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Introdução
O gênero Pinus ocupa cerca de 2 milhões de 

hectares no Brasil, com árvores plantadas para fins 
comerciais, correspondendo a 19% do total da área 
do setor florestal, com destaque para a produção 
de celulose de fibra longa, madeira, resina e bio-
massa energética (Indústria Brasileira de Árvores, 
, 2024). Dentre as espécies cultivadas no Sul do 
País, destaca-se Pinus elliottii Engelm. var. elliottii, 
principal fonte de resina destinada às indústrias de 
cosméticos, pneus, tintas e muitos outros produtos 
(Moreira et al., 2014). No entanto, a produção de 
mudas dessa espécie ainda se baseia predominan-
temente em sementes, o que resulta em elevada 
variabilidade genotípica e compromete a uniformi-
dade dos plantios. A silvicultura clonal, vista como 
alternativa estratégica para aumentar a homogenei-
dade e o rendimento resinífero, enfrenta obstáculos 
significativos, sobretudo devido às dificuldades no 
resgate de material adulto e ao envelhecimento fi-
siológico das árvores-elite. Como consequência, a 
propagação vegetativa de P. elliottii em escala co-
mercial permanece inviável, mantendo os plantios 
dependentes de sementes e limitando o avanço de 

programas voltados à produção de resina (Ishibashi 
et al., 2022).

Nesse contexto, compreende-se que os princi-
pais entraves para o estabelecimento de protocolos 
de clonagem eficientes e reprodutíveis de espécies 
de pínus, seja por estaquia, enxertia ou cultivo in 
vitro, estão diretamente relacionados às caracterís-
ticas do gênero Pinus. A baixa capacidade de re-
generação e a maturidade fisiológica do material 
constituem barreiras determinantes, restringindo a 
propagação vegetativa ao uso de propágulos juve-
nis, resultando em taxas de multiplicação insuficien-
tes para atender à demanda comercial. Além disso, 
a eficiência desses métodos é fortemente influencia-
da pelo genótipo, de modo que indivíduos ou famí-
lias podem apresentar respostas contrastantes sob 
as mesmas condições de propagação (Bonga et al., 
2010). 

Diante destas dificuldades, diversas pesquisas 
têm buscando superar tais limitações, explorando 
técnicas de cultivo in vitro, entre as quais a orga-
nogênese adventícia direta. Nesse processo, as 
células do explante são induzidas a formar meriste-
mas adventícios que originam estruturas unipolares, 
como brotações, que posteriormente necessitam 
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passar pela fase de enraizamento para originar 
plantas clonais (Kareem et al., 2016).

Na organogênese de Pinus spp, a benzilami-
nopurina (BAP) é reconhecida como o regulador 
vegetal mais efetivo na formação de brotações ad-
ventícias, sendo que tanto a concentração quanto 
o tempo de exposição influenciam a qualidade e a 
quantidade de brotações (Moncaleán et al., 2005). 
Outro fator determinante é a composição do meio 
basal, especialmente quanto à disponibilidade de ni-
trogênio, como evidenciado nos meios WV5 (Coke, 
1996) e DCR (Gupta; Durzan, 1985), nos quais o 
primeiro apresenta maiores teores desse nutriente 
em relação ao segundo (Coke, 1996; Oliveira et al., 
2012; Nunes et al., 2018). 

Em P. elliottii, estudos demonstraram que o 
maior número de brotações adventícias foi obtido 
a partir de explantes cotiledonares isolados e culti-
vados por 28 dias em meio contendo GD1 com 66 
µM de BAP, enquanto as brotações de maior altura 
foram observadas após tratamento de pulso, por pe-
ríodo de 14 dias, em meio contendo 22 µM de BAP 
(Bronson; Dixon, 1991). Resultados semelhantes 
foram relatados por Lihua e Xiaoqin (2006) que ve-
rificaram maior frequência e tamanho de brotações 
em embriões zigóticos cultivados em meio GD com 
266 µM de BAP, por 12 e 24 horas, respectivamen-
te. Para P. taeda, por sua vez, a organogênese tem 
sido predominantemente indireta, com maior taxa 
de diferenciação de brotos observada após 12 se-
manas, em meio TE (Tang; Ouyang, 1998) suple-
mentado com ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) ou 
ácido naftalenoacético (ANA) e BAP, em baixas con-
centrações de BAP. Contudo, nota-se ainda a es-
cassez de trabalhos relatados na literatura.

Considerando este cenário, o presente docu-
mento foi elaborado com o objetivo de apresentar 
detalhadamente os procedimentos para a indução e 
o desenvolvimento de brotações adventícias por via 
da organogênese direta de P. elliottii, além dos re-
sultados obtidos nas condições experimentais ado-
tadas. Ressalta-se que, embora as taxas de multi-
plicação nessa fase ainda sejam reduzidas para a 
produção em escala massal, as brotações formadas 
constituem propágulos viáveis e podem ser integra-
das a outros sistemas de regeneração, como a mi-
cropropagação ou embriogênese somática.

O procedimento de organogênese direta em 
P. elliottii var. elliottii deve ser realizado utilizando 
meios específicos: DCR contendo sais e vitaminas, 
suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 7 g L-1 de 
ágar e BAP em regime de pulso e o meio WV5 suple-
mentado com 30 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de carvão 
ativado e 8 g L-1 de ágar.  Os explantes, constituídos 

de embriões zigóticos reduzidos, devem ser inicial-
mente cultivados em meio de indução (MI) compos-
to pelo meio basal de DCR acrescido de 44,4 µM 
de BAP, por 7 dias. Em seguida, realizam-se três 
subculturas de 28 dias cada em meio de desenvolvi-
mento e proliferação de brotações (MDP) composto 
pelo meio basal de DCR acrescido de 0,44 µM de 
BAP. Por fim, as brotações devem ser transferidas 
para meio de alongamento (MA) composto pelo 
meio basal de DCR sem regulador de crescimento, 
por 28 dias.

A condição descrita neste comunicado técnico 
é recomendada como protocolo de referência para 
a indução e desenvolvimento de brotações adven-
tícias, com base nos resultados apresentados na 
Tabela 1. Nesta tabela, o tratamento 2 que corres-
ponde ao procedimento adotado neste comunicado 
apresentou a menor proporção de gemas atrofiadas 
(20,8%) e a maior frequência de brotações, tanto na 
faixa de < 15 mm (45,8%) quanto ≥ 15 mm (8,3%). 
Em contraste, os demais tratamentos apresentaram 
porcentagens mais elevadas de gemas atrofiadas e 
menor produção de brotações de maior porte, evi-
denciando a superioridade do meio e regime adota-
dos (Figura 1).

Metodologia para a indução 
e desenvolvimento de 
brotações adventícias

Material vegetal, reagentes equipamentos 
e cuidados necessários

A metodologia foi desenvolvida utilizando-se se-
mentes maduras de P. elliottii var. elliottii. A conser-
vação adequada das sementes, desde a coleta até 
utilização, é fundamental para garantir a integridade 
do material e o sucesso do cultivo in vitro. Após o 
beneficiamento dos cones, as sementes devem ser 
armazenadas em sacos plásticos em ambiente res-
friado sob temperatura de 4° ± 2 °C, evitando-se flu-
tuações de temperatura que possam comprometer a 
viabilidade dos propágulos.

Para a execução desta metodologia, são neces-
sários infraestrutura e equipamentos básicos de um 
laboratório de cultura de tecidos. O laboratório deve 
contar com salas específicas: sala de preparo de 
meios e soluções, sala de inoculação, sala de cres-
cimento climatizada e sala de lavagem de vidraria e 
de esterilização. Entre os equipamentos essenciais 
destacam-se: balanças de precisão e analítica, pH-
metro, agitador magnético, autoclave, estufa de se-
cagem e esterilização, capela de fluxo laminar, além 
de vidrarias diversas, incluindo frascos de cultura 
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(250 mL), placas de Petri, pinças bisturis, lampari-
nas e materiais descartáveis.

As placas de Petri, frascos e água destilada a 
serem utilizados na assepsia das sementes e na 
inoculação devem ser autoclavados sob tempera-
tura de 121 ºC, por 30-40 minutos. e os meios de 
cultura autoclavados por 15-20 minutos.

Os meios de cultura utilizados apresentam, em 
sua formulação básica, sais e vitaminas de DCR 
(Gupta e Durzan, 1985) e WV5 (Coke, 1996) (Ta-
bela 2), além de sacarose, BAP, carvão ativado e 

ágar. Para a assepsia das sementes, são emprega-
dos agentes desinfestantes tais como peróxido de 
hidrogênio 40V, hipoclorito de sódio comercial com 
2,5% de cloro ativo 50% (v/v) e álcool 70%.  

É importante lembrar que todos os materiais de 
apoio a serem utilizados no interior da câmara de 
fluxo laminar devem estar previamente estereliza-
dos, quando aplicável, borrifados com álcool 70%. 
Os cuidados neste ambiente são essenciais para 
minimizar o risco de contaminação do cultivo in vitro.

Figura 1. Brotações adventícias de Pinus taeda L. formadas por organogênese indireta, a partir 
de tecidos de embriões zigóticos cultivados in vitro. (A) Brotações com desenvolvimento morfo-
lógico normal, individualizadas e bem definidas, com alongamento das acículas; (B) Brotações 
atrofiadas, pequenas e compactas, com acículas curtas e crescimento reduzido.

Tabela 1. Efeitos de tratamentos “pulse” com BAP em meio DCR sobre a organogênese direta de P. elliottii 
var. elliottii, considerando a perda por contaminação (%PER), explantes não responsivos (%NRP), forma-
ção de gemas atrofiadas (%GAT), formação de brotações < 15mm (%BRP) e brotações ≥ 15 mm (%BRM), 
após 120 dias de cultivo.

Tratamento %PER %NRP %GAT %BRP %BRM

1 16,7 ± 13,6 8,3 ± 9,4 66,7 ± 23,6 a 4,2 ± 8,4 b 0,0 ± 0,0

2 25,0 ± 16,7 0,0 ± 0,0 20,8 ± 15,9 b 45,8 ± 8,35 a 8,3 ± 16,7

3 25,0 ± 16,7 8,3 ± 9,6 62,5 ± 20,9 a 4,2 ± 8,4 b 0,0 ± 0,0

4 20,8 ± 8,3 8,3 ± 9,6 50 ± 23,6 a 20,8 ± 8,3a 0,0 ± 0,0

5 29,2 ± 15,9 4,2 ± 8,3 66,7 ± 23,6 a 0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0

6 20,8 ± 15,9 16,7 ± 23,6 62,5 ± 8,4 a 0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0

Tratamentos:  1 - MI /7 dias + MDP com 4,44 µM BAP /85 dias + MA/28 dias; 2 - MI /7 dias + MDP com 0,44 µM BAP/85 
dias + MA/28 dias; 3 - MI/14 dias + MDP com 4,44 µM BAP/78 dias + MA/28 dias; 4. 1. MI/14 dias + MDP com 0,44 µM 
BAP/78 dias + MA/28 dias; 51. MI/28 dias + MDP com 4,44 µM BAP/64 dias + MA/28 dias e 6 - MI/28 dias + MDP com 
0,44 µM BAP/64 dias + MA/28 dias. 

A B
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Meio de cultura 
Os explantes devem ser cultivados em placas 

de Petri contendo 25 mL do meio de indução à or-
ganogênese adventícia (MI), composto por sais e 
vitaminas da formulação DCR suplementado com 
30 g L-1 de sacarose, 44,4 µM de BAP e 7 g L-1 de 
ágar (Tabela 2). O meio de diferenciação e prolife-
ração de gemas adventícias (MDP), utilizado após o 
período de pulso, contém sais e vitaminas da formu-
lação DCR suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 
0,44 µM de BAP e 7 g L-1 de ágar. Na fase de alon-
gamento de brotações adventícias, para individuali-
zação e crescimento dos brotos formados, utiliza-se 
o meio basal de WV5 suplementado com 30 g L-1 
de sacarose, 1 g L-1 de carvão ativado e 8 g L-1 de 
ágar (MA).

De maneira simplificada, o preparo do meio de 
cultura segue as seguintes etapas: 

Preparo da solução (1 L): (a) Adicionar 10 mL L-1 
das soluções-estoque (100×) de sais e vitaminas; 
(b) Acrescentar sacarose, mio-inositol, BAP e car-
vão ativado (quando necessário); (c) Completar a 
dissolução em ~700 mL de água destilada.

Ajuste e solidificação: (a) Ajustar o pH para 
5,8; (b) Adicionar ágar, completar volume para 
1 L e dissolver completamente por aquecimento 
(micro-ondas).

Distribuição e esterilização: Em frascos de cul-
tura, dispensar ¼ do volume, tampar e autoclavar 
(121 °C, 15–20 min). Para placas de Petri, após 
ajuste do pH, colocar o meio em frasco reagente de 
laboratório (1,5 L), adicionar o ágar e, então, auto-
clavar. Após esterilização, verter o meio ainda líqui-
do em placas estéreis e em ambiente asséptico de 
câmara de fluxo laminar.

Assepsia de sementes e 
preparo do explante

As sementes maduras de P. elliottii devem ser 
inicialmente lavadas em água corrente por 30 minu-
tos, descartando-se aquelas que boiarem, indicativo 
de sementes vazias. Em seguida, estas devem ser 
imersas em solução de peróxido de hidrogênio 40V 
(~12%) e mantidas em agitação sob 100 rpm, por 60 
minutos. O manuseio desta solução requer cuidado, 
pois é altamente oxidante, podendo causar queima-
duras químicas na pele e mucosas, além de reagir 
violentamente com materiais orgânicos e metais.

Após o tempo de desinfestação, em ambiente 
estéril de fluxo laminar previamente limpo e prepara-
do, as sementes devem ser enxaguadas abundan-
temente em água estéril e transferidas para frasco 
vazio estéril. A seguir, as sementes devem ser imer-
sas em álcool 70%, por 60 segundos e em hipoclori-
to de sódio comercial 50% (v/v), por 20 minutos, se-
guidas de três enxágues em água destilada estéril. 

O preparo de explantes deve ser realizado sem-
pre sobre placas de Petri e com auxílio de pinças e 
bisturi (cabo 4 e lâmina 20) estéreis. As sementes 
devem ser cortadas na região da micrópila para fa-
cilitar a retirada do tegumento. Após a abertura da 
semente e exposição do megagametófito, deve-se 
cuidadosamente extrair o embrião zigótico, evitan-
do-se machucá-lo. O terço inferior do embrião (re-
gião do meristema radicular) deve ser descartado 
antes da inoculação do explante em meio de cultura.

Tabela 2. Composição dos meios de cultivo de DCR 
(GUPTA e DURZAN, 1985) e WV5 (COKE, 1996)

Nutrientes DCR WV5
Macronutrientes (mg L-1)

NH4NO3 400 700
KNO3 340 1084,6
Ca(NO3)2.4H2O 556
CaCl2.2H2O 85 600
MgSO4.7H2O 370 1848,6
KH2PO4 170 270
KCl 718,67

Micronutrientes (mg L-1)
MnSO4.H2O 22,3 15,16
ZnSO4.7H2O 8,6 8,6
CuSO4.5H2O 0,25 0,25
KI 0,83 0,025
CoCl2.6H2O 0,025 0,83
H3BO3 6,2 31
Na2MoO4.2H2O 0,25 0,25
NiCl2.6H2O 0,025
FeSO4.7H2O 27,3 27,8
Na2EDTA.2H2O 37,3 37,3

Vitaminas (mg L-1)
tiamina 1 0,4
ácido nicotínico 0,5
piridoxina 0,5
mio-inositol 200 1000
Aminoácido (mg L-1)
glicina 2
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Inoculação dos embriões 
zigóticos, subculturas necessárias 
e condições de cultivo

Os embriões reduzidos em comprimento devem 
ser inoculados em meio MI. Recomenda-se inocu-
lar entre 10 a 12 explantes por placa, pois, em uma 
maior quantidade, aumenta-se o risco de perder toda 
a placa, caso ocorra alguma contaminação. Após 
sete dias, os explantes devem ser transferidos para 
meio MDP, com o objetivo de desenvolver e multi-
plicar gemas adventícias a partir das células redife-
renciadas, mantendo-as nas mesmas condições am-
bientais, por 21 dias. O processo de subcultura deve 
ser repetido mais duas vezes em meio MDP fresco, 
com intervalos de 28 dias cada. Por fim, os grupos 
de brotações formadas devem ser transferidos para 
o meio MA, visando o maior crescimento e individua-
lização das brotações, sendo cultivados nas mesmas 
condições ambientais, por mais 28 dias. 

Em todas as fases da organogênese, os cultivos 
devem ser mantidos em sala de crescimento climati-
zada sob temperaura de 23 °C ± 2 °C, com fotoperí-
odo de 16 horas e intensidade de luz de 40-50 µmol 
m-2 s-1 e umidade relativa de 60%.

Por fim, é importante destacar que a adoção 
dos procedimentos sugeridos pode resultar em va-
riações nos rendimentos em função das adaptações 
e condições específicas de cada laboratório, além 
dos genótipos utilizados. Recomenda-se, portanto, 
que as orientações aqui descritas sejam seguidas 
com rigor, de modo a aproximar os resultados da-
queles obtidos no Laboratório de Cultura de Tecidos 
e Transformação da Embrapa Florestas. 

O presente documento apresenta aderência aos 
Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) 
estabelecidos pela Agenda 2023 das Nações Uni-
das (ONU), em especial do  ODS  12, por apresen-
tar um procedimento para a indução e o desenvol-
vimento de brotações adventícias via organogênese 
direta de Pinus elliottii, demonstrando o uso eficien-
te dos recursos naturais. 
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