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TRADESCANTIA PALLIDA: MAIS DO QUE UMA LINDA FLOR, UM
IMPORTANTE BIOINDICADOR DA QUALIDADE AMBIENTAL.
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Introduciao

O desenvolvimento industrial ¢ urbano, observa-
do a partir do século XIX, desencadeou uma elevada
tendéncia de emissdo de agentes toxicos na atmosfera
(Machado, 2008). Entre as diversas fontes de emissao,
podemos destacar: o aumento da frota de veiculos nas
cidades, a exploracdo industrial desordenada, as extensas
areas de queimadas no cerrado e nas florestas e o avango
do homem sobre areas nativas de florestas. Os principais
agentes toxicos envolvidos nos processos de deteriora-
¢do ambiental sdo: dioxido de carbono (CO,), hidrocar-
bonetos policiclicos aromaticos (Benzopireno), material
particulado (MP, ; ¢ MP, ), mondxido de carbono (CO),
oxidos de enxofre (SO, € SO,), 6xidos de nitrogénio (NO
e NO,) e 0 0zbnio (O,) (Bernstein et al., 2004; Passarelli,
2003) .

Estudos realizados no estado de Sao Paulo mostra-
ram que a poluicdo gerada pela agdo do homem promove
um aumento significativo nas concentragdes de diver-
sos compostos toxicos, entre eles o material particulado
grosso e fino, refletindo em um expressivo aumento do
numero de casos de internagdes hospitalares associados
a problemas respiratorios (Cangado et al., 2006; Carmos
et al., in press). Em ambientes onde as concentragdes
dos poluentes sdo elevadas, dependendo da toxicidade
do mesmo, estes podem induzir efeitos genotdxicos ndo
apenas em humanos, mas também em animais, plantas e
bactérias, podendo comprometer a saude dos ecossiste-
mas (Isidori et al., 2003).

O teste de micronucleo em Tradescantia (Trad-
MCN) ¢ considerado uma valiosa ferramenta por muitos
pesquisadores devido a simplicidade da metodologia e
sensibilidade desta planta a exposi¢do aos agentes ge-
notdxicos (Guimaraes ef al., 2000; Batalha ef al., 1999).

O teste foi desenvolvido, no Brookhaver National La-
boratory - EUA, por Ma e colaboradores em 1976, e,
inicialmente, utilizava como planta teste a Tradescantia
clone 4430 que, posteriormente, foi sendo adaptado para
a Tradescantia pallida (Ma et al., 1994; Batalha et al.,
1999). A espécie Tradescantia pallida cv. purpurea é ori-
gindria do leste do golfo do México e se caracteriza pela
facil adaptabilidade as condigdes climaticas (Chimpan e
Sipos, 2009). A visualizagdo de micronticleo (MCN) a
partir do teste Trad-MCN, apos exposi¢ao a 140 tipos de
substancias, mostrou concordancia de resultado em 67%
quando comparado aos obtidos a partir do teste de Ames,
nas mesmas condi¢des experimentais (Ma et al., 1984).
Os microntcleos sdo pequenos fragmentos do nucleo
que se formam a partir da quebra cromossdmica (proces-
so clastogénico) ou perda de um cromossomo inteiro do
fuso celular (processo aneugénico) durante a mitose (di-
visao celular) refletindo, portanto, a ocorréncia de danos
de carater genotoxico (Rodrigues ef al., 1997).

Material e Métodos

O protocolo seguiu os procedimentos descritos
por Ma (1981), Ma e colaboradores (1994), Rodrigues
e colaboradores (1997), Alves e colaboradores (2001),
Savoia e colaboradores (2009).

1. MODELO EXPERIMENTAL

Para desenvolver um experimento com base cien-
tifica, ¢ fundamental a adoc¢do de alguns cuidados para
que o experimento tenha reprodutibilidade e que os re-
sultados sejam confiaveis. No estudo com 7. pallida in
situ como bioindicador da qualidade do ar se faz neces-
saria a adogdo de um ponto referéncia, também denomi-
nado de ponto de comparacdo negativo; este ponto sera
adotado como padrdo para comparagdo dos resultados
do ponto teste. As plantas expostas nos pontos testes e
controle deveram ter sido cultivadas, cuidadas e regadas
da mesma forma. E de fundamental importancia que a



coleta de todos os pontos seja realizada na mesma épo-
ca, para evitar viés no estudo. Dependendo do tipo do
estudo, ¢ aconselhdvel que as coletas sejam realizadas
seguindo alguns parametros, que podem ser do periodo
de distribui¢ao de chuva (coleta no periodo seco e chu-
voso) até correlacionado as estacdes do ano (coleta no
inverno, primavera, verdao ¢ outono). Caso seja possivel,
o experimento pode adotar um ponto, sabidamente afeta-
do pela polui¢do que se deseja avaliar, e usar como ponto
de comparagdo positivo (controle positivo).

2. PREPARO DOS VASOS

Em uma floreira de plastico (com dimensdes: 50
cm X 17 cm x 17 cm), mistura-se de forma homogénea
os seguintes componentes: 2 partes de terra vegetal + 1
parte de substrato (ex.: Plantmax) + 1 parte de vermicu-
lita fina + 1 parte de humus de minhoca. Cada vaso deve
receber no maximo 05 talos de 7. pallida. Para melho-
rar o desenvolvimento das plantas, deve-se aplicar um
fertilizante a base de NPK 10:10:10 na forma liquida,
mensalmente, obedecendo a dilui¢ao do fabricante. Ge-
ralmente, processa-se a dilui¢do de 1 colher de sopa (15
ml) do produto na sua forma concentrada em um litro de
agua. Cada vaso deve receber um volume aproximado
de 350 ml de solugdo diluida, que deve ser aplicado dire-
tamente sobre o solo e, preferencialmente, num horario
com pouca incidéncia de raios solares.

3. SOLUCOES

3.1 SOLUCAO DE FIXACAO (Solugdo de
Carnoy)

Proporg¢ao de 3:1 de alcool etilico absoluto e acido
acético 45%. Para 1 litro de solugdo: 750 ml de alcool
etilico absoluto + 250 ml de acido acético 45%. Misturar
e conservar em temperatura ambiente.

3.2 SOLUCAO DE COLORACAO
(Carmim acético 2%)

2 g de Carmim + 100 ml de acido acético 45%.
Misturar os componentes num condensador de refluxo
com o auxilio de “bolinhas” de vidro durante 3 horas,
espera esfriar e filtra a solugcdo em papel filtro (21 mm).
Armazenar em vidro ambar sob refrigeracao de 2-5°C.

4. FIXACAO

Retirar a inflorescéncia no formato de “barquinha”
sem flor (Fig.1-B) com auxilio de uma ping¢a (Fig.2- G
ou [) e armazenar em um recipiente com 6tima vedagao
(Ex.: tubo do tipo Falcon ou coletor universal) com solu-
¢do de Carnoy por 24 horas. Apds o periodo de fixacao,
substituir a solugdo de fixacao por alcool 70% e deixar
armazenado por um periodo maximo de 6 meses.

5. CONFECCAO DAS LAMINAS

Inicialmente, deve-se montar a bancada de traba-
lho de acordo com o exposto pela figura 2. Com o auxilio
das pingas (Fig.2-G e I) e do explorador (Fig.2-F) ¢ re-

alizado o procedimento de dissecagdo da inflorescéncia,
tendo como meta a retirada do botdo que apresente célu-
las-mae de graos de pdélen em estagio de tétrades. A es-
colha do estagio de tétrade para pesquisa de micronucleo
se da pelo fato de que neste estagio a célula encontra-se
em interfase (ndo divisdo), o que facilita a visualizacdo
do nucleo e do possivel MCN existente. Outra vantagem
desse estagio celular ¢ o tempo de duragdo (36-48 h),
facilitando os procedimentos de analises.

As inflorescéncias jovens sdo as mais indicadas para
a analise, por apresentar células em estagio de tétrade em
botdes de estagio intermedidrio. O botao escolhido deve
ser dissecado e posteriormente macerado com o auxilio do
estereomicroscopio, estilete histologico, do explorador e
de uma gota de carmim acético 2%, devendo ser retirado
todos os “debris” (fragmentos celulares resultantes da ma-
ceragdo do botdo) antes de colocar a laminula. Observar
a presenca de tétrades com auxilio da objetiva 4 X do mi-
croscopio optico (Fig.4-T), caso seja positivo, deixar a 1a-
mina em chapa aquecedora (70°C) ou espiriteira por 8-15
segundos a fim de que permita a evaporacao do excesso de
corante e com isso melhore a visualizagdo dos componen-
tes celulares na lamina. O processo de aquecimento das
laminas deve ser acompanhado com muita atengao, por-
que um excesso de aquecimento pode promover a abertu-
ra das tétrades, formagdo de micrdésporos (Fig.4-S), o que
inviabilizaria o teste. Ocorrendo sobreposicao de células
na tétrade ou excesso de corante, a 1amina com laminula
pode ser levemente pressionado com um papel absorven-
te, tomando o maximo cuidado para ndo quebrar a mesma.

6. ANALISE

As laminas devem ser analisadas em microscopia
optica com objetiva de 40 X. Por lamina, deve-se contar
um total de 300 tétrades e a ocorréncia de micronticleo
(Fig.4-P, Q e R) deve ser discriminada de acordo com o
numero total de MCN por tétrade (Fig.3). Para cada pon-
to de amostragem, deve ser analisado de 5-10 laminas e
o resultado expresso conforme a formula abaixo: onde
“M” é o numero de micronucleos contados por ldmina
do ponto e “n” é o numero total de laminas analisadas
por ponto. O valor deve ser expresso como o numero de
micronucleo por 100 tétrades contadas.

A grande maioria dos artigos cientificos publica-

meN, = Z(M/3)

Total n

dos com tradescantia preconiza a utilizagao da analise de
variancia (ANOVA) associada a um teste ndo-paramétri-
co (Mann-Whitney, Tunkey ou Dunnet), estando a sua a
escolha vinculada ao nlimero de pontos e a forma como
esses dados serdo avaliados. Alguns artigos fazem uso da



analise de regressao linear com o propdsito de associar
a freqiiéncia de microntcleos a quantificagdo de deter-
minados compostos presentes no ar (MP, CO, SO,, O,,
outros) ou de determinadas condigdes ambientes (tempe-
ratura, umidade, outras) do local de estudo.

Consideracgoes Finais
A otima adaptac@o da planta ao clima brasileiro,

a pouca complexidade do experimento e o baixo custo
financeiro demonstram que este ensaio tem todo um po-
tencial para se transformar numa valiosa ferramenta para
fomentar o conhecimento cientifico, na area da genética,
nas salas de aula de todo o Brasil. Também fortalece a
ferramenta do biomonitoramento participativo, onde as
comunidades locais podem ter acesso aos resultados de
forma simples.

Figura 1. Tradescantia pallida Purpurea: Inflorescéncia com flores (A), Inflorescéncia sem flor (B), vasos de

T. pallida em ponto de exposi¢do (C) e Flor (D).

Figura 2. Bancada de trabalho: Espiriteira (A), carmim acético 2% (B), Tubos com inflorescéncias fixadas
e conservadas em dlcool 70% (C), Laminulas (D), Laminas (E), Explorador dental (F), Pin¢a anatomica reta (G),

Estilete histologico (H) e Pinga clinica (1).
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Figura 3. Folha para coleta de dados no teste Trad-MCN: Inflorescéncia analisada em cada ponto (4), Data
da coleta (B), Numero de MCN encontrados por tétrade analisada (C), Total de MCN encontrados na inflorescéncia
analisada (D), Total de MCN divididos por 3 (E) e Anormalidades encontradas na lamina (F).
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Figura 4. Estagios celulares observados no Trad-MCN. Todas as ldminas foram coradas com carmim acético
2% e fotografadas em microscopio optico. As laminas de A até S foram fotografadas em aumento 40 X e a lamina T
em aumento 4 X. MCN = Microniicleo.
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