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Abstract

The peach fruit species is the second most important after the apple tree in the Rosaceae. Pesticides are
considered as one of the main factors of environmental pollution; They are widely used to improve food
production in agriculture and to control pests and disease vectors; many have been classified as carcinogens,
because they induce damage to genetic material. This paper was determined genotoxicity produced by extracts
of peach (Prunus pérsica (L.)Batsch) grown in the municipality of Pamplonita, Norte de Santander. The
comet assay was used to evaluate the genotoxic activity. For pesticide detection, gas chromatography (LLECD)
was used. The results indicate that the peach extract induces DNA damage in human lymphocytes, which
varies according to the dose of the extract; by chromatography, pesticides like endosulfan II and Beta BHC,
which belong to the family of organochlorines were detected. Since the peach is an export product and high
consumption in our region, the intake of this could become a risk factor for the population.
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Resumen

El durazno es la segunda especie frutal de mayor importancia después del manzano, en las rosaceas. Los
pesticidas son considerados como uno de los principales factores de contaminacion del medio ambiente;
como es conocido son ampliamente utilizados para mejorar la produccién de alimentos en la agricultura
y para el control de plagas y vectores de enfermedades; muchos han sido clasificados como cancerigenos,
porque inducen dafio en el material genético. En este trabajo se determiné la genotoxicidad producida
por extractos de durazno (Prunus pérsica (L.)Batsch) cultivados en el municipio de Pamplonita, Norte de
Santander. El ensayo cometa fue utilizado para la evaluacion de la actividad genotoxica. Para la deteccion
de residuos de pesticidas, se usé cromatografia de gases JLECD. Los resultados indican que el extracto de
durazno induce lesiones en el ADN de linfocitos humanos, que varian de acuerdo a la dosis del extracto;
por cromatografia, se detectaron pesticidas como endosulfan Il y el Beta BHC, que pertenecen a la familia
de los organoclorados. Dado que el durazno es un producto de exportacion y de alto consumo en nuestra
region, la ingesta de este podria convertirse en un factor de riesgo para la poblacion.
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1. Introduccion

El durazno es una de las especies frutales
caducifolias mas populares cultivadas en las zonas
templadas de todo el mundo. Su nombre cientifico,
Prunus persica (L.) Batsch, sugiere que seria
oriundo de Persia lo que, actualmente, se conoce
como Iran[l]. Es la segunda especie frutal de
mayor importancia después del manzano, en las
rosaceas [1-3]. Es uno de los frutales comunmente
mas sembrados en zonas de tropico alto, dentro de
la llamada fruticultura de clima frio, debido a las
ventajas comparativas que estas regiones poseen,
como clima, suelos, precipitacion y acumulacion
de horas frio [4]. La produccién en Colombia,
se concentra en los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Norte de Santander y Santander [5],
en municipios principalmente ubicados entre 1.600
y 3.332 msnm [6]. El departamento de Boyaca es el
mayor productor de duraznero, con una produccién
de 12.00t, un rendimiento de 14,4t ha™, en un area de
siembra [5].

Norte de Santander se ha venido posicionando
como un departamento con una gran vocacion hacia los
frutales caducifolios, destacandose la incorporacion de
nuevas areas de siembra de duraznero, tendencia que
se evidencia, ya que se paso de 168ha, reportadas en
2007, a 463ha, para el 2011, mostrando un incremento
del 285% en el area; su participacion en el mercado
nacional es del 27,2% [5]. El incremento en los dos
ultimos anos, aproximadamente de 1000 a 1500
hectareas puede posicionar al departamento norte de
Santander en el primer lugar en el pais, no solamente
por area sembrada sino también por productividad por
planta [7-8].

Los pesticidas son considerados como uno de los
principales factores de contaminacion que intervienen
en el medio ambiente y el mundo de hoy[9]. Los
pesticidas contribuyen a la contaminacion ambiental
por medio de productos degradados en aire, suelo,
agua y alimentos; este contacto a largo plazo puede
inducir dafio en las poblaciones perturbando 6rganos,
tejidos, sistemas entre otros[10]. Un pesticida es
cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas
a prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier tipo
de plagas (insectos, acaros, nematodos, malezas,
ratas, y etc.).Se pueden clasificar en insecticidas,
herbicidas, fungicidas, y varias otras sustancias[11].
Estas sustancias quimicas se encuentran disefiadas
para ser toxicas con las plagas y vectores de
enfermedades. Contienen mas de 1.000 ingredientes
activos que son altamente comercializados[9] Segiin
describe[9]. Aunque los pesticidas han beneficiado
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en gran medida la vida humana a través de la mejora
de los productos agricolas y el control infeccioso
de enfermedades, su uso extendido y exagerado
a su vez ha afectado la salud humana. Los
pesticidas carbamatos, organofosfatos y pesticidas
organoclorados son ampliamente aplicados a los
cultivos de frutas y hortalizas en todo el mundo[12].
El uso de estos productos quimicos, especialmente
organoclorados en ocasiones ha estado acompaiiado
por los riesgos para la salud humana y el medio
ambiente debido a su potencial tdéxico, alta
persistencia, bioconcentracion, y, en particular, su
toxicidad no especifica[13]. A pesar de que el uso de
ciertos plaguicidas organoclorados en la agricultura
estd prohibido en muchos paises, estos compuestos
han sido detectados en el medio ambiente debido
a su persistencia en todo el mundo. Estudios como
el realizado por[14-15] demuestra que Lambda-
Cyhalothrin, componente activo de Karate Zeon
(insecticida piretroide)es utilizado altamente en la
agricultura y puede causar alteracion de la conciencia
y convulsiones ya que afecta directamente al sistema
nervioso central de los seres humanos, ademas de
ocasionar efectos disruptores endocrinos. Otras
investigaciones[16], identifican una  potencial
citotoxicidad y genotoxicidad in vitro de metomilo(S-
Metil-N-[(metilcarbamoil)oxi]tioacetamidato),
componente activo del insecticida y acaricida
Lannate. A si mismo en estudios realizados por[17-
19] nos muestran una considerable genotoxicidad
de metomilo en linfocitos humanos, induciendo
aberraciones  cromosémicas y  micronucleos
dependientes de la dosis. Residuos de plaguicidas
pueden ser encontrados en frutas y verduras y se
han convertido en un importante problema de salud
publica, probablemente debido al corto intervalo
entre las cosechas y el tiempo transcurrido al ser
llevados a los mercados y al ser consumidos en
crudo[20]. Se encuentra amplia evidencia en donde
muchos pesticidas estan asociados con la capacidad
de generar dafio a nivel del material genético por
ejemplo rupturas en el ADN, aductos en el ADN,
aberraciones cromosOmicas e intercambio de
cromatidas hermanas[21-24]. Cada vez hay mas
pruebas de la relacion de la exposicion de pesticidas
con la incidencia de enfermedades cronicas humanas,
pues son consideradas como la principal causa de
mortalidad en el nuevo mundo, lo que representa
mas del 60% de todas las muertes[9]. La exposicion
a los residuos de plaguicidas a través de la dieta se
supone que es cinco o6rdenes de magnitud mayor que
otras vias de exposicion, como el agua potable[25]
y el aire. Aunque la exposicion a plaguicidas puede
ocurrir a través de diferentes vias, como la inhalacion,
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la exposicion cutdnea y la ingesta alimentaria y
no alimentaria, el consumo de alimentos ha sido
reconocido como la ruta principal de exposicion a
residuos de plaguicidas para los consumidores que
no trabajan con pesticidas[25].

El abuso indiscriminado en la utilizacién de
pesticidas por parte de los agricultores superando
las dosis requeridas para el control de plagas ya sea
por cultura, para evitar pérdidas en la produccion,
aumentar la productividad e intentar reducir costos;
posiblemente ocasionan que queden residuos en
partes de la planta y en el fruto, los cuales llegan de
forma directa a los consumidores. Segun reportes de
los cultivadores de la region, los productos que mas
usan son: el funlate score, karate, sunfire, vertimek,
lannate, fipronil, microthiol, daconil, derosal, forum,
manzate, finale, baycor, difenoconasol, opera, tilt,
azimut, nilo.(muchos de los cuales se ha demostrado
tener efectos adversos en la salud y ocasionar dafio
genotoxicol[16-20]) Considerando que el durazno
es un fruto ampliamente producido y comercializado
en el ambito local, nacional e internacional, se
hace necesario realizar estudios que nos indiquen
presencia o ausencia de residuos de pesticidas, los
cuales pueden llegar a generar un efecto genotoxico
y cancerigeno sobre los consumidores. Es por este
motivo que se realizara la evaluacion genotdxica,
asi como la identificacion de residuos de pesticidas,
para lograr determinar si existe una relacion entre el
consumo de alimentos con residuos de pesticidas y
la induccion de genotoxicidad en células humanas.

2. Materiales y Métodos
Area de estudio

La muestra de durazno fue tomada en un cultivo
localizado en el municipio de Pamplonita, el cual esta
ubicado en la Region Sur-Occidental del Departamento
Norte de Santander, junto con los Municipios de
Pamplona, Mutiscua, Silos, Chitagd y Cécota. 72°
39’ al oeste del meridiano de Greenwich (longitud)
y a 7° 26’ al norte del paralelo ecuatorial (latitud);
Altitud (metros sobre el nivel del mar): 1.750 Metros.
Temperatura media: media 10 °C, en las zonas mas
altas, y de 22° C en las mas bajas.

Toma de la muestra

Se realizaron dos (2) muestreos justo en el
momento en el que son colectados para ser llevados
al mercado. Tomando en total 1 kg de durazno, luego
se guardd en cajas o termos de icopor para evitar
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cualquier tipo de contaminacion y posteriormente
almacenado a bajas temperaturas hasta el momento
de su procesamiento.

Obtencion y preparacion del extracto

Se macer6 120 g de durazno durante 15 minutos
hasta obtener el jugo , luego se adiciond 30 mL de
acetona, posteriormente se centrifuga a 3500 rpm
durante 20 minutos después de los cuales se retird
y se almaceno el sobrenadante. Este procedimiento
se repite 5 veces. Para la concentracion del material
presente en el extracto, el sobrenadante recolectado
se pasé a través de una columna que contenia
amberlita XAD-2 (15g) a una velocidad de 15
mL/min; el material retenido por la amberlita fue
eluido con 100 mL de diclorometano. Después de
obtenido el extracto, se concentrd en un evaporador
rotatorio de vacio a baja presion (Heidolph modelo
Laborota 400-1), hasta la sequedad, seguidamente
se cuantifico el extracto seco equivalente a los 120
gramos iniciales.

El extracto obtenido se dividié en dos partes, la
primera parte para los analisis genotoxicos el cual se
diluyo en 3 ml de dimetil sulfoxido al 1% y la parte
restante para el analisis cromatografico.

Extraccion de linfocitos: Para los experimentos
de genotoxicidad, se usaron linfocitos de sangre
periférica, que se extrajeron de una persona joven y
sana. Los linfocitos se separaron de la sangre total,
usando un gradiente de ficollhipaque. Seguidamente,
se determino la viabilidad, la cual, siempre se
mantuvo por encima del 90%.

Deteccion de dafio del ADN por el Ensayo Cometa

Se trataron alrededor de 40.000 células o linfocitos
con tres dosis (100pg, 200 png y 300 pg) de extractos
de durazno, se incubaron por un periodo de 1 hora a
37°C, las placas se sumergieron lh en soluciéon de
lisis. Las placas se lavaron con PBS y se colocaron
en una unidad de electroforesis horizontal con un
buffer pH>13 y se incubd por 30 minutos, luego se
corrié a 25V y 300 mA por 30 minutos. Después de la
electroforesis, las placas fueron lavadas con un buffer
neutralizante por 10, luego se tifieron con 50 ul de
Bromuro de etidio (0.02mg/mL). Las observaciones
se realizaron en un microscopio de fluorescencia
(Olimpus Cx41) equipado con filtro de 515-560 nm
y un filtro de barrera de 590 nm. Para estos resultados
se hicieron tres experimentos por cada tratamiento y
en cada uno se contaron 100 células. Como control
negativo se utiliz6, el DMSO al 1%, que fue el
solvente de las muestras. La ocurrencia de dafio en
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el ADN se determind mediante el uso del software
(Tritek Comet ScoreTM freeware v1.5) basado en
las siguientes mediciones: longitud total del cometa,
area del cometa (um?), diametro de la cabeza (um),
%DNA en cabeza, longitud de la cola um, %DNA
en cola..

Identificacion de pesticidas en extractos de
duraznos por Cromatografia de Gases [LECD

Para identificar residuos de pesticidas presentes
en extractos de durazno extraidas con diclorometano
y acetona se utilizd6 un equipo de cromatografia
de gases marca Agilent Technologies 6890A Plus
Series Il Hewlet-Packard Plus con detector LECD
(microcaptura electrones). La columna es Restek
Rtx-5 30m de longitud, 0.32mm de diametro,
0.25pm de didmetro interno (Crossbond 5% diphenyl
95% dimethylpolysiloxane). Para la identificacion
de los pesticidas, se utilizd patrones puros, que
se inyectaron individualmente. La identificacion
cualitativa de los pesticidas presentes en el extracto
se realizé de acuerdo a las siguientes condiciones:
detector LWECD a 320°C Mezcla (mL/min): Aire 400
— H2 30 -N2 45. Se inyect6 1 LU, modo splitless a
3200C. Temperatura inicial 45°C por 0.8 min y se
incremento de la siguiente manera: 45°C/min hasta
200°C, 2,50°C/min hasta 225°C, 3°C/min hasta
266°C, 5°C/min hasta 300°C, 10°C/min hasta 320°C
durante 4,50min.Tiempo de andlisis por muestra
41.21 min. Gas de arrastre Helio, flujo 20 mL/min.
Temperatura del inyector 250 °C.

Analisis Estadistico

Se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando el programa estadistico SPSS version 19;
se realizo la prueba de homogeneidad de varianzas.

3. Resultados

Se estima el porcentaje de viabilidad celular de
los linfocitos utilizando el método de exclusion de
azul tripano, el cual siempre se mantuvo por encima

del 90 %.

En la tabla 1 se muestra la genotoxicidad en
linfocitos humanos expuestos a extractos de durazno,
detectado por el ensayo cometa. Los resultados
indican que existe un efecto genotoxico (longitud
del cometa), dependiente de la dosis utilizada con
un P<0.05 segtn la prueba Tukey. Se observa que a
medida que se aumenta la dosis los valores analizados
aumentan comparados con el control negativo.

Como se puede observar en la Tabla 1 y Figura
1, lalongitud total del cometa de las células tratadas
con DMSO 1%, muestran un dafio espontaneo,
llegando a un promedio de 51.4 um de longitud;
de igual manera, las células tratadas con H O, 100
uM llegan a un valor de 94.2 um, casi superando
el doble en longitud al control negativo. Como se
puede observar Tabla 1 y en la Figura 1, la dosis
de 100 pg muestra un valor de 62.4 um que al
compararlo con el control negativo no muestra una
diferencia estadisticamente significativa P>0.05. Si
observamos la dosis de 200 pg la cual supera 1.5
veces la respuesta del control negativo, nos damos
cuenta que se genera incremento moderado del dafio
genético de las células expuestas al extracto. De
igual manera la dosis de 300 ug supera 2.6 veces la
respuesta del control negativo, indicando que a esta
concentracion se genera un dafio estadisticamente
significativo.

Tabla 1. Dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de extracto de durazno cultivado en

el municipio de Pamplonita N/S.

Longitud Didametro %DNA Longitud cola | %DNA cola| Momentode | Momento Olive
cometa (um) cabeza (um) cabeza (um) cola
DMSO 1% 514 453 97.8 6.6 22 0.2 0.3
H202 100 uM 94.2 36.5 94.8 51.7 52 23 1.5
100 ug 62.4 384 96.9 24.1 2.9 0.6 0.5
200 ug 79.1 35.8 94.4 433 4.2 1.6 1.0
300 ug 134.4 352 914 100.4 6.4 5.0 2.8

Como control negativo se utilizo DMSO 1%. Como control positivo se utilizé peréxido de hidrogeno H O, 100 pM
control, Diferentes dosis de extracto de durazno 100 g, 200 LLg, 300 Lig:
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Figura 1. Dafio en el ADN de linfocitos humanos
inducido por diferentes dosis de extracto de
durazno. Los valores mostrados corresponden a
la media de 300 cometas por dosis. Como control
negativo se utilizo DMSO 1%. Como control
positivo se utilizo peroxido de hidrogeno H,0, 100
uM. *Diferencia estadisticamente significativa
respecto al control negativo, P<0.05.

Se evidencia en la Tabla 1, que a medida que
se incrementa la concentracion de extracto en cada
dosis disminuye el didmetro de la cabeza (um)
progresivamente. en comparacion con el control
negativo (DMSO 1%, 45.3um) En la dosis de 100
pg disminuye su didmetro en un 15.24%, en la dosis
de 200 pg en un 20.98% y en la dosis de 300 pg
en un 22.3%, asi mismo se observan que los rangos
de porcentaje de ADN en cabeza tiene la misma
tendencia a disminuir a medida que se aumenta la
concentracion de cada dosis de extracto de durazno,
en el control negativo (DMSO 1%) observamos un
porcentaje de 97.8 de ADN en cabeza, en la dosis
de 100 pg 96.9%, en la dosis de 200 pg 94.4%, y
en la dosis de 300 pg 91.4%, estos datos varian

inversamente proporcional a la concentracion de
cada dosis; se las dosis aumentan, disminuye tanto el
diametro de la cabeza como su porcentaje de ADN.

La longitud de cola (um) como el porcentaje de
ADN en cola se ven directamente relacionadas ya
que a medida que la longitud de cola del cometa
aumenta, aumenta el porcentaje de ADN en la
misma. Se observa para el control negativo valores
en longitud de cola de 6.6 um y 2.2% de porcentaje
de ADN. Las dosis evaluadas nos muestran que para
100ug se da un aumento en 3.6 veces la longitud
de cola y 1.3 veces % de ADN. La dosis de 200 pg
nos muestra un aumento de 6.5 veces en la longitud
de cola y 1.9 veces % de ADN. De igual manera,
la dosis de 300 pug nos muestra un aumento de 15.2
veces en la longitud de cola y 2.9 veces % de ADN.

En el momento Olive y momento cola se observan
cambios dependientes de la dosis en los linfocitos
tratados. Se obtiene un valor de 0.3 en el control
negativo. EL valor mas bajo (0.5), fue mostrado en
la dosis de 100 pg y el valor mas alto (2.8) en la dosis
de 300 pg, 9.3 veces mas que el control negativo.

En la Figura 3 se observa el cromatograma del
compuesto puro endosulfan II perteneciente a la
familia de los organoclorados, detectado a los 33.194
minutos. Asi mismo en la Figura 4 se observa el
cromatograma del compuesto puro del pesticida Beta
BHC, detectado a los 13.353 minutos.

La Figura 5 corresponde al cromatograma
del extracto de durazno se observan dos picos
representativos, el primero a los 14.761 min y el
segundo a los 33.421 minutos.

Figura 2. Imagenes del dafio inducido en linfocitos humanos por muestras de extracto de
durazno, cultivados en Pamplonita, Norte de Santander. 4: DMSO 1%, B: H ,0,100 uM, C: 100

ug, D: 200 uy E: 300 ug
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4. Analisis de Resultados.

En los resultados obtenidos en cada una de las dosis
de extracto de durazno y comparados con el control
negativo, se notd una tendencia creciente de dafio
genotdxico segun el aumento de la concentracion de
las mismas, llevando a un incremento de las lesiones
primarias sobre el ADN, lo cual, estd directamente
relacionado con el aumento en las alteraciones
genéticas celulares. Resultados similares han sido
reportado por[26-9], quienes encontraron que los
pesticidas inducen dafio oxidativo en el ADN a través
de especies reactivas de oxigeno. Estas especies
reactivas de oxigeno (ROS) estan implicadas en
la toxicidad de diversos plaguicidas incluidos los
plaguicidas organofosforados. Se sabe que ROS induce
varios tipos de lesiones en el ADN incluidas rupturas
simples y dobles, sitios labiles alcalinos y oxidacion
de purinas y pirimidinas que son detectados facilmente
por el ensayo de cometa[27-29]. En estudios realizados
por[20-29], observaron que las dosis en la que se
induce mayor frecuencia de células con dafio en el
ADN, también muestran mayor longitud de migracion
del ADN. Esto podria indicar que los genotoxicos que
producen mas dafio en el ADN, también afectan mas
numero de células. Otros estudios demuestran que el
efecto que produce alteraciones en el material genético
es probablemente causado, ademas, por la presencia
de metales, incluyendo el hierro, manganeso, cobre,
zinc y arsénico, debido a su alta actividad mutagénica
y genotoxica[30]. Se ha demostrado que los iones
metalicos presentes en algunos pesticidas pueden
interferir con la reparacion del ADN y producir
especies reactivas de oxigeno (ROS), que conducen
a dafio oxidativo[31]. Hay evidencia que demuestra
que el exceso de metales como el cobre puede inducir
estrés oxidativo que puede dar lugar a ataques de
radicales libre, via reacciones Fenton[32]. Aunque el
cobre es un metal bioesencial para el funcionamiento
normal de las células, también puede catalizar la
formacion de radicales libres de hidroxilo en las
reacciones de Haber-Weiss catalizada por metales
Fenton, lo que resulta en dafio oxidativo del ADN[33].
Existen evidencias que han sugerido que el arsénico
es causante de enfermedades como cancer de vejiga,
pulmon, higado y piel, asi como trastornos del sistema
cardiovascular y nervioso[34]. Estudios de[35-36],
describen el arsénico como causante de intercambio
de cromatidas hermanas, aberraciones cromosomicas
y aneuploidias. Ademas, se ha encontrado que causa
la inhibicién del crecimiento celular, bloqueo del ciclo
celular en la mitosis induciendo apoptosis[37-38].

De acuerdo a los reportes en literatura y a los
encontrados en este estudio, podriamos relacionar
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la genotixicidad encontrada en este ensayo con la
presencia de residuos de pesticidas en el fruto del
durazno, dado que cuando se realizo la identificacion
a través de cromatografia de Gases PECD, se
evidencio la presencia del pesticida de la familia de
los organoclorados como el endosulfan II detectado
a los 33.421 min (Figura 5), el cual coincide con
el cromatograma del patrén puro observado a los
33.194 minutos (Figura 3). También se observo a
los 14.761 min (Figura 5) un pico, que corresponde
al compuesto puro Beta BHC, que se detectado
a los 13.53 min (Figura 4). Es de resaltar, que
aunque estos compuestos no se reportan por parte
de los agricultores, se evidencia su uso. Estudios
cientificos por[39] caracterizan a endosulfan como
un agente carcindogeno potencial en humanos asi
como genotdxico en bacterias, células humanas y
en células de ratones, ademés de ser promotor de
tumores y agente mutagénico[40]

5. Conclusiones

Podemos concluir que extractos de durazno
cultivados en el municipio de Pamplonita y que estan
siendo comercializado en la provincia de pamplona
inducen actividad genotdxica en linfocitos humanos,
lo cual podria constituir un factor de riesgo para la
poblacioén expuesta, teniendo en cuenta la relacion
que existe entre daflo genotdxico y aparicion de
enfermedades tales como el cancer. Se deben plantear
alternativas para disminuir el uso indiscriminado de
plaguicidas organoclorados ya que son considerados
como uno de los principales problemas ambientales
y de salud humana en el mundo.
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