
 

 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE HIGROMICINA NA SELEÇÃO IN 

VITRO DE ARROZ CV. BRS PAMPEIRA 

Lara Leite Rosler1; Ana Caroline Basniak Konkol2; Camila Pegoraro3; Luciano Carlos da Maia4; 
Antonio Costa de Oliveira5 

1Graduação em Agronomia, Universidade Federal de Pelotas – laraleiterosler@gmail.com 
2PPG em Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas  – anacarolinebkonkol@gmail.com 

3Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Pelotas – pegorarocamilanp@gmail.com 
4Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Pelotas – lucianoc.maia@gmail.com 

5Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Pelotas – acostol@gmail.com 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais consumidos mundialmente 
e está presente diariamente na alimentação humana, desempenhando um papel 
fundamental na segurança alimentar global (SOSBAI, 2022). Apresentando teor 
elevado de carboidratos de fácil digestão, é consumido por pelo menos metade da 
população mundial (OLIVEIRA, 2021). Em 2022, a produção global foi de 
aproximadamente 787 milhões de toneladas (FAO, 2023), evidenciando a 
importância socioeconômica da cultura. Nesse sentido, o melhoramento genético 
de arroz busca atender à crescente demanda por meio do aumento da 
produtividade, da tolerância a estresses bióticos e abióticos e da adaptabilidade a 
diferentes condições ambientais, assegurando a manutenção da produção 
(BORÉM et al., 2021). 

Com os avanços biotecnológicos, destaca-se a transformação genética, que 
consiste na introdução controlada de ácidos nucléicos em um genoma receptor, 
geralmente mediada por vetores plasmidiais de Agrobacterium tumefaciens 
(FALEIRO et al., 2009). No interior do plasmídeo encontra-se a construção que a 
ser transferida à planta, contendo material genético exógeno, promotores, bordas 
e o gene de seleção na planta. Geralmente, como agente seletivo, utiliza-se o gene 
que codifica a  fosfotransferase de higromicina B (hph), o qual confere resistência 
ao antibiótico higromicina, permitindo a identificação dos explantes geneticamente 
transformados (ZHENG, Z. et al., 1991). Entretanto, apenas a presença do gene 
não garante a eliminação dos explantes não transformados. Por isso, é necessário 
determinar a concentração ideal do agente seletivo, visto que essa pode variar 
conforme a espécie (ZURAIDA, 2013), da subespécie e até mesmo o genótipo 
(SULTANA, 2015). Apesar de existirem diversos estudos utilizando a cultivar 
Nipponbare (O. sativa subsp. japonica) (NISHIMURA et al., 2006; SAIKA & TOKI, 
2009; WAN et al., 2009), referência mundial no arroz, há poucos trabalhos voltados 
para cultivares da subespécie indica, especialmente para materiais brasileiros. 
Desta forma, este estudo teve como objetivo identificar a concentração ótima do 
agente seletivo higromicina para eliminar explantes do genótipo BRS Pampeira 
(Oryza sativa L. subsp. indica), avaliando seu efeito ao longo de diferentes períodos 
de exposição. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Para o desenvolvimento do trabalho, foi utilizada a cultivar de arroz (Oryza 
sativa L. subsp. indica) BRS Pampeira. Sementes da cultivar foram descascadas e 
desinfetadas com hipoclorito de sódio 10% durante 20 minutos em cabine de fluxo 
laminar. Após a desinfestação, as sementes foram lavadas com água Milli-Q,  secas 



 

 

em papel estéril e dispostas em frascos de vidro para cultivo in vitro contendo meio 
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 2 mg/L de fitormônio sintético ácido 1-
naftalenoacético (ANA). Os frascos foram incubados por 5 dias em estufa do tipo 
BOD a 25°C em fase escura. Após esse período, na fase de ponto de agulha, foram 
obtidos mesocótilos de 0,5 a 1,0 cm de comprimento em cabine de fluxo laminar 
com auxílio de lupa, bisturi e pinça. Os explantes foram acondicionados em frascos 
contendo meio MS e 3 mg/L de fitormônio sintético 6-benzilaminopurina (BAP) por 
14 dias para recuperação em sala de crescimento, com fotoperíodo controlado de 
16 horas a 25°C. Posteriormente, os explantes foram transferidos para o meio de 
seleção contendo meio MS, 3 mg/L de BAP e higromicina a fim de avaliar o efeito 
letal do antibiótico ao longo de 28 dias. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado 
(DIC), em esquema fatorial 4×4, com três repetições. Cada repetição foi 
representada por um frasco contendo cinco explantes. O fator A corresponde às 
doses de higromicina, com quatro níveis: 0, 10, 20 e 30 mg/L. O fator B refere-se 
ao período de exposição, também com quatro níveis: 7, 14, 21 e 28 dias. A variável 
analisada foi a taxa de sobrevivência (%) em cada tratamento e assim foi definida 
a concentração letal e o tempo de exposição para a cultivar BRS Pampeira. Os 
dados foram transformados em arcsen√𝑥 e submetidos à análise de variância no 
software R  4.4.2 utilizando o pacote car. Sendo significativa a interação entre 
fatores, foi realizada a análise de regressão no mesmo software. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Através da análise visual dos explantes (Figura 1), foi observado que a 
higromicina ocasiona sintomas de amarelamento das folhas ao longo do período 
de exposição. Em 7 dias (Figura 1a), sinais de amarelamento foram perceptíveis 
nas doses mais altas; em 14 dias (Figura 1b), os explantes apresentaram 
intensificação dos sintomas e alguns morreram na dose de 30 mg/L. Após 21 dias 
(Figura 1c), foi verificada uma maior taxa de mortalidade nas doses de 30 e 20 
mg/L. Por fim, em 28 dias (Figura  1d), foi registrado 100% de mortalidade na dose 
de 30 mg/L e quase total na dose de 20 mg/L, restando apenas alguns 
sobreviventes. 

 
Figura 1 - Explantes da cultivar BRS Pampeira submetidos às doses de 0, 10, 20 e 
30 mg/L de higromicina nos períodos de exposição de a) 7, b) 14, c) 21 e d) 28 dias. 

 
 
A partir da análise de variância (ANOVA), verificou-se, ao nível de 1% de 

significância, efeito significativo do fator doses, período de exposição (dias) e da 
interação entre ambos (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Análise de variância da taxa de sobrevivência (%) de explantes da 
cultivar BRS Pampeira sob diferentes doses de higromicina e períodos de 
exposição. 



 

 

Fonte de variação  GL  Taxa de sobrevivência (QM)  F  

Dose  3  2,71  47,53**
  

Período de exposição  3  1,12  19,6**
  

Dose x período  9  0,32  5,65**  

Resíduo  32  0,06  -  

Total  47  CV (%)  21,21  

GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios; F: valor de F calculado.**significativo pelo teste F a 
1% de probabilidade 
 

Como a interação entre dose e período de exposição foi significativa, 
procedeu-se à análise de regressão fixando o período de exposição e analisando 
a variável resposta nas diferentes doses (Figura 2). Aos 7 dias (Figura 2a), não foi 
observada mortalidade nas diferentes doses de higromicina o que refletiu na 
regressão não significativa e indicou ausência de relação entre as variáveis nesse 
período. Após 14 dias de exposição (Figura 2b), a taxa de sobrevivência se 
manteve inalterada para 0 e 10 mg/L, mas decresceu de forma acentuada nas 
doses de 20 e 30 mg/L. Para 21 (Figura 2c) e 28 dias (Figura 2d), observou-se 
declínio linear da sobrevivência, sendo a maior mortalidade registrada para a dose 
de 30 mg/L. 

 
Figura 2– Regressão da taxa de sobrevivência (%) de explantes da cultivar BRS 
Pampeira submetidos a diferentes doses de higromicina nos períodos de exposição 
de (a) 7 dias, (b) 14 dias, (c) 21 dias e (d) 28 dias. 

 
 

De forma geral, os resultados demonstraram que a taxa de sobrevivência 
dos explantes foi influenciada de maneira significativa tanto pela dose, como pelo 
período de exposição à higromicina. As doses mais elevadas aceleram a 
mortalidade dos tecidos ao longo do tempo e as menores doses mantiveram a 
viabilidade. A partir deste comportamento confirma-se que a resposta ao agente 
seletivo é dependente da interação entre dose e tempo de exposição. 



 

 

 
4. CONCLUSÕES 

 
O agente seletivo higromicina apresenta efeito progressivo e dependente da 

dose e do período de exposição sobre explantes da cultivar BRS Pampeira. As 
doses de 20 e 30 mg/L reduziram a viabilidade dos tecidos, sendo observada 
mortalidade completa com 28 dias na dose de 30 mg/L. Esses resultados fornecem 
informações valiosas para a definição de protocolos de seleção de plantas 
geneticamente transformadas. 
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