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INTRODUÇÃO
O biomonitoramento ativo é uma ferramenta utilizada 

para a avaliação da qualidade do ar de ambientes com 
diferentes magnitudes de impactos ambientais e consiste 
na análise sistemática das respostas de organismos intro-
duzidos de forma padronizada no ambiente natural por 
determinado período (Markert et al. 2007). O bioensaio 
de micronúcleos em Tradescantia L. (bioensaio Trad-
-MCN), descrito por Ma et al. (1978) para o clone 4430, é 
fundamentado na contagem de micronúcleos (MCN) for-
mados em células-mãe dos grãos de pólen e visualisados 
no estádio de tétrades resultantes do processo meiótico. 

Os danos cromossômicos ocorrem na prófase I, estádio 
meiótico que apresenta alta sensibilidade a agentes geno-
tóxicos (Ma 1982). Os MCN são estruturas provenientes 
de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossômi-
cos que se perdem na divisão celular e, por isso, não são 
incluídos no núcleo das células filhas, permanecendo no 
citoplasma das células interfásicas (Ma 1983). Para que 
uma estrutura cromatínica seja considerada como MCN, 
deve apresentar diâmetro inferior a um terço do núcleo, 
estar separada deste e possuir coloração semelhante ao 
mesmo (Grisolia 2002). 

A maioria dos estudos de biomonitoramento ativo 
da genotoxicidade do ar atmosférico com Tradescantia 
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RESUMO: (Avaliação da influência do tempo de exposição de Tradescantia pallida var. purpurea para biomonitoramento da 
genotoxicidade do ar atmosférico). Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea Boom é utilizada para avaliação da 
genotoxicidade do ar atmosférico, devido à formação de micronúcleos (MCN) em tétrades meióticas após exposição aguda. O 
estudo visou a investigar se existe relação quantitativa entre a formação de micronúcleos e o número de horas de exposição aguda 
dos ramos com botões florais ao ar, em ambiente natural bem como em condições controladas. No bioensaio I, ramos contendo 
botões florais foram expostos por 8, 24 ou 32 h ao ar em São Leopoldo, Sul do Brasil, e em ambiente fechado, de abril de 2012 
a janeiro de 2013, com periodicidade trimestral. No bioensaio II, a exposição de ramos com botões florais por 8 h ao ar em São 
Leopoldo e em ambiente fechado se deu de maio de 2013 a fevereiro de 2014, a cada trimestre. A formação de MCN não se rela-
cionou com o tempo de exposição, pois não foram verificadas diferenças significativas entre as frequências de MCN observadas 
nos botões florais expostos por 8, 24 ou 32 h ao ar em São Leopoldo (médias de 4,8; 4,8 e 4,2), bem como no ambiente fechado 
(médias de 1,6; 1,5 e 1,3). Os botões florais expostos por 8 h apresentaram frequências de MCN significativamente superiores 
(1,6 a 7,8) àquelas do controle negativo (1,2 a 2,0) em seis das oito exposições, evidenciando a genotoxicidade do ar em São 
Leopoldo. Aponta-se para a importância do bioensaio de MCN em T. pallida var. purpurea para compor diagnósticos ambientais.
Palavras-chave: biomonitor, bioensaio Tradescantia, qualidade do ar, risco genotóxico, micronúcleos.

ABSTRACT: (Assessing the influence of time of Tradescantia pallida var. purpurea exposure for biomonitoring the 
atmospheric air genotoxicity). Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea Boom is used to assess the genotoxicity 
of the atmospheric air, due to the micronuclei (MCN) formation in meiotic tetrads after acute exposure. The study aimed to 
investigate if there is a quantitative relation between MCN formation and the number of hours of acute exposure of cuttings with 
flower buds to the air, in a natural environment, as well as under controlled conditions. In bioassay I, cuttings with flower buds 
were exposed for 8, 24 or 32 h to the air in São Leopoldo, Southern Brazil, and indoor, from April 2012 to January 2013, in a 
quarterly period. In bioassay II, the exposure of cuttings with flower buds for 8 hours to the air in São Leopoldo and indoor was 
from May 2013 to February 2014, quarterly. The MCN formation had no relation with the time of exposure, because there were 
no verified significant differences between the MCN frequencies observed in the flower buds exposed for 8, 24 or 32 h to the air 
in São Leopoldo (means of 4.8, 4.8 and 4.2), as well as the ones observed indoor (means of 1.6, 1.5 and 1.3). The inflorescences 
exposed for 8 h showed significantly higher MCN frequencies (1.6 to 7.8) to the ones of the negative control (1.2 to 2.0) in six 
out of eight exposures, evidencing the genotoxicity of the air in São Leopoldo. We point to the importance of the MCN bioassay 
of T. pallida var. purpurea to compose environmental diagnostics.
Key words: biomonitor, Tradescantia bioassay, air quality, genotoxic risk, micronuclei.
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utilizam plantas em vasos que são levados às áreas a 
serem avaliadas para um período de exposição que 
varia de algumas horas a meses (Guimarães et al. 2000, 
Prajapati & Tripathi 2008, Carreras et al. 2009, Savóia 
et al. 2009, Costa & Droste 2012, Santos et al. 2015). 
Porém, uma metodologia alternativa de exposição de 
ramos com inflorescências, descrita por Ma et al.(1994) 
para o clone 4430 de Tradescantia, oferece praticidade 
no caso de exposição aguda, dentro do curto espaço de 
tempo necessário para que as células reprodutivas em 
prófase I completem o processo meiótico, que é de 24 a 30 
horas (Ma 1983). Estudos posteriores, utilizando ramos 
de plantas clone 4430 (Klumpp et al. 2002, Klumpp et 
al. 2006) e Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. 
purpurea Boom (Sasamori et al. 2012, Blume et al. 2014) 
confirmaram a aplicabilidade deste bioensaio para o mo-
nitoramento do ar. Porém, se a exposição for de apenas 
algumas horas, deve haver um período de recuperação 
dos ramos para permitir que as células que iniciaram a 
meiose durante o período de exposição atinjam o estádio 
de tétrade (Ma 1983).

São Leopoldo é um município do Rio Grande do Sul, 
estado do extremo sul do Brasil, e pertence à região me-
tropolitana da capital Porto Alegre. A taxa de urbanização 
de São Leopoldo, que possui aproximadamente 226 mil 
habitantes, é de 99,7%. A metalurgia é o segmento que 
se destaca entre as 406 indústrias. A frota automotiva é 
de cerca de 104.100 veículos e o tráfego veicular é in-
tenso, especialmente porque o município é transpassado 
pela rodovia federal BR 116, principal via de acesso da 
capital aos demais municípios da região (FEE 2015, 
IBGE 2015).

O ar atmosférico nas regiões com aglomeração ur-
bana é geralmente contaminado por uma variedade de 
poluentes originados de fontes estacionárias e móveis 
(Guimarães et al. 2000, Teixeira et al. 2012). O intenso 
tráfego de veículos é apontado como principal fonte 
de emissão de monóxido de carbono, hidrocarbonetos, 
óxidos de nitrogênio e enxofre, bem como material 
particulado (Teixeira et al. 2008; Santos et al. 2015). 
A mistura complexa de poluentes é responsável pelo 
potencial genotóxico do ar atmosférico, que pode afetar 
os organismos (Savóia et al. 2009). 

O presente estudo visou a: (a) investigar sazonalmente, 
durante um ano, a influência de diferentes tempos de 
exposição aguda de ramos com inflorescências ao ar 
atmosférico sobre a formação de MCN em Tradescantia 
pallida var. purpurea, tanto em ambiente natural bem 
como em condições controladas e (b) aplicar o bioensaio 
Trad-MCN para monitorar o potencial genotóxico do 
ar atmosférico no centro urbano do município de São 
Leopoldo. As hipóteses foram de que: (a) o número de 
MCN formados nos ramos expostos ao ar não é maior 
quando o tempo de exposição aguda é aumentado, e (b) 
as frequências de MCN observadas nas tétrades indica-
rão genotoxicidade do ar atmosférico no centro urbano 
deste município. 

MATERIAL E MÉTODOS

Área de estudo
O estudo foi realizado no município de São Leopoldo, 

Rio Grande do Sul, Brasil, no período de abril de 2012 
a fevereiro de 2014, totalizando oito amostragens. O 
ponto amostral do bioensaio I se localizou na Avenida 
João Corrêa (29°45’11”S e 51°09’08”O, altitude de 10 
m), uma das principais vias do centro urbano do muni-
cípio, a uma distância de 250 m da rodovia BR 116. O 
ponto amostral do bioensaio II se localizou na rótula 
entre as avenidas João Corrêa e São Borja (29°45’33”S 
e 51°09’61”W, altitude de 25 m), que apresenta intenso 
fluxo veicular, a uma distância de cerca de 2 km da ro-
dovia BR 116 (Fig. 1).

Material biológico
As plantas de Tradescantia pallida. var. purpurea das 

quais foram obtidos os ramos utilizados para os bioen-
saios foram cultivadas em vasos plásticos (37 cm x 20 cm 
x 20 cm) contendo 4 kg de solo comercial, mantidos em 
ambiente externo, no campus da universidade. As plan-
tas foram regadas três vezes por semana e mensalmente 
foram aplicados 100 mL de solução de fertilizante N:P:K 
(nitrogênio:fósforo:potássio) na proporção de 10:10:10 
(g/m2: g/m2: g/m2) (Thewes et al. 2011). Todas as plantas 
derivaram de propagação vegetativa.

Bioensaios Trad-MCN 
Bioensaio I

O bioensaio I foi realizado de abril de 2012 a fevereiro 
de 2013. Para cada exposição, vinte ramos (comprimento 

Figura 1. Localização dos pontos amostrais dos bioensaios 1 (●) e 
2 (▲) no município de São Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil.



226 Costa et. al.

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 13, n. 4, p. 224-230, out./dez. 2015

de 15 cm) (Fig. 2), com inflorescências em estádio de 
botões florais (Fig. 2), uma de cada planta, foram par-
cialmente imersos em recipientes contendo 2 L de água 
destilada e permaneceram por 24 horas para adaptação 
em condições controladas, em laboratório, a temperatu-
ra de 26±1 °C (Cassanego et al. 2014). Três tempos de 
exposição dos ramos ao ar foram testados, levando em 
consideração o tempo de meiose em Tradescantia, da 
prófase I ao estádio de tétrades, que é de 24 a 30 horas 
(Fig. 3), conforme Ma (1983): 8 horas (T1: das 9 h às 17 
h), 24 horas (T2: das 9 h às 9 h do dia seguinte) e 32 horas 
(T3: das 9 h às 15 h do dia seguinte). Para tanto, ramos 
parcialmente submersos em recipientes contendo 2 L de 
água destilada foram transportados em caixas térmicas ao 
ponto amostral, onde foram expostos ao ar atmosférico. 
Simultaneamente, foram realizadas exposições de ramos 
ao ar, pelos mesmos tempos, em condições controladas 
(controle negativo), no laboratório.

Aqueles ramos que haviam sido expostos por 8 horas 
ao ar no ambiente externo bem como no laboratório foram 
recuperados em recipientes com 2 L de água destilada 
durante 24 horas nas mesmas condições controladas 
do período de adaptação para permitir a finalização do 
processo meiótico e a comparação com os demais tem-
pos avaliados. Os ramos expostos por 24 e 32 horas não 
foram recuperados, considerando que a meiose deve estar 
completa ao final destes períodos (Ma 1983). 

Bioensaio II
O bioensaio II foi realizado de maio de 2013 a fe-

vereiro de 2014, para monitorar a genotoxicidade do 
ar atmosférico do ponto amostral no município de São 
Leopoldo. Para tanto, 20 ramos com inflorescências 
jovens foram coletados e mantidos em recipientes com 
2 L de água destilada e levados para sala climatizada, 
sob luz natural e temperatura constante de 26±1 °C, para 

Figura 2. Estruturas de Tradescantia pallida. var. purpurea. A. Ramo com inflorescência. B. Inflorescência. C. Botões florais. D. Tétrade com 
células apresentando micronúcleos.
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adaptação por 24 horas (Cassanego et al. 2014). Poste-
riormente, a água destilada dos recipientes foi renovada 
e os ramos foram transportados em caixas térmicas até 
o ponto amostral, onde foram expostos por 8 horas (9 h 
às 17 h) ao ar atmosférico sob condições naturais. Após 
o período de exposição, os ramos foram recuperados 
em água destilada durante 24 horas em sala climatizada. 
Simultaneamente, controles negativos foram realizados 
em condições controladas, com temperatura de 26±1 ºC 
e sob luz natural, no laboratório.

Fixação das inflorescências, preparo das lâminas 
e contagem de micronúcleos

Após cada bioensaio, inflorescências com botões 
florais (Fig. 2) foram fixadas em etanol absoluto:ácido 
acético glacial (3:1; v:v) e, após 24 horas, foram transfe-
ridas para etanol 70 %, sendo mantidas sob refrigeração, 

a 4 ºC. Para a confecção das lâminas e a observação de 
micronúcleos foram utilizados 10 botões florais (Fig. 
2) por exposição, um botão de cada planta. Para cada 
amostra, dez lâminas foram preparadas e 300 tétrades 
(Fig. 2) por lâmina foram observadas em microscopia 
óptica (Olympus CX31), aumento de 400 vezes, sen-
do registrado o número de micronúcleos encontrados 
(Thewes et al. 2011). As frequências de micronúcleos 
foram calculadas e expressas em termos de MCN/100 
tétrades (Ma et al. 1994). 

Análise estatística
A normalidade dos dados foi verificada por meio do 

teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variâncias, 
pelo teste de Levene. Para o bioensaio I, as frequências de 
MCN obtidas em cada amostragem nos diferentes tempos 
de exposição foram submetidas à análise de variância 

Figura 3. Estádios do processo meiótico em Tradescantia (Adaptado de Ma 1983).
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(ANOVA) e diferenças entre médias foram testadas pelo 
teste de Tukey. Neste bioensaio, as frequências de MCN 
entre cada amostra e seu respectivo controle negativo 
foram comparadas pelo teste t de Student. As frequências 
de MCN obtidas para as amostragens de 8 h de exposição 
nos bioensaios I e II foram comparadas entre si por aná-
lise de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey, 
e em relação aos respectivos controles negativos, pelo 
teste t de Student. Para todas as análises estatísticas, foi 
utilizado o programa SPSS versão 20 para Windows, e 
o nível de significância foi fixado em 5%. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO
No bioensaio I, não foram observadas diferenças signi-

ficativas entre as frequências de micronúcleos registradas 
nos botões florais de T. pallida expostos por diferentes 
tempos ao ar atmosférico no município de São Leopoldo. 
As médias anuais foram de 4,80, 4,88 e 4,20 MCN para 
as exposições de 8, 24 e 32 horas, respectivamente. Em 
condições controladas, a formação espontânea de MCN 
também não diferiu significativamente entre os tempos 
de exposição, com frequências médias anuais de 1,65, 
1,55 e 1,35 MCN para as exposições de 8, 24 e 32 horas 
(Tab. 1). Frequências de até 2,0 MCN, como observadas 
nos controles negativos neste estudo, são consideradas 
resultantes de mutações espontâneas que podem ocorrer 
na espécie também quando as plantas são mantidas em 
ambiente não poluído (Pereira et al. 2013). A influência 
do tempo de exposição de ramos de T. pallida foi avaliada 
por Cassanego et al. (2014) em um estudo de biomo-
nitoramento de água do Rio dos Sinos, no Rio Grande 
do Sul, também não tendo sido observadas diferenças 
significativas entre as frequências de MCN observadas 
após 8, 24 e 32 h de exposição, tanto à água do rio bem 
como à água destilada, utilizada como controle negativo.

Nos bioensaios com exposição aguda de T. pallida ao 
ar atmosférico, os ramos precisam estar adequadamente 
hidratados. Solução nutritiva de Hoagland (Ma et al. 
1994, Klumpp et al. 2004) e água destilada (Monarca et 
al. 2001, Blume et al. 2014) são utilizadas como meio 

líquido no qual os ramos permanecem parcialmente 
submersos durante os períodos de adaptação, exposição 
e recuperação. No presente estudo, foi utilizada água 
destilada, com base nos resultados obtidos por Cassanego 
et al. (2014), que relataram que as frequências de MCN 
observadas em botões florais de ramos de T. pallida 
mantidos em água destilada e em solução de Hoagland 
em condições controladas não foram significativamente 
diferentes.  

Comparando as frequências de MCN registradas nos 
botões florais expostos ao ar em São Leopoldo durante 
o bioensaio I com aquelas obtidas nos respectivos con-
troles negativos, as primeiras foram significativamente 
superiores em todos os meses e tempos de exposição 
avaliados, com exceção de junho de 2012, quando nas 
amostras de 8 horas de exposição, as frequências não 
diferiram (Tab. 1). Este resultado indicou que as células 
dos botões florais expostos ao ambiente urbano sofreram 
o efeito genotóxico das condições do ar atmosférico 
prevalecentes no ponto amostral. Em bioensaios de 
exposição aguda, faz-se necessária uma etapa inicial de 
adaptação, na qual os ramos são mantidos por 24 horas 
parcialmente submersos em água destilada, em ambiente 
interno (condições controladas), antes do período de ex-
posição, tal como adotado no presente estudo, seguindo 
metodologia descrita por Cassanego et al. (2014). Com 
esta etapa, evita-se que danos cromossômicos provocados 
por qualquer interferência ambiental no local de cultivo, 
portanto de origem anterior à exposição, sejam incluídos 
na avaliação da resposta de T. pallida (Ma et al. 1994, 
Klumpp et al. 2006). 

Pelo fato de as frequências de MCN registradas nos 
diferentes tempos de exposição avaliados no bioensaio I 
não terem diferido significativamente, adotou-se o tempo 
de 8 h no bioensaio II, devido à praticidade metodológica. 
Isto propiciou a comparação dos dados dos dois bioen-
saios para o mesmo tempo de exposição, totalizando dois 
anos de biomonitoramento da genotoxicidade do ar em 
São Leopoldo. As frequências de MCN observadas ao 
longo deste período foram significativamente superiores 

  Tempo de exposição
São Leopoldo 8 h 24 h 32 h F P
Abril 2012 7,80±3,47* 7,00±2,00** 5,47±2,55* 0,935 0,420
Junho 2012 3,13±1,46 4,20±1,22* 4,40±0,79** 1,634 0,236
Outubro 2012 3,13±0,38** 2,93±0,86* 2,93±0,89* 0,118 0,889
Janeiro 2013 5,47±1,09** 5,07±1,60* 4,07±0,72** 1,814 0,205
Média 4,88±2,68 4,80±2,04 4,22±1,63    
Controle negativo 8 h 24 h 32 h F P
Abril 2012 2,00±0,28 1,40±0,43 1,47±0,18 2,935 0,092
Junho 2012 1,80±0,51 2,00±0,94 1,33±0,33 1,398 0,285
Outubro 2012 1,27±0,37 1,27±0,43 1,13±0,38 0,190 0,829
Janeiro 2013 1,47±0,56 1,53±0,51 1,47±0,38 0,031 0,969
Média 1,65±0,59 1,55±0,63 1,35±0,33    

Asteriscos indicam diferenças significativas (* P<0,05) e altamente significativas (** P<0,001) entre as amostras de São Leopoldo e o controle 
negativo em cada mês e tempo avaliados, de acordo com o teste t de Student (P=0,05).

Tabela 1. Frequência de MCN (média ± desvio padrão) em botões florais de Tradescantia pallida var. purpurea expostos por 8, 24 e 32 h ao 
ar atmosférico no município de São Leopoldo e do controle negativo.
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em relação aos respectivos controles negativos, com ex-
ceção dos meses junho de 2012 e maio de 2013, quando 
não houve diferença significativa entre as frequências 
(Fig. 4). Frequências de MCN (4,77 a 8,28 MCN) simi-
lares às registradas no presente estudo foram observadas 
após exposição dos ramos por 24 horas em área urbana 
de Sapucaia do Sul, município também pertencente à 
região metropolitana de Porto Alegre, distante cerca de 
14 km de São Leopoldo (Blume et al. 2014). O intenso 
tráfego de veículos automotores leves e pesados na ro-
dovia federal BR 116 bem como indústrias inseridas na 
matriz urbana de Sapucaia do Sul foram apontados como 
fontes de poluição do ar provavelmente responsáveis 
pela formação de MCN em Sapucaia do Sul (Blume et 
al. 2014). Também na região metropolitana de Porto 
Alegre, Sasamori et al. (2012) verificaram frequências 
de MCN entre 2,9 e 4,3 em botões florais expostos sob 
condições naturais em um ponto amostral urbano no 
município de Novo Hamburgo. A região metropolitana é 
formada por 31 municípios, concentrando cerca de 36% 
da população do Estado Rio Grande do Sul (Teixeira et 
al. 2008). A qualidade do ar desta região é influenciada 
por emissões atmosféricas de diferentes origens, como 
refinaria de petróleo, complexo industrial petroquímico, 
siderúrgicas e termoelétricas, bem como a queima de 
combustíveis fósseis consequente do intenso tráfego 
veicular (Teixeira et al. 2012).

As altas frequências de MCN observadas no bioindica-
dor utilizado no presente estudo podem estar relacionadas 
com os poluentes emitidos principalmente pelo intenso 
tráfego veicular de São Leopoldo, considerando que no 
município a frota é de 104.104 veículos (IBGE 2015) e 
também em função da proximidade da rodovia federal 
BR 116, principal via de ligação entre a capital e o ponto 
amostral, onde ocorre intenso fluxo veicular com aproxi-
madamente 150 mil veículos/dia, liberando significativa 

quantidade de poluentes atmosféricos (Migliavacca et al. 
2012, Teixeira et al. 2012). Estudos utilizando plantas 
de T. pallida cultivadas em solo e transportadas em va-
sos para os ambientes a serem monitorados em grandes 
centros urbanos também evidenciam a genotoxicidade 
do ar atmosférico. No município de Santo André (São 
Paulo Brasil), foram registradas frequências de MCN de 
até 4,6 em áreas com tráfego intenso de carros e trans-
porte público (Savóia et al. 2009). Pereira et al. (2013) 
verificaram frequências de até 5,0 MCN em áreas com 
diferentes intensidades veiculares em Uberlândia (Minas 
Gerais). No município de Ribeirão Preto (São Paulo), em 
três áreas com diferentes intensidades veiculares foram 
registradas frequências que variaram, em média, de 1,8 
a 3,7 MCN (Santos et al. 2015). No centro urbano de 
Córdoba (Argentina), a média das frequências de MCN 
foi de 3,57, enquanto que em uma área residencial, a 
mesma foi de 1,68 MCN (Carreras et al. 2009). 

A exposição de ramos de T. pallida com botões flo-
rais durante diferentes tempos no presente estudo não 
influenciou de forma diferenciada a formação de MCN, 
tanto no ambiente natural, bem como em ambiente 
interno. Tal resultado confirmou a hipótese de que o 
número de MCN não aumenta com uma exposição mais 
prolongada e corroborou com o indicativo de que os 
danos cromossômicos que levam à formação de MCN 
ocorrem no início da meiose (Ma 1982), que coincide 
com as primeiras horas de exposição das inflorescências 
na metodologia adotada. Os períodos de adaptação e 
recuperação dos ramos neste bioensaio asseguram que 
os danos celulares observados estejam relacionados com 
os efeitos de agentes genotóxicos presentes no ambiente 
atmosférico durante a exposição. Considerando que, sob 
as condições experimentais do presente estudo, ocorre-
ram danos genéticos em T. pallida e que as frequências 
de MCN variaram significativamente ao longo do tempo, 

Figura 4. Frequência de micronúcleos (média ± desvio padrão) em Tradescantia pallida var. purpurea exposta por 8 horas ao ar atmosférico 
no município de São Leopoldo (colunas cinza escuro) e do controle negativo (colunas cinza claro). Médias seguidas de letras diferentes (mai-
úsculas, colunas cinza escuro; minúsculas, colunas cinza claro) diferem significativamente pelo teste de Tukey (P=0,05). Asteriscos indicam 
diferenças significativas (* P<0,05) e altamente significativas (** P<0,001) entre as amostras e seus respectivos controles negativos, de acordo 
com o teste t de Student (P=0,05).
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aponta-se para a importância do bioensaio Trad-MCN 
para compor diagnósticos ambientais. 
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