao dos resultados.

Os resultados que correlacionam as porcentagens de germinacao dos acessos com
as classes de vigor determinadas pelo teste de tetrazélio sao apresentados na Figura 4. Os
acessos 9 (BGF14-238), 11 (BGF14-098) e 12 (BGF14-254) destacaram-se nas classes I e II,
correspondendo a sementes com alto vigor. Por outro lado, embora os acessos BGF14-093
e BGF14-038 tenham registrado taxas de germinacao elevadas (86%), os resultados
obtidos no TCT nao foram compativeis, indicando uma possivel superestimacao da
viabilidade apenas pela germinacao ou limitacao na eficacia desse para os genotipos
estudados.

A divergéncia observada entre os testes evidencia diferencas inerentes aos seus
principios. Enquanto o teste de tetrazolio avalia a integridade metabdlica dos tecidos em
nivel celular, o teste de germinacao reflete a capacidade funcional da semente em
condicoes controladas. Dessa forma, discrepancias podem ocorrer, especialmente em
sementes com tecidos parcialmente deteriorados ou com caracteristicas estruturais que
dificultam a difusdao do reagente. Esses resultados reforcam a importancia da
interpretacdo complementar dos métodos, sobretudo em espécies silvestres, que
apresentam maior variabilidade fisiolégica.
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CLASSES COM BASE NO PADRAO DE COLORACAO

|

e

— .
| ] .

,:_'7_;‘__—%‘___7!7_,
BGF 14- BGF 14- BGF 14- BGF 14- BGF 14- CULTIVAR BGF 14- BGF 14- BGF 14- BGF 14- BGF14- BGF 14- BGF 14- BGF 14-
042 226 093 038 039 248 035 238 230 098 254 222 064

® GERMINAVEL ALTOVIGOR ™ GERMINAVEL ALTOVIGOR ® GERMINAVEL BAIXO VIGOR ® NAO GERMINAVEL ™ NAO GERMINAVEL

Figura 4. Porcentagens das classes com base no padrao de coloracao de sementes de Stylosanthes spp.
obtidos a partir dos testes de cloreto 2,3,5 trifeniltetrazolio (TCT).
Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

Com base nos resultados obtidos, é possivel inferir que a viabilidade das sementes
pode ser confirmada por ambos os testes, germinacgao e tetrazélio, embora adaptagoes
metodolégicas adicionais sejam necessdrias quando se trata de materiais silvestres. Os
testes de vigor, como o TCT, oferecem indicadores sensiveis da qualidade fisiol6gica das
sementes e, segundo Marcos-Filho (2015), complementam as informacoes fornecidas pelo
teste de germinacao, especialmente no diagnoéstico precoce de deterioragao.

Os padroes de coloracao observados refletem diferentes niveis de integridade dos
tecidos, diretamente relacionados a atividade metabdlica das sementes. Em sementes com
maior vigor, a coloracao uniforme indica manutencao da integridade celular e
funcionamento adequado dos sistemas enzimdaticos. Em contraste, areas descoloridas ou
irregulares indicam danos estruturais e reducao da atividade metabdlica, caracteristicas
tipicas de sementes em processo de deterioracao, especialmente sob armazenamento
prolongado.

Quanto a classe VI caracterizada por coloracao escura (preta) no eixo embrionario
e em parte dos cotilédones o acesso BGF14-064 apresentou a menor taxa de germinacao,
coincidindo com a maior frequéncia de sementes nesta categoria. Essas sementes foram
consideradas inviaveis, sem emissao de radicula.

Esse padrao de coloracao escura pode estar associado a estagios avancados de
deterioracao, nos quais ocorre comprometimento da integridade celular e da atividade
metabdlica. Embora ainda nao descrito de forma consistente na literatura, esse
comportamento pode estar relacionado a alteragoes estruturais e bioquimicas decorrentes
do armazenamento prolongado, devendo ser interpretado com cautela e investigado em
estudos futuros.

Do ponto de vista aplicado, a padronizacao do teste de tetrazélio para Stylosanthes
spp. permite a avaliacao rapida da viabilidade de sementes, contribuindo para a tomada
de decisao em bancos de germoplasma, especialmente quanto a necessidade de
regeneracao de acessos. Além disso, a identificacao de materiais com maior vigor pode
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subsidiar programas de melhoramento genético, favorecendo a selecao de gendtipos com
maior potencial adaptativo em condi¢oes de Semiarido.

4 CONCLUSAO

O teste de tetrazélio, na concentracao de 0,75%, mostrou-se eficiente para a
avaliacao do vigor e da viabilidade de sementes de Stylosanthes spp., permitindo a
distingao entre tecidos viaveis e inviaveis.

A padronizacao proposta possibilitou a defini¢ao de seis classes e dezoito padroes
de coloracdao, ampliando a precisao na interpretacao dos resultados em acessos
conservados em banco de germoplasma.

As variagcoes observadas entre os acessos evidenciam diferencas na qualidade
fisiologica das sementes, destacando materiais com maior potencial de uso e outros que
demandam regeneracao.

A presenca da classe VI indica possiveis estagios avancados de deterioracao,
reforcando a importancia do monitoramento continuo das sementes armazenadas.

A metodologia proposta constitui uma ferramenta rapida e eficiente para a gestao
de bancos de germoplasma, com implicacoes para o melhoramento genético e para a
sustentabilidade da producao forrageira no Semiarido brasileiro.
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