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ABSTRACT 

Bone marrow micronucleus test and transplacental micronucleus test wete carried 
out on wiid Rodents trapped from two areas, Tolfa and Maccarese (Roma), to evaluate 
the possible genetic damage connected with the presene of pesticides and 137Cs from 
Chernobyl fallout. Resuits showed a statistically significant increase in the frequency of 
the micronucieated poIychromatic erythrocytes (MF'CEs) in the foetuses from Maccarese 
(1983); SigniIicant dinerences between mean values of Maccarese and Tolfa and between 
the first (1983) and second (1987) trappings of Tolfa were not observed in adult animais. 
Moreover, a small increase in 13'Cs was observed in the specimens from Tolfa (second 
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RIASSUNTO 

11 test dei micronuclei (Schmid, 1976) è stato condotto su popolazioni naturali di 
Roditori Murini (adulti e feti) provenienti da aree agricole della provincia di Roma 
(Tolfa, Maccarese) per valutare i possibili danni genetici connessi alla presenza di pestici- 
di e di 137Cs proveniente dal fallout radioattivo di Chernobyl. I risultati ottenuti in Mus 
musculus abmesticus hanno messo in evidenza un aumento della frequenza di eritrociti 
policromatici micronucleati (MPCEs) statisticamente significativo nei feti provenienti da 
Maccarese rispetto a queiii di Tolfa, indicativo deiia presenza di un danno prenatale, 
mentre negli individui adulti non sono state evidemiate differenze significative tra i vaiori 
di Maccarese e Tolfa e tra i valori di Tolfa del 1983 e del 1987. E' stato rilevato inoltre 
un leggero aumento deiia quantità di 137Cs negli individui catturati nel 1987. 
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INTRODUZIONE 

Numerosi metodi che usano sistemi biologici, dalle singole reazioni 
biochimiche alle associazioni di organismi, dalle popolazioni naturali al 
materiale biologico selezionato, sono stati sviluppati per la valutazione 
dell'inquinamento ambientale (cfr. Tommasi, 1989). La scelta di popoia- 
zioni naturali quali indicatori di un'eventuale condizione di stress am- 
bientale risponde ad esigenze di maggior concretezza ed aderenza alla 
realtà., nonostante i numerosi fattori che possono interferire nell'interpre- 
tazione dei risultati. I Roditori Murini, in particolare, sono scelti per la 
loro diffusa presenza nell'ambiente terrestre, per la loro comparabilità 
con la specie umana, per la collocazione trofica e per le numerose 
conoscenze sui ceppi sperimentali di laboratorio (Cristaldi et al., 1985). 

Diverse metodologie (test mutagenetici, misure biometriche, analisi 
istopatologiche, batteriologiche e virologiche e determinazioni radiome- 
triche, ecc.) sono state applicate su Murini selvatici per individuare gli 
effetti biologici connessi con l'inquinamento ambientale (Cristaidi et al., 
1986). 

Test di mutagenesi, messi a punto in laboratorio (test dei micronuclei, 
analisi delle anomalie spermatiche) sono stati applicati con successo in 
popolazioni naturali di Roditori utilizzate come indicatori biologici per la 
valutazione dell'impatto ambientale in aree agricole, industriali ed ur- 
bane inquinate da radionuclidi e da agenti chimici (Materij & Maslova, 
1978; Cristaldi et al., 1981; Cristaldi & Lombardi Boccia, 1982; Ieradi et 
al., 1984; Cristaldi et al., 1985; Cristaldi et al., 1989). In particolare il test 
dei micronuclei applicato su tessuti ematopoietici, in quanto espressione 
diretta del danno genetico, è stato già ampiamente utilizzato in laborato- 
rio per individuare il danno indotto da pesticidi (Amer & Fahmy, 1982, 
1983; Doulot et al., 1982aJ982b; Amer & Abul-ela, 1985; Grover & 
Malhi, 1985; Pandita, 1986); ricerche analoghe condotte sul campo, in 
particolare su Roditori selvatici, sono tuttavia ancora poco numerose 
(cfr.: Ieradi et al., 1984; Paradisi et al., 1986). 

Il test dei micronuclei eseguito su midollo osseo (Matter & Schmid, 
1971; Heddle, 1973; Schmid, 1973), si basa sul fatto che rotture cromo- 
somiche o anomalie mitotiche ne& eritroblasti generano micronuclei 
chiaramente visibili ne& eritrociti policromatici (Schmid, 1976); inoltre 
è un metodo sensibile per scoprire danni genetici in cellule somatiche di 
mammifero in vivo; infatti la frequenza di micronuclei aumenta in 
presenza di mutageni chimici, di "veleni" mitotici e di basse dosi di 
radiazioni (Jenssen & Ramel, 1976, 1978, 1980; Garriott & Grahn, 1982; 
Heddle et al., 1983). 



I1 test dei micronuclei condotto sul fegato fetale di Roditori Murini è 
stato messo a punto per valutare i rischi di danni genetici durante lo 
sviluppo prenatale (Cole et al., 1979). Le cellule epatiche fetali sono 
risultate, in risposta ad alcuni mutageni chimici, più sensibili nel subire 
aberrazioni cromosomiche rispetto alle celiule materne del midollo osseo 
(Cole et al., 1983; Cihak & Vontorkova, 1985). Eutilità di questo test può 
essere in alcuni casi limitata dall’abilità di un premutageno a passare 
attraverso la placenta e dalla capacità metabolica delle cellule fetali del 
fegato di attivare il premutageno stesso. Va tuttavia sottolineato che 
alcune sostanze chimiche (benzopirene, nitrosamine, alcaloidi, ecc.) pos- 
sono indurre un danno non rilevabile applicando il test alle cellule del 
midollo osseo, rilevabile invece eseguendo il test sulle cellule del fegato 
fetale (Stoyel & Clark, 1980; Cole et ai., 1983). Studi sulla genotossicità 
del benzene e dei suoi derivati hanno dimostrato che mentre per madri 
e feti il benzene induce lo stesso numero di micronuclei, tra i suoi 
metaboliti l’idrochinone risulta il più attivo sui feti (Ciranni et al., 1988). 

Nel presente lavoro per valutare il rischio di esposizione a pesticidi, è 
stato applicato il test dei micronuclei su due popolazioni naturali di 
Roditori catturate in due differenti siti nei dintorni di Roma: Maccarese 
e Tolfa. L a  prima area è situata all’interno deiia bonifica di Maccarese, 
in località Lingua d’Oca, tra il mare e l’aeroporto di Fiumicino, in una 
zona antropizzata caratterizzata daila presenza di una fitta rete di canali 
di bonifica che hanno trasformato la preesistente palude in un’area 
agricola di tipo intensivo con coltivazioni di grano, mais ed altri vegetali, 
regolarmente trattati con pesticidi: Atrazina, Phorate, Trifuralin, Ala- 
chlor, 2.4D (cfr. Paradisi et al., 1986). La seconda area, utilizzata per il 
controllo, si trova nel comune di Tolfa in località La Conserva, ad 
un’altezza media di 200 m s.l.m., scarsamente antropizzata e con spiccate 
caratteristiche di naturalità, all’interno di una grande azienda agricola con 
coltivazioni di alfa-alfa ed altri foraggi non trattati con pesticidi e concimi 
chimici, con allevamento semibrado di bovini ed equini e coperta da 
ampie aree boscate (cfr.: Spada, 1977; Contoli et al., ’1983). 

A seguito dell’impulso dato alle indagini sul campo dopo l’incidente 
di Chernobyl (cfr.: Ieradi et al. 1988; Mascanzoni et al., 1989), paralle- 
lamente ad una ricerca in corso a Roma sugli effetti del fallout radioatti- 
vo su popolazioni di Murini selvatici (Cristaldi et al., 1989, 1990), nel 
1987 è stata avviata a Tolfa un’indagine analoga per reperire nuovi dati 
da confrontare con quelli ottenuti nella campagna di catture di micro- 
mammiferi condotta nel 1983; in linea con gli studi citati, che si sono 
andati sviluppando a seguito di tale incidente, è stata eseguita la 
determinazione radiometrica del 137Cs sui  Munni catturati, rivolta alla 
ricerca di eventuali correlazioni con il danno genetico. Va sottolineato 
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che la zona ha subito una contaminazione da 13'Cs conseguente il fallout 
di Chernobyl che si aggira intorno ai 1000 Bq/m2 ai suolo (cfr. 
ENEA/DIsP, 1986), mentre il livello di altri fattori di impatto ambientale 
non ha subito variazioni significative nel periodo 1983-87, ad eccezione 
di un probabile ma non accertato effetto dovuto alle piogge acide 
provenienti dalla centrale termoelettrica di Torvaldaliga entrata in eserci- 
zio nel 1984 (dr. Barbagli et al., 1990). 

hhYIERIALI E METODI 

A Tolfa, in località La Conserva, dai 17 al 29 maggio 1983 sono stati 
catturati 27 esemplari di micromammifen; a Maccarese, in località 
Lingua d'Oca, dal 21 agosto al 6 settembre 1983, 24 esemplari; a Tolfa, 
nelle attigue località La Conserva e Rota, dal 27 maggio al 17 giugno 
1987, 62 esemplari. I dati faunistici delle catture messi a confronto con i 
dati relativi aiie borre di Wo alba ritrovate in due siti nei dintorni di 
Tolfa caratterizzati da una notevole affinità faunistica (Contoli et ai., 
1983), hanno, tra l'altro, consentito nella campagna di catture successiva 
di considerare i siti di Rota e La Conserva come un'unica entità 
biocenotica. 

Tutte le 113 catture sono state effettuate con trappole Havahart, 
Longworth e Shennann, utilizzando esche incontaminate e di ottima 
qualità. Di ogni animale sono stati determinati: la specie, il sesso, l'età e 
la presenza di eventuali discriminanti somatiche. 

Tra tutti gli esemplari catturati, solo quelli di M. m. domesticuS sono 
stati sottoposti ai test dei micronuclei. I1 test transplacentare dei micro- 
nuclei è stato eseguito in totale su 18 feti di M. m. domesticm (Paradisi 
et al., 1986). 

TEST DEI MICRONUCLEI - Gli strisci di midollo osseo sono stati 
preparati secondo il metodo di Schmid (1976), modificato da MacGregor 
(1987), fissati in metanolo assoluto per 5 minuti e colorati (Cole et al., 
1979). 11 test transplacentare è stato eseguito su strisci di fegato prelevato 
dai feti dopo 10-17 giorni di vita prenatale secondo il metodo di Cole et 
al. (1979). 
La frequenza degli eritrociti policromatici micronucleati (MPCES) è 

stata determinata su lo00 eritrociti policromatici (PCEs) per ogni esem- 
plare; per determinare la significatività statistica dei risultati ottenuti è 
stato eseguito il T Student test. 

RADIOMETRIA - Le carcasse (esclusi gli organi interni e il cranio) di 
29 individui di Mur musculur domasticuS, catturati a Tolfa nel 1983 e nel 
1987, sono state essiccate a 105 "C e omogeneizzate per la determina- 
zione del contenuto in cesio radioattivo. Per limitare gli errori di 
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conteggio le misure radiometriche sono state effettuate raggnippando i 
29 individui in due gruppi: uno comprendente gli individui catturati 
prima dell'evento di Chernobyl e l'altro queiii catturati successivamente. 
La relativa emissione di fotoni è stata determinata con un rilevatore 
gamma automatico equipaggiato di un detector a pozzetto allo NaI(Ti). 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

I risultati ottenuti con il test dei micronuclei negli individui adulti di 
M. rn. domesticus non hanno evidenziato differenze significative tra il 
valore medio di MpCEs/lOoO PCEs dei campioni di Tolfa-1983 e il valore 
medio dei campioni di Maccarese, mentre è stato osservato un aumento 
statisticamente significativo (P c 0.001) di MpcEs nei feti di M. M. dome- 
sticus provenienti da Maccarese rispetto a quelli di Tolfa-1983 (tab. 1). 

Tra i valori medi di MpCEs dei campioni catturati a Tolfa nel 1983 e i 
valori medi dei cam$oni catturati nel 1987 non risultano differenze 
statisticamente significative. 

La determinazione radiometrica del 'j7Cs sui campioni catturati a Tolfa 
ha messo in evidenza tra i due periodi presi in esame variazioni di entità 
trascurabile (1983: 23,12 Bq/Kg; 1987: 98,27 Bq/Kg). 

La presenza di individui "outliers" (val. max. 5 MPCEd1000 PCEs) a 
Maccarese e a Toifa 1987, di per sé non significativa, riscontrata anche 
nelle popolazioni catturate in aree soggette a condizioni critiche di 
contaminazione radioattiva (cfr.: Licastro et ai., 1984; Cristaldi et al., 
1990) e di impatto industriale ed agricolo (dr. Ieradi et al., 1984), 
evidenzia l'importanza di effettuare ricerche anche su un numero non 
elevato di esemplari. Se si fa riferimento ai ceppi di Mus di laboratorio 
che vengono utilizzati come controllo nella letteratura (Cole et aI., 1979; 

%b. 1 - Incidenza degli eritrociti poiicromatici micronucieati (MPCWlOOO PCEs) nel 
midollo osseo e nel fegato fetale di Mus musculus domesticus. 
Incidence of micmnucleded po@hmatic eruaocytes (MPCEsJ1ooO PCEs) in 
the bone m m w  and fetal liver of Mus musculus domesticus. 

"r DEI MICRONUCLEI 'Slll N x ERRST. MiN MAx 

MIDOLLO OSSEO mifa-1983 12 433 I0,14 o 1  
Macwcse-1983 17 0.82 1037 O 5 
Tolfa-1987 17 0,W I 0 3 3  o 5  

FEGATO FEZALE Tolfa-1983 11 0,w +0,09 o 1  
Maccarese-1983 7 3,86* 21.01 1 8  

fSignificatVittà p <0,01 
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Stoyel & Clark, 1980; Jenssen & Ramel, 1980; Doulot et al., 1982; Cihak 
& Vontorkova,l985; Cirami et al., 1988), si osserva che negli adulti i 
valori medi di cellule micronucleate sono compresi in un range che va da 
1,3 a 4,89/1000 e nei feti da 2 a 4/1000. Tili valori sono notevolmente più 
alti dei valori medi registrati nelle popolazioni naturali (vedi tab. i), 
pertanto. tali popolazioni sono particolarmente idonee a registrare effetti 
dovuti anche a dosaggi molto bassi di agenti mutageni. 

In conclusione negli individui adulti, catturati in aree trattate con 
pesticidi (Maccarese), non si riscontra un danno genetico significativo; 
nei feti si osserva un aumento di eritrociti policromatici micronucleati 
(MPCEs) statisticamente significativo; ciò conferma, anche nell'applica- 
zione del test in animali selvatici, la maggiore sensibilità del test 
transplacentare rispetto a quello sul midollo osseo (Cole et al., 1983, 
Cihak & Vontorkova, 1985). 

Si sottolinea perciò la necessità di eseguire il test sia sugli adulti che 
sui feti e di analizzare un più alto numero di animali nei siti in esame 
conducendo un periodico monitoraggio sulle medesime popolazioni natu- 
rali, al fine di effettuare una corretta valutazione dei danno e della sua 
significatività. 
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