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RESUMO: Lychnophora pohlii Sch. Bip., espécie conhecida como arnica, é 

muito utilizada na medicina popular, no entanto, o conhecimento sobre os aspectos 

básicos da sua propagação é escasso. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

estabelecer metodologias de desinfestação e germinação in vitro de L. pohlii. 

Inicialmente avaliou-se a imersão das cipselas em hipoclorito de sódio (2,5 e 5%) 

durante 5, 10, 15, 20 e 25 minutos. No segundo teste avaliou-se a desinfestação 

em ácido sulfúrico por 5, 10, 15, 20 e 25 minutos, e em hipoclorito de sódio 5% 

por 20 e 25 minutos acrescida ou não de etapa anterior de imersão em fungicida 

(1 gL-1) por 15 minutos. No terceiro teste fez-se a desinfestação em ácido sulfúrico 

durante 5 e 10 minutos, posteriormente inoculou-se as cipselas em meio de cultura 

contendo GA3 (0, 1, 2 e 4 mgL-1). Quando se avaliou o uso de hipoclorito de sódio, 

menor taxa de contaminação (63%) foi obtida com hipoclorito de sódio a 5% 

quando comparada à taxa de 83% na concentração de 2,5%, não havendo 

influência dos tempos de imersão. No segundo teste observou-se que o uso de 

ácido sulfúrico permitiu a obtenção das menores taxas de contaminação. Para a 

germinação, a imersão em ácido sulfúrico por 10 minutos foi mais eficiente (40%) 

quando comparada ao tempo de 5 minutos (31%), sendo desnecessário adicionar 

GA3 no meio. Assim, para estabelecimento de L. pohlii in vitro o tratamento das 

cipselas com ácido sulfúrico é mais adequado por permitir a desinfestação e 

aumentar a germinação. 
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ABSTRACT: Lychnophora pohlii Sch. Bip., a species known as arnica, is widely 

used in folk medicine, however, knowledge about the basic aspects of its spread is 

scarce. Thus, the objective of this work was to establish disinfestation and in vitro 

germination methodologies for L. pohlii. Initially, immersion of the cypselas in 

sodium hypochlorite (2.5 and 5%) was evaluated for 5, 10, 15, 20 and 25 minutes. 

In the second test, disinfestation in sulfuric acid was evaluated for 5, 10, 15, 20 

and 25 minutes, and in sodium hypochlorite 5% for 20 and 25 minutes, with or 

without the previous fungicide immersion step (1 gL-1) for 15 minutes. In the third 

test, disinfestation in sulfuric acid was carried out for 5 and 10 minutes, then the 

cypselas were inoculated in culture medium containing GA3 (0, 1, 2 and 4 mgL-1). 

When the use of sodium hypochlorite was evaluated, a lower contamination rate 

(63%) was obtained with sodium hypochlorite at 5% when compared to the rate 

of 83% at a concentration of 2.5%, with no influence on immersion times. In the 

second test, it was observed that the use of sulfuric acid allowed to obtain the 

lowest contamination rates. For germination, immersion in sulfuric acid for 10 

minutes was more efficient (40%) when compared to the time of 5 minutes (31%), 

being unnecessary to add GA3 in the medium. Thus, for the establishment of L. 

pohlii in vitro, the treatment of cypselas with sulfuric acid is more appropriate 

because it allows disinfestation and increases germination. 
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Introdução 

O gênero Lychnophora pertence à família 

Asteraceae, é representado por espécies conhecidas 

popularmente como arnicas, que são abundantes nos 

campos rupestres, possuem características 

medicinais e são endêmicas no Brasil (Gobbo-Neto 

et al. 2017; Vieira et al. 2019). As espécies do gênero 

possuem capacidade de adaptar-se a diferentes 

ambientes, além de possuírem, como principais 

características, a inflorescência do tipo capítulo e 

fruto cipsela (Silva et al. 2013), sendo cipselas 

definidas como frutos complexos, secos, 

indeiscentes, uniloculares, com uma única semente 

não aderida ao pericarpo e originários de um ovário 

inferior (Marzinek et al. 2008). 

Lychnophora spp. têm sido utilizadas como 

fonte prospectiva de produtos naturais, por 

possuírem capacidade anti-inflamatória e agente 

analgésico (Gobbo-Neto et al. 2017; Vieira et al. 

2019), considerado fonte promissora de compostos 

bioativos (Conti et al. 2016). Extratos de 

Lychnophora pohlii Sch. Bip. podem ser uma 

ferramenta importante no tratamento de muitas 

doenças inflamatórias crônicas (Kanashiro et al. 

2006), utilizados até contra formas tripomastigotas 

de Trypanosoma cruzi (Grael et al. 2005). 

L. pohlii ocorre no estado de Minas Gerais, 

no planalto de Diamantina e adjacências, habitando 

os Campos Rupestres do Cerrado, sendo encontrada 

em cinco locais em situação de ameaça (Silveira et 

al. 2016) devido à pressão das ações antrópicas como 

a mineração, a expansão urbana, o turismo, a 

agricultura, a criação de gado e as queimadas 

(CNCFlora 2012). Apesar da evidente importância 

da espécie e sua grande vulnerabilidade, haja vista 

ser endêmica de ambientes ameaçados (Amaral et al. 

2006), são poucos os trabalhos que abordam suas 

formas de propagação (Silva et al. 2015a). 

Em estudos de propagação sexuada de 

espécies da família Asteraceae é comumente 

relatado que o desempenho germinativo é 

dependente das condições ambientais típicas do local 

de crescimento da espécie, e também está associada 

à maturação desuniforme de sementes, presença de 

sementes mal formadas ou sem embrião (Dayrell et 

al. 2016; Cássero et al. 2018). Além disso, outras 

dificuldades podem ser encontradas no processo de 

propagação in vitro, como a contaminação do 

material vegetal. A desinfestação do material vegetal 

propagado in vitro é frequentemente realizada pela 

destruição química dos microrganismos por meio de 

compostos esterilizantes como álcool, hipoclorito de 

sódio, fungicidas, ácido sulfúrico, dentre outros 

(Pasqual et al. 2012). 

Estudos sobre o tipo de substância a ser 

utilizada na desinfestação de explantes, sua 

concentração e tempo de exposição são alguns dos 

fatores de grande importância no estabelecimento de 

uma cultura in vitro, uma vez que essas soluções 

desinfestantes podem também ocasionar injúrias e 

estresse no material vegetal (Taiz e Zeiger 2013). A 

construção de conhecimentos sobre aspectos 

relacionados à desinfestação e germinação de L. 

pohlii podem auxiliar na conservação da espécie em 

seu ambiente de ocorrência, bem como na produção 

de mudas para variados fins, assegurando assim sua 

perpetuação.  

Neste sentido este trabalho teve como 

objetivo, estabelecer metodologias de desinfestação 

e germinação in vitro de cipselas de Lychnophora 

pohlii. 

 

Material e Métodos 

Material vegetal e condições de cultivo 

As cipselas foram coletadas no Campus JK, 

da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 

e Mucuri (UFVJM), nas coordenadas geográficas 

18°12'09''S, 43º34'01''W e altitude média de 1375 

metros, no município de Diamantina, Minas Gerais.  

Após a coleta, foram beneficiadas e armazenadas em 

condições de temperatura e luminosidade ambiente. 

Antes da instalação dos experimentos, as cipselas 

foram imersas em água destilada sob agitação por 3 

minutos, com descanso de 10 minutos para 

separação das que se depositaram no fundo do 

recipiente (submersas) para serem utilizadas nos 

experimentos, de acordo com método de separação 

por densidade proposto por Hammerton et al. (1989) 

e já aplicado para outras espécies do mesmo gênero 

(Melo et al. 2009).   

Os experimentos de cultivo in vitro foram 

conduzidos no Laboratório de Melhoramento 

Florestal, do Departamento de Engenharia Florestal 

da UFVJM. Em todos os testes utilizou-se o meio de 

cultura MS (Murashige e Skoog 1962) acrescido de 

0,1 gL-1 de mio-inositol, 30 gL-1 de sacarose, 0,8 gL-

1 de polivinilpirrolidona e 5 gL-1 de ágar. Antes da 

adição do ágar, fez-se o ajuste de pH para 5,7±0,1. 

Utilizou-se tubos de ensaio (57 mL de capacidade) 

contendo 10 mL de meio de cultura, vedados com 

tampas de polipropileno. A esterilização foi 

realizada em autoclave à temperatura de 121ºC e 

pressão de 1 atm, por 15 minutos.  

Durante a desinfestação, antes da aplicação 

dos tratamentos, as cipselas selecionadas foram 

lavadas em água corrente, enxaguadas em água 

destilada autoclavada e imersas em solução de álcool 

70% por 30 segundos. Após a aplicação dos 

tratamentos de desinfestação, foram enxaguadas em 

água destilada autoclavada e inoculadas em meio de 

cultura. A desinfestação e inoculação das cipselas 

foram realizadas em câmara de fluxo laminar.  Após 

a inoculação, os propágulos foram mantidos em sala 

de cultura sob fotoperíodo de 16 horas com 

intensidade luminosa de 40 µmolm-2s-1 e temperatura 

de 25±2ºC. 
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Desinfestação em hipoclorito de sódio 

Em câmara de fluxo laminar, testou-se a 

desinfestação das cipselas em solução de hipoclorito 

de sódio nas concentrações 2,5 e 5% durante 5, 10, 

15, 20 e 25 minutos de imersão. Adicionou-se 4 

gotas de Tween 20 para cada 100 mL de solução de 

hipoclorito de sódio. O experimento foi realizado em 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) em 

esquema fatorial 2x5, com quatro repetições, cinco 

cipselas por repetição e uma por tubo de ensaio. A 

taxa de contaminação foi avaliada por um período de 

60 dias. 

 

Hipoclorito de sódio, fungicida e ácido sulfúrico 

Para desinfestação das cipselas, testaram-se 

diferentes soluções desinfestantes e tempos de 

imersão na composição dos tratamentos. As soluções 

utilizadas foram hipoclorito de sódio 5%, acrescida 

de quatro gotas de Tween 20 para cada 100 mL de 

solução; solução fungicida Orthocide® na 

concentração 1 gL-1; ácido sulfúrico a 98%. Com o 

ácido sulfúrico a 98%, os propágulos não receberam 

o procedimento inicial padrão de desinfestação. Os 

tratamentos aplicados no presente experimento são 

apresentados na tabela 1. 

O experimento foi realizado em DIC com oito 

tratamentos, quatro repetições contendo cinco 

cipselas por repetição e uma por tubo de ensaio. 

Avaliou-se a contaminação por um período de 60 

dias

Tabela 1. Tratamentos de desinfestação de cipselas de Lychnophora pohlii. 

Identificação do tratamento Detalhes do tratamento 

NaClO (20) Hipoclorito de sódio por 20 minutos 

NaClO (25) Hipoclorito de sódio por 25 minutos 

Fung+NaClO (20) Fungicida por 15 minutos + hipoclorito de sódio por 20 minutos 

Fung+NaClO (25) Fungicida por 15 minutos + hipoclorito de sódio por 25 minutos 

H2SO4 (5) Ácido sulfúrico 98% por 5 minutos 

H2SO4 (10) Ácido sulfúrico 98% por 10 minutos 

H2SO4 (15) Ácido sulfúrico 98% por 15 minutos 

H2SO4 (20) Ácido sulfúrico 98% por 20 minutos 

 

Ácido sulfúrico e GA3 

Para desinfestação, as cipselas foram imersas 

em solução de ácido sulfúrico a 98% durante 5 e 10 

minutos. Posteriormente foram inoculadas em tubos 

de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS 

acrescido de GA3 nas concentrações 0, 1, 2 e 4mgL-

1. O experimento foi conduzido em DIC, em 

esquema fatorial 2x4, totalizando oito tratamentos, 

quatro repetições, cinco cipselas por repetição sendo 

uma por tubo de ensaio. Avaliou-se a germinação 

diariamente por um período de 70 dias. 

 

Análise de dados 

Os dados obtidos foram submetidos à análise 

de variância, após testados os pré-requisitos 

estatísticos, com o auxílio do software estatístico R 

versão 3.5.0 (R Core Team 2018), utilizando o 

pacote ExpDes, versão 1.1.2 (Ferreira et al. 2014). 

 

Resultados 

Desinfestação em hipoclorito de sódio 

Os fatores concentração de hipoclorito de 

sódio e tempos de imersão nas soluções agiram de 

forma independente na desinfestação de cipselas de 

L. pohlii. A concentração da solução de hipoclorito 

de sódio a 5% permitiu obtenção de menor taxa de 

contaminação (63%) quando comparada à 

concentração de 2,5%, onde se observou 83% de 

contaminação. Os tempos de imersão na solução não 

influenciaram as taxas de contaminação. O 

coeficiente de variação do teste foi de 26,38%. 

 

Desinfestação em hipoclorito de sódio, fungicida e 

ácido sulfúrico 

 As taxas de contaminação das cipselas de L. 

pohlii foram influenciadas pelos tratamentos de 

desinfestação utilizados. O uso do ácido sulfúrico, 

observado nos tratamentos H2SO4 (5), H2SO4 (10), 

H2SO4 (15) e H2SO4 (20), proporcionou as menores 

taxas de contaminação (Tabela 2). O coeficiente de 

variação foi de 28,77%. 

 

Tabela 2. Valores médios de contaminação de 

cipselas de Lychnophora pohlii, sob diferentes 

tratamentos de desinfestação, após 60 dias de cultivo 

in vitro. 

Tratamento Contaminação (%) 

NaClO (20) 95 a 

Fung+NaClO (20) 95 a 

Fung+NaClO (25) 90 a 

NaClO (25) 85 ab 

H2SO4 (10) 45 bc 

H2SO4 (5) 25 c 

H2SO4 (15) 25 c 

H2SO4 (20) 25 c 

Médias seguidas de letras iguais não são 

significativamente diferentes pelo teste de Tukey em 

nível de 95% de probabilidade. 
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Ácido sulfúrico e GA3 

 Não houve interação entre os fatores ácido 

sulfúrico e GA3 na germinação das cipselas de L. 

pohlii. A germinação foi influenciada pelo tempo de 

imersão em solução de ácido sulfúrico a 98%, sendo 

maior no tempo de 10 minutos (39,75%) quando 

comparada ao tempo de 5 minutos (31,25%). As 

concentrações de GA3 utilizadas no meio de cultura 

não influenciaram as taxas de germinação. Para 

todos os tratamentos, a germinação teve início a 

partir do 21º dia após a inoculação em meio de 

cultivo (Figura 1). O coeficiente de variação do teste 

foi de 52.81%.

 

Figura 1. Percentual de germinação de cipselas de Lychnophora pohlii in vitro, ao longo de 70 dias, submetidas a 

tratamentos com ácido sulfúrico (H2SO4) e ácido giberélico (GA3). 

Discussão 

A etapa de introdução de material vegetal em 

condições in vitro é complexa devido aos altos 

percentuais de contaminação pela proliferação de 

bactérias e fungos, difíceis de serem eliminados 

(Alfenas et al. 2009; Xavier et al. 2013). O uso de 

substâncias desinfestantes como etanol, hipoclorito 

de sódio e de cálcio, peróxido de hidrogênio, ácido 

clorídrico, ácido sulfúrico são relatados como 

eficientes na descontaminação de diferentes 

explantes de espécies vegetais (Silva et al. 2015b; 

Lazo-Javalera et al. 2016; Silva et al. 2016; Müller 

et al. 2017). 

O hipoclorito de sódio é uma das substâncias 

mais utilizadas na desinfecção de material vegetal. 

Bevilacqua et al. (2011), no trabalho com Calendula 

officinalis, encontraram influência do tempo de 

imersão em hipoclorito de sódio a 2,5% na 

desinfestação das sementes, sendo os maiores 

tempos os mais eficientes. As taxas de contaminação 

das sementes podem variar muito com a 

concentração da solução desinfestante, e também 

com o tempo de exposição (Ferreira et al. 2009). No 

presente trabalho, houve redução da contaminação 

com o aumento na concentração de hipoclorito de 

sódio, no entanto, o uso de ácido sulfúrico mostrou-

se ainda mais eficiente. 

Além da contaminação, outro aspecto 

importante para a continuidade do processo de 

propagação in vitro é a germinação das sementes 

inoculadas. Algumas espécies vegetais, para 

aumentarem as taxas de germinação, requerem 

métodos específicos de tratamento de sementes 

dependendo dos tipos de dormência que apresentam. 

No entanto, a escarificação do revestimento de 

sementes duras usando ácido sulfúrico é uma boa 

alternativa em muitos casos (Tiwari et al. 2018). 

Muitos são os trabalhos que corroboram a 

eficácia do ácido sulfúrico na quebra de dormência 

física de sementes de várias espécies (Okunomo 

2010; Bhardwaj et al. 2016; Labbafi et al. 2018; 

Tiwari et al. 2018). Para Psidium cattleianum a 

escarificação ácida das sementes com ácido sulfúrico 

é mais efetiva em aumentar porcentagens de 

germinação in vitro que a escarificação mecânica 

(Freire et al. 2017). Porém, também são encontrados 

na literatura trabalhos que abordam o efeito 

prejudicial do ácido na germinação (Alves et al. 

2007).  

Em testes com sementes de Capparis 

spinosa, que apresentam dormência devido à 

presença de inibidores e ao duro revestimento das 

sementes, foi relatada a importância do uso de ácido 

sulfúrico e GA3 para aumento em até 75% na taxa de 

germinação (Labbafi et al. 2018). Para Parkia 

bicolor a maior taxa de germinação foi registrada 

quando as sementes foram tratadas com ácido 

sulfúrico, indicando que o ácido aumenta a 

permeabilidade da semente (Okunomo 2010). Além 

disso, a adição de ácidos pode alterar os níveis de pH 

das soluções que envolvem o embrião e, devido a 

níveis de pH específicos necessários para a 
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germinação, o processo de germinação pode ser 

afetado (Baskin e Baskin 2014). 

Outro fator importante sobre o uso de ácido 

sulfúrico é o tempo de exposição, que pode reduzir 

significativamente a germinação das sementes, 

devido ao possível dano causado ao embrião ou 

incapacidade de quebrar a dormência física 

(Bhardwaj et al. 2016). Sementes tratadas em ácido 

concentrado por um curto período de tempo tendem 

a apresentar melhor desempenho na germinação. Em 

contrapartida, a exposição por períodos maiores em 

ácido aumenta o risco de danificar os tecidos, 

dificultando a germinação (Olatunji et al. 2012; 

Oyebamiji e Ogo 2019). No presente trabalho, foi 

possível observar a superioridade do ácido sulfúrico 

sobre a desinfestação de cipselas de L. pohlii, além 

de aumentar o potencial germinativo da espécie, que 

possivelmente não teve seu embrião danificado pelo 

efeito corrosivo do ácido sulfúrico, mesmo em 

tempos de imersão de 20 minutos. 

 Uso de giberelinas também é relatado para 

aumentar taxas de germinação de sementes (Kandari 

et al. 2012; Bhardwaj et al. 2016), porém os 

resultados são variáveis. Para Psidium cattleianum 

alguns autores observaram a influência positiva do 

uso de GA3 na taxa de germinação das sementes, 

enquanto em outro estudo houve efeito negativo 

quanto à germinação e vigor das plantas obtidas 

(Tomaz et al. 2011; Freire et al. 2017). 

 O efeito das aplicações exógenas de GA3 na 

germinação de sementes é dependente de outros 

fatores, como a concentração endógena de ácido 

abscísico e outros compostos inibidores presentes na 

semente (Taiz e Zeiger 2013), além de serem 

específicos, variando entre diferentes espécies do 

mesmo gênero, ou mesmo dentro da mesma espécie 

(Kumar et al. 2012). Para L. pohlii, em condições in 

vitro, é possível obter bons resultados na germinação 

com ausência de aplicações exógenas de GA3. 

 

Conclusões 

Dentro das condições experimentais testadas, 

pode-se concluir que: 

• O uso de hipoclorito de sódio 5% permite a 

desinfestação de cipselas de L. pohlii inoculados in 

vitro; 

• A imersão em ácido sulfúrico por até 20 

minutos pode ser utilizada para aumentar as taxas de 

desinfestação e germinação de cipselas de L. pohlii; 

• É dispensável a utilização de GA3 em meio 

de cultivo para estimular a germinação de cipselas de 

L. pohlii tratadas com ácido sulfúrico. 
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