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Biomonitoramento indoor do potencial mutagenico do ar em laboratorios
e herbario do Instituto de Botanica por meio do bioensaio Trad-MCN
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ABSTRACT - (Indoor biomonitoring of mutagenic potential of air in laboratories and herbarium of Instituto de Botanica
using the Trad-MCN bioassay). The Trad-MCN bioassay using Tradescan/ia pal/ida "Purpurea" has been successfully
employed to qualify the environment air, which is contaminated by mutagens. So, the aim of this study was to monitor with
the Trad-MCN bioassay the mutagenic potential of air in different plant research laboratories and the Herbarium ofInstituto
de Botanica, where varied chemical substances are used in analysis and naphthalene is applied as insecticide, respectively.
Cuttings ofyoung inflorescences were put in beakers with nutritive solution and exposed for eight hours in those environments.
The protocol bioassay established for clones of TradesCGn/ia was used. The micronucleus frequencies observed were
statistically compared with those obtained in a negative control (cuttings in nutritive solution exposed in an environment
free ofchemical contaminants) and in a positive control (cuttings in 10 ppm formaldehyde solution exposed in an environment
free ofchemical contaminants). During most ofthe exposure days, the levels of mutagens in the air ofthe research laboratories
were not high enough to elevate the micronucleus frequencies. However, in some days increased micronucleus frequencies
(varying from 2.3 to 8.4%) were registered in inflorescences exposed in the Anatomy, Phycology and Biochemistry laboratories
compared to those measured in the negative control group, indicating in some moments higher mutagenic risk to the
researchers. In all sampling days, the average micronucleus frequency (7.9%) measured in flowers exposed in the Herbarium
collection area was statistically higher than in flowers from the negative control (3.2%) and was similar to the frequenc·y
obtained in the positive control (7.4%). We concluded that the Trad-MCN assay is an useful tool for routine indoor
biomonitoring in environments where chemical substances are used.
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RESUMO - (Biomonitoramento indoor do potencial mutagenico do ar em laboratorios e herbario do Instituto de Botanica
por meio do bioensaio Trad-MCN). 0 bioensaio Trad-MCN, desenvolvido com a especie Tradescan/ia pa/lida "Purpurea",
tem se mostrado apropriado para qualificar ambientes submetidos a agentes quimicos. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo monitorar, atraves do bioensaio Trad-MC , 0 potencial mutagenico do ar ambiente de laboratorios de pesquisa
vegetal, onde sao empregadas substancias quimicas, e do herbario de fanerogamas, onde 0 naftaleno e empregado como
inseticida. Inflorescencias jovens foram expostas por oito horas nesses ambientes, em bequeres contendo soluc;;ao nutriti­
va. Seguiu-se 0 protocolo ja consagrado para os clones de Tradescan/ia. As freqUencias medias de micronLlcleos obtidas
nos diferentes ambientes foram comparadas estatisticamente as obtidas em llt11 controle negativo (inflorescencias em
soluc;;ao nutritiva expostas em ambiente isento de contaminantes quimicos) e em um controle positivo (inflorescencias em
soluc;;ao de 10 ppm de formaldeido, expostas em ambiente isento de contaminantes quimicos). Na maior parte dos dias
avaliados, nao se constatou a presenc;;a de substancias mutagenicas no ambiente dos laboratorios de pesquisa em concen­
trac;;ao suficientemente alta para elevar a freqUencia de micronucleos. Em algumas datas, no entanto, nos laboratorios de
Anatomia, de Ficologia e de Bioquimica, foi detectado um aumento da freqUencia de micronucleos (variac;;ao entre 2,3 e
8,4%) em relac;;ao ao observado no controle negativo, indicando momentos de maior risco mutagenico aos usuarios desses
locais. Na area da colec;;ao do Herbario, a freqUencia de micronucleos foi em media de 7,9%, sendo significativamente
superior a freqUencia obtida no controle negativo (3,2%) e semelhante a do controle positivo (7,4% em media) em todos os
dias de amostragem. Conclui-se que 0 bioensaio pode ser utilizado de forma rotineira para monitorar a qualidade do ar de
ambientes fechados submetidos a agentes quimicos.
Palavras-chave: biomonitoramento indoor, Trad-MC , qualidade do ar, laboratorios de pesquisa vegetais, herbario
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Introdw;ao

Algumas plantas sao reconhecidas como
excelentes indicadoras de efeitos citogeneticos e muta­
genicos, podendo ser usadas tanto em ambientes
fechados (indoor) quanta abertos (in situ) (Grant
1999). Alguns bioensaios, que utilizam vegetais supe­
riores para testar e monitorar 0 grau de toxicidade de
agentes genot6xicos presentes no ambiente, sao muito
fidedignos e apresentam alta sensibilidade, podendo
detectar tais agentes mesmo em baixas concentra<;:6es.

Entre esses bioensaios esta 0 Trad-MCN, que foi
padronizado para ser aplicado com varios clones de
Tradescantia (Commelinaceae), uma vez que plantas
deste genero possuem grande sensibilidade a agentes
t6xicos, apre entando aberra<;:6es cromoss6micas
faceis de serem identificadas (Ma et al. 1978, 1983,
1996, Rodrigues et al. I996a, Fomin & Hafner 1998,
Mohammed & Ma 1999, Monarca et al. 200 I). 0
bioensaio Trad-MCN consiste na contagem de
micronucleos, que sao por<;:6es de cromossomo
rompidas por muta<;:ao e expulsas do nllcleo, formados
ao lado dos nllcleos de celulas-mae de graos de p61en
na fase de tetrades jovens quando expostas a agentes
mutagenicos (Ma 1983). 0 aumento na freqtiencia de
forma<;:ao de micronucleos, acima do valor espontaneo
esperado e, portanto, um indicativo segura de que as
inf10rescencias estiveram em contato com agentes
mutagenicos. 0 bioensaio e realizado atraves da
exposi<;:ao de inf10rescencias jovens aos supostos
agentes mutagenicos, que podem estar presentes em
meio s6lido, Iiquido ou gasoso. As mesmas, no
momento da exposi<;:ao, deverao conter bot6es cujas
celulas formadoras de graos de p61en estarao na
pr6fase I da meiose, podendo ocorrer imediatamente
dana ao DNA, que, no entanto, somente sera
visualizado na forma de micronucleos ap6s tlll1 periodo
de aproximadamente 24 horas, quando a meiose ted
prosseguido e as celulas-mae estarao na fase de
tetrades. Os cromossomos em divisao mei6tica sao
mais sensiveis a quebra que os cromossomos em
divisao mit6tica, e a pr6fase I mei6tica, especial mente
durante 0 paquiteno e 0 dipl6teno, e 0 estagio mais
susceptivel a inf1uencia de agentes genot6xicos
(Steinitz 1944).

Estudos recentes demonstraram, tanto sob
condi<;:6es experimentais quanta atraves de
biomonitoramento insitu, que 0 bioensaio Trad-MCN
pode ser desenvolvido com inf10rescencias de
Tradescantia pa/lida (Rose) D.R. Hunt "Purpurea"

Boom para monitorar 0 potencial mutagenico de
substancias quimicas e de poluentes aereos, tao
eficientemente quanta com inf10rescencias de clones
de Tradescantia especial mente desenvolvidos para
tal finalidade (Batalha et al. 1999, Guimaraes et al.
2000, Suyama et al. 2002). Miyazato (1999) mostrou
que esse bioensaio, aplicado com inf10rescencias de
T pal/ida, pode ser igualmente eficaz para avalia<;:ao
de qualidade do ar em ambientes fechados, como
laborat6rios de analises clinicas do Hospital das
Clinicas de Sao Paulo, onde sao manuseados
freqtientemente solventes organicos como tolueno e
n-hexano. Essa autora constatou, ainda, grande
aceita<;:ao do bioensaio por parte dos tecnicos alocados
nos laborat6rios avaliados, que passaram a dar mais
aten<;:ao as normas de seguran<;:a que minimizam a
contamina<;:ao ambiental.

Estas descobertas abriram um novo campo de
pesquisa na area ambiental e de medicina do trabalho,
especialmente para locais onde as condi<;:6es clim<iticas
sao desfavoraveis a manuten<;:ao de exemplares dos
clones de Tradescantia em tlora<;:ao constante.
Temperaturas acima de 20°C, alta umidade relativa e
fotoperiodos inferiores a 16 horas, comumente
registrados em Sao Paulo, por exemplo, restringem a
produ<;:ao dos clones a estufas com climatiza<;:ao, alem
de serem favoraveis ao desenvolvimento de doen<;:as
e pragas, exigindo cuidados especiais. T pal/ida
"Purpurea", por sua vez, apesar de nao ser genetica­
mente uniforme, e uma cultivar muito adaptada a essas
condi<;:6es climaticas, sendo bastante rustica e
resistente a doen<;:as e pragas e, pOl' isso, seu cultivo e
facilitado. E, portanto, uma planta bioindicadora muito
vers<itil, podendo ser utilizada para biomonitoramento
de ambientes abertos ou fechados.

Considerando tal versatilidade, 0 presente estudo
teve como objetivo monitorar, atraves do bioensaio
Trad-MCN com T pal/ida "Purpurea", 0 potencial
mutagenico do ar ambiente de diferentes laborat6rios
de pesquisa e do herbario de faner6gamas sediados
no Instituto de Botanica, onde, respectivamente,
substancias quimicas potencialmente t6xicas sao
periodicamente manipuladas durante procedimentos
analiticos e 0 produto comercial naftaleno e aplicado
para conserva<;:ao de exsicatas.

Material e metodos

Locais de estudo - 0 Instituto de Botanica e uma
institui<;:ao de pesquisa da Secretaria de Meio
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Ambiente do estado de Sao Paulo, onde sao
desenvolvidos estudos taxonomicos, ecologicos,
morfologicos, fisiologicos, entre outros, em todos os
grupos vegetais e em fungos. A instituiyao abriga 0

segundo maior herbario de fanerogamas do Brasil,
com cerca de 370.000 exsicatas. 0 biomonitoramento
indoor foi realizado em quatro de seus laboratorios e
na area da coleyao de fanerogamas do herbario. Na
tabela 1, sao apresentadas caracteristicas dos locais
escolhidos para realizar 0 estudo. Em cada local, 0

bioensaio foi aplicado nove vezes, com intervale de
cerca de 30 dias entre eles, no perfodo de 14/09/99 a
25/04/00.

Bioensaio Trad-MCN - em todas as datas de realizayao
do bioensaio, as inflorescencias foram retiradas de
matrizes provenientes de uma mesma populayao de
T pa/lida "Purpurea", as quais foram cultivadas em
substrato padronizado (casca de Pinus e vemliculita
3: 1) em vasos plasticos e expostas a sol pleno. As
inflorescencias, com pedunculo entre lOa 15 em de
comprimento, foram coletadas 24 horas antes da
exposiyao e mantidas durante esse periodo, para
adaptayaO, em bequeres com soluyao nutritiva
preparada de acordo com metodo descrito em Epstein
(1975), sob aerayaO continua com bomba de aquario,
em ambiente isento de substancias quimicas (sala de
reuni5es da seyao de Ecologia, tabela 1). A seguir, os
bequeres com 15 inflorescencias cad a foram
distribuidos nos locais avaliados (urn por local) onde
permaneceram por oito horas. Em cada local os

bequeres foram expostos nas bancadas dos
laboratorios ao lado dos usuarios dos agentes quimicos.
Na area da coleyao do herbario, as inflorescencias
foram mantidas nas bancadas que acompanham as
janelas do espayo que abriga 219 armarios de ayO
contendo exsicatas.

Simultaneamente aexposiyao nos locais a serem
avaliados, foram mantidos por oito horas, dois
conjuntos de inflorescencias no mesmo local utilizado
para 0 perfodo de adaptayao (isento de substancias
quimicas), que representaram respectivamente 0

controle negative (inflorescencias mantidas em soluyao
de Hoagland) e 0 controle positive (inflorescencias
mantidas em soluyao de formaldeido 10 ppm). 0
formaldeido foi usado como controle positivo, pois
reconhecidamente provoca mutagenese eleva ao
aumento da freqUencia de micronucleos nas celulas­
mae de graos de polen de Tradescanlia (Ma et al.
1984, Rodrigues et al. I996b, Xu & Ma 1998).

Apos as oito horas de exposiyao em cada
ambiente, as inflorescencias foram transferidas por
mais 24 horas para 0 local isento de substancias
quimicas para 0 periodo de recuperayao, no qual as
celulas-mae dos graos de polen atingiram a fase de
tetrades, apos 0 que foram fixadas em soluyao de acido
acetico glacial e etanol95% (I :3) por 24 horas e, entao,
armazenadas em etanol 95%. Apos 48 horas de
armazenamento, iniciou-se a preparayao das laminas
para a contagem de micronllcleos. Para tanto,
empregou-se 0 protocolo estabelecido pOl' Ma (1981),

Tabela 1. Caracterizar;:ao dos locais do Instituto de Botanica onde foi aplicado 0 bioensaio Trad-MCN (contagem de fragmentos de DNA,
micronLlcleos, em Tradescanlia).

Locais Dimensfies Sistema de Sistema de Substancias empregadas Atividades desenvolvida
ventilac;ao exaustao no local

Laboratario de Anatomia 16 m2 Janelas Ausente Acetato de butila, acido acetico, formol, Tecnicas histolagicas com
corantes histolagicos, hipoclorito de sa- tecidos vegetais
dio, hidraxido de sadio, series alcoalicas,
xilol

Laboratario de Ficologia 36 m2 Janelas Ausente Acido cloridrico, cloral hidratado, formal Observac;ao de algas ma-
rinhas

Laboratario de Bioquimica/ 23 m2 Janelas Ausente Acetato de etila, acetato de sadio, cicido Analises cromatograficas
cromatografia acetico, butanol, etanol, metanol

Laborat6rio de Bioquimica/ 11m2 AI' condicio- Ausente Acido sulfUrico, antrona, Dosagem de carboidratos
eletroforese nado borax, butanol, fenol, metanol

Herbario/area da colec;ao 350 m2 Janelas sem- Ausente aftaleno Armazenamento de exsi-
pre fechadas cata de faneragamas

Sala de reunifies/ 36 m2 Janelas Ausente Isenta de substancias quimicas Reunifies
Sec;ao de Ecologia



92 Hochnca 30(2), 2003

que consistiu na escolha de inflorescencias com
botoes jovens, que foram dissecados com auxilio de
estiletes, sendo suas anteras retiradas e maceradas
sobre lamina de vidro com uma gota de soluyao de
COl'ante aceto-cannim (Roth 1964), Apos a macerayao,
retiraram-se os fragmentos de anteras ("debris"),
depositou-se a laminula sobre 0 material e aqueceu­
se a lamina repetidamente a 80°C para a fixayao do
COl'ante, Finalizando 0 processo, a laminula foi
suavemente pressionada com 0 auxilio de papel
absorvente, 0 que garantiu a remoyao do excesso de
cOl'ante e provocou 0 achatamento das tetrades
permitindo, assim, uma melhor visualizayao dos
micronLlcleos,

Para garantir uma contagem id6nea, todas as
laminas foram codificadas desconhecendo-se, no
momenta da contagem, a procedencia do material; a
decodificayao foi realizada somente ao final do
processo. A contagem foi realizada ao microscopio
optico, sob magnificayao de 400x em grupo aleatorio
de 300 tetrades, onde foram contadas separadamente
as tetrades nomlais e as tetrades que apresentaram
um ou mais micronucleos. Para cada ambiente
amostrado, com vistas a analise estatistica, foi
quantificado 0 numero minimo de 10 laminas.

Analise estatistica - resultados obtidos foram
avaliados atraves da analise de variancia nao
parametrica (Kruskal-Wallis), e quando 0 nivel de
significancia (p<0,05) da analise foi atingido,
aplicaram-se testes de comparayoes multiplas
(Student-Newman-Keuls ou Dunn's) para localizar as
diferenyas entre tratamentos.

Resultados e Discussao

A freqtiencia basal de micronucleos (figuras 1
e 2), ou seja, aquela observada nos controles negativos,
foi de 3,2% em media (tabela 2), a qual foi similar a
encontrada para a mesma planta por Batalha et at.
(1999) (2,4-2,9%) e Miyazato (1999) (1,7-3,4%), No
entanto, houve grandes variayoes nessa freqtiencia
basal ao longo das exposiyoes (valores maximos de
5,3% e minimos de 1,9%), que podem ser uma resposta
a fatores climaticos diferenciados ao longo do periodo
do estudo. Ressalta-se que, em cada exposiyao, 0
bioensaio foi realizado concomitantemente nos
diferentes locais, usando int10rescencias procedentes
de uma mesma populayao de plantas, Sendo assim,
qualquer resposta a fatores climaticos pontuais esteve
integrada de modo homogeneo na induyao de
mutayoes nas celulas-mae de graos de polen. Porem,
em virtude disso, os resultados obtidos em cada local
apenas puderam ser comparados estatisticamente
dentro de cada bioensaio realizado.

As freqtiencias medias de micronucleos obtidas
em varias das exposiyoes realizadas nos laboratorios
testados nao diferiram estatisticamente do controJe
negativo, ficando em alguns casos abaixo dele, ao
passo que foram menores do que as freqtiencias
observadas no controle positivo (tabela 2). Tais
resultados indicam que, na maior parte dos dias
avaliados, nao se constatou a presenya de substancias
mutagenicas no ar desses ambientes em concentrayao
suficiente para causar quebras cromoss6micas nas
celulas formadoras de grao de polen, no momenta da
sua divisao celular. Mesmo que presentes, a situayao

2

Figllras 1-2. Tetrades de Tradescanlia pa/lida "PlIrplIrea". I. COlljlllllO de tetrades. 2. Tetrade com microlllicleos (setas). Ampliado
150x.
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Tabela 2. FreqUencia de micronucleos em 100 tetrades obtidas nos diferentes locais do Instituto de Botanica. (em cada linha, medias
egllidas pela mesma tetra nao diferem signiticativamente entre si pelo teste de S K, a 5% de probabilidade).

Datas de Controle Controle Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de Herbario/area da
exposiyao negativo positivo Anatomia Ficologia Bioqllimica/ Bioquimica/ coleyao

cromatogratia eletroforese

14/09/99 3,9 b ±0,7 10,0" ± 2,4 3,7 b ±0,5 4,6 b ± O,S 2,9c ± 0,6 5,l b± 1,7 11,1" ± 2,1
05/1 0/99 5,3b± 0,5 11,7" ± 5,6 2,9d ± 0,6 7,6" ± 2,2 3,4d± 0,7 4,l c± 0,7 7,7" ± 2,7
09/11/99 2Y±0,4 6,7" ± 0,9 3,6b± 0,9 2,3d ± 0,6 2,9c ± 0,3 3,Sb ± 0,7 7,0" ± 0,7
30/11/99 2,2b ± 0,4 5,7" ± O,S 2,9b ± 0,6 2,5b ± 0,5 2,7b± 0,2 2,7b± 0,5 6,0" ± 0,5
05/01/00 3,6b ± 0,3 7,4" ± 0,7 3,9b ± 0,5 3,7b± 0,4 3,9b ± 0,5 3,Oc ± 0,2 9,5" ± 2,2
02/02/00 3,5 b ± 1,4 S,7" ± O,S 2,7b ± 1,0 2,7b± 0,4 3,9b ± 0,9 2,Sb ± O,S 7,4"± 1,4
03/03/00 3,6c ± 0,2 S,5"± I,S 4,5 b ± 1,3 5,Ob ± 1,0 S,4" ± I,S 4,3 b± 0,7 S,7" ± 1,4
04/04/00 2,4d ± 0,6 3,7c ± 0,6 2,4d± 0,4 3Y±0,4 4,7b ± 0,7 3,6c ± 0,5 7,3"± 1,7
25/04/00 I,ge ± 0,4 5,4b± 2,2 2,5d ± 0,5 1,7c ± 0,2 3,2c ± 0,7 2,3d ± 0,2 6,9" ± 0,4

Media 3,2 7,4 3,2 3,7 4,3 3,5 7,9

de ventila~ao desses locais foi suficiente para evitar
danos geneticos e, conseqtientemente, a forma~ao de
micronucleos nas celulas-mae do grao de p6len. Em
algumas datas, no entanto, no ambiente indoor dos
laborat6rios de Anatomia (09/11/99, 03/03 e 25/04/00)
e de Ficologia (05/10/99, 03/03 e 04/04/00) e das salas
de cromatografia e de eletroforese do laborat6rio de
Bioqufmica (03/03, 04/04,e 25/04/00) foi detectado um
aumento da freqtiencia de micronucleos em rela~ao

ao observado no controle negativo, indicando
momentos de maior risco mutagenico aos usuarios
desses locais. Nos laborat6rios de Anatomia e Fico­
logia, nas datas mencionadas, nao foram empregadas
substiincias diferentes daquelas normal mente
utilizadas, porem na sala de cromatografia do
laborat6rio de Bioquimica, nas datas acima, registrou­
se 0 uso de metanol durante todo 0 perfodo de exposi­
~ao das inflorescencias, 0 que nao ocon-eu nas demais
datas, quando 0 metanol foi usado apenas em parte do
perfodo de exposi~ao. Na sala de eletroforese, apenas
nessas mesmas datas, foi utilizada a substiincia antrona,
empregada no metodo colorimetrico para dosagem de
a~lkar total e formada por acido sulfUrico e composto
fen6lico. 0 emprego de metanol durante todo 0 perfodo
de exposi~ao e da antrona pode explicar 0 aumento
da freqtiencia de micronucleos nesses locais. Os
resultados indicam a necessidade de medidas que
visem ao aumento da seguran~a dos usuarios do
laborat6rio quando tais substiincias forem empregadas.

Ao contrario do observado nos laborat6rios, na
area do herbario, a freqtiencia de micronucleos foi em
media de 7,9%, sendo significativamente superior a
freqUencia obtida no controle negative e semelhante a

do controle positivo (7,4% em media), em todas as
datas de realiza~ao do bioensaio. A contamina~ao

ambiental provocada pelos compostos volatilizados do
naftaleno e pela ausencia de ventila~ao desse local
induziu a forma~ao de micronucleos na mesma
propor~aoque uma solu~ao de 10 ppm de formaldefdo,
uma substiincia reconhecidamente mutagenica. Ma et
al. (1984), testando experimentalmente, atraves do
bioensaio Trad-MCN, 140 agentes diferentes, dentre
eles 0 naftaleno, confimlaram 0 alto poder mutagenico
desse produto. Nao ha duvidas, portanto, que as
pessoas que consultam a cole~ao de exsicatas do
Herbario do Instituto de Botiinica estao expostas a
uma situa~ao de risco mutagenico mais intensa do que
as que freqtientam os demais laborat6rios investigados.

Ma et al. (1984) afirmam que 0 bioensaio Trad­
MCN, onde sao empregados diferentes clones de
Tradescantia, tem se mostrado adequado para uma
rapida averigua~ao de riscos impostos pOI' substancias
mutagenicas aos sistemas biol6gicos, podendo 0 agente
investigado estar dilufdo em meio Ifquido ou apresentar­
se na forma gasosa. De fato, no presente estudo,
observou-se que essa afirma~ao tambem e valida para
T pa/lida "Purpurea",ja que os compostos orgiinicos
gasosos volatilizados a partir do naftaleno, causaram,
da mesma maneira que 0 formaldefdo dilufdo em agua,
um aumento significativo na ocorrencia de muta~5es

nas tetrades polfnicas.
o estudo realizado refor~a a ideia de Miyazato

(1999) de que 0 bioensaio pode ser utilizado de forma
rotineira para monitorar as condi~5es do ar de ambi­
entes fechados submetidos a agentes qufmicos. Como
a planta e muito sensfvel aos agentes qufmicos, numa
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situac;:ao onde ela nao e afetada, provavelmente 0

ambiente esta eguro para 0 homem, ja numa situa­
c;:ao onde ocorram alterac;:5es, refletidas na maior fre­
qiH~ncia de micronllc1eos, deve-se buscar melhorar as
condic;:5es desse ambiente, uma vez que potencial mente
ha riscos de provocar efeitos na sallde das pessoas.
o bioensaio e especialmente util para dar esse alerta,
destacando-se ainda seu baixo custo, a facilidade de
realizac;:ao do mesmo e a sua aceitac;:ao por parte dos
usuarios dos ambientes testados. Pode, assim, levar a
mudanc;:as no compOltamento dos freqtientadores des­
ses ambientes, atraves da execuc;:ao mais cuidadosa
de suas atividades, e ate auxiliar na tomada de deci­
sao por parte dos dirigentes institucionais, em relac;:ao
a melhorias nesses ambientes inadequados.
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