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Resumen

El durazno (Prunus persica L. Batsch), es una de las especies frutales caducifolias mas cultivadas en las
zonas templadas del mundo, su fruto presenta buenas caracteristicas nutritivas, lo que lo hace un alimento
saludable con importante uso agroindustrial. Se observa que el durazno es el cultivo que genera mayor nivel
de participacién en el ingreso neto de los hogares del municipio de Chitaga Departamento Norte de
Santander, con un 87,74% del neto de los ingresos obtenidos por la explotacién. Dentro de los factores que
limitan la produccion agricola y la calidad de las cosechas estan las enfermedades y las plagas, las cuales
pueden atacar los cultivos desde que las plantas inician su crecimiento, hasta la cosecha y su
almacenamiento. Existe un abuso indiscriminado en la utilizacidn de pesticidas por parte de los agricultores
superando las dosis requeridas para el control de plagas y enfermedades. En el municipio de Chitaga para
el control de plagas y enfermedades se utilizan frecuentemente fungicidas como baycor, score,
difenoconasol, daconil, funlate, insecticidas como karate, acaricida como vertimek, sunfire, herbicida como
finale y compuestos de azufre como microthiol. En este trabajo se determiné la genotoxicidad producida
por extractos de durazno (Prunus pérsica (L.) Batsch) cultivado en Chitaga, Norte de Santander utilizando
el ensayo cometa para la evaluacion de la actividad genotoxica. Se encontré que extractos de durazno
inducen dafio genotdxico dependiente de la dosis en linfocitos Humanos, lo cual lo cual podria convertirse
en un factor de riesgo para la poblacién expuesta.
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ABSTRACT

The peach (Prunus persica L. Batsch), is one of the most cultivated deciduous fruit species in the temperate
zones of the world, its fruit has good nutritional characteristics, which makes it a healthy food with important
agro-industrial use. It is observed that the peach is the crop that generates the highest level of participation
in the net income of households in the municipality of Chitaga Norte de Santander Department, with 87.74%
of the net income obtained by the operation. Among the factors that limit agricultural production and the
quality of crops are diseases and pests, which can attack crops from the moment the plants start growing,
until harvesting and storage. There is indiscriminate abuse in the use of pesticides by farmers exceeding the
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doses required for the control of pests and diseases. In the municipality of Chitaga for the control of pests
and diseases are often used fungicides such as baycor, score, diphenasol, daconil, funlate, insecticides such
as karate, acaricide as vertimek, sunfire, herbicide as finale and sulfur compounds as microthiol. In this
work the genotoxicity produced by extracts of peach (Prunus pérsica (L.) Batsch) cultivated in Chitaga,
Norte de Santander was determined using the comet assay for the evaluation of the genotoxic activity. It
was found that peach extracts induce dose-dependent genotoxic damage in human lymphocytes, which
could become a risk factor for the exposed population.

Key words: Peach; genotoxicity; rupture DNA; Chitaga; Norte de Santander.

Introduccion

El durazno (Prunus persica L. Batsch), también llamado melocotonero, es una de las especies frutales
caducifolias mas cultivadas en las zonas templadas del mundo. Su fruto presenta buenas caracteristicas
nutritivas, lo que lo hace un alimento saludable con importante uso agroindustrial (Mendoza et al., 2010).
En Colombia para el afio 2010 el &rea cosechada de frutales caducifolios fue de 52.984 ha (FAOSTAT,
2012). Los departamentos representativos en el cultivo de durazno son Boyacd 60,5%, Cundinamarca
10,2%, Santanderes 29,1% y Meta 0,2%, con un area aproximada de 1.490 ha. y una produccion promedio
de 19.849 t afio-1 para el 2011 (Minagricultura, 2012).

En los ultimos afios el Departamento Norte de Santander se ha posicionado como un departamento con una
gran vocacion hacia los frutales caducifolios, en lo que se destaca la siembra de durazno, (Prunus pérsica,
Variedades Gran Jarillazo y jarillo amarillo), pasando 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%. El
incremento en los dos Ultimos afios, aproximadamente de 1000 a 1500 hectareas lo puede posicionar al
departamento en el primer lugar en el pais, no solamente por area sembrada sino también por productividad
por planta, destacandose los municipios de Chitaga, Silos, Cacota y Pamplonita (Pinzén, Morillo, & Fischer,
2014 Pefiaranda, 2012).

El municipio de Chitaga se localiza al sur del Norte de Santander, a una distancia aproximada de 123 Km.
de la capital del Departamento y cuenta con 10.135 habitantes. Presenta una temperatura promedio de 15°
C. Se observa que el Durazno es el cultivo que le genera mayor nivel de participacion en el ingreso neto de
los hogares, con un 87,74% del neto de los ingresos obtenidos por la explotacion agricola, seguido de un
7,23% del ingreso por el cultivo de papa, un 1,66% por el de Hortalizas, un 1,39% por el Frijol, un 1,11%
por el cultivo de Arveja 'y un 0,83% por el cultivo de Maiz entre otros. (ASOFRUCOL,2012)

Dentro de los factores que limitan la produccién agricola y la calidad de las cosechas estan las
enfermedades y las plagas, las cuales pueden atacar los cultivos desde que las plantas inician su crecimiento,
hasta la cosecha y su almacenamiento. Por tal motivo, actualmente se puede evidenciar un uso creciente y
una inadecuada manipulacion de estas sustancias destinadas a eliminar o atenuar el efecto de plagas animales
o0 vegetales (Simoniello, y otros, 2008), (Klaasen, Watkins, & Casarett, 1999.). Segun (Xiang, y otros, 2013;
Pabuena, y otros, 2015), existe un abuso indiscriminado en la utilizacion de pesticidas por parte de los
agricultores superando las dosis requeridas para el control de plagas y enfermedades. Pefiaranda, (2012)
reporta que en el municipio de Chitaga para el control de plagas y enfermedades se utilizan frecuentemente
fungicidas como baycor, score, difenoconasol, daconil, funlate, insecticidas como karate, acaricida como
vertimek, sunfire, herbicida como finale y compuestos de azufre como microthiol.
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Algunos pesticidas como, por ejemplo, aldrin, clordano, diclorodifeniltricloroetano (DDT), dieldrina,
endrina, heptacloro y hexaclorobenceno, contienen contaminantes organicos persistentes (POP) gue resisten
la degradacion y por lo tanto permanecen en el medio ambiente durante afios (Yadav & Devi, 2015). Estos
agentes afectan negativamente la integridad del material genético de una célula. Aunque la capacidad de
una sustancia para dafar el ADN no la convierta automaticamente en un peligro para la salud, la
preocupacion radica en saber si la sustancia puede ser potencialmente mutagénica o carcindgena
(Alborghetti, y otros, 2015). Asi mismo la exposicion a plaguicidas se relaciona con diversas enfermedades,
incluyendo céncer, alteracion hormonal, asma, alergias e hipersensibilidad (Baldi, 2009). Debido a la
evidencia de los efectos carcinogénicos causados por los pesticidas y la frecuencia del aumento del riesgo
en el desarrollo de tumores malignos en las poblaciones ocupacionalmente expuestas, existe una creciente
necesidad de estudios de estas poblaciones (Singh et al., 2011). y otros compuestos inorganicos que son
utilizados como plaguicidas, como los metales pesados, los cuales también pueden inducir dafios en los
organismos vivos (El-Kady y AbdelWahhab, 2018).

Los agricultores que a diario realizan la actividad de fumigacion de los cultivos, estan expuestos a una
mezcla compleja de insecticidas organofosforados, piretroides y organoclorados, asi como también a
fungicidas y herbicidas (Angerer, et al., 2007), los cuales han sido asociados con el desarrollo del cancer,
enfermedades crénicas, enfermedades degenerativas y malformaciones congénitas, esto como consecuencia
de los efectos genotoxicos que inducen estos productos (Bolognesi, 2003; Bhali, et al., 2009). Teniendo en
cuenta que durazno es un fruto ampliamente producido y comercializado en el ambito local, nacional e
internacional, se hace necesario realizar estudios referentes a su potencial genotdxico y mutagénico. Es por
este motivo que se realizo la evaluacion genotdxica de extractos de durazno, para lograr determinar si existe
una relacion entre la exposicion a pesticidas y la induccion de genotoxicidad en células humanas.

METODOLOGIA

Toma de la muestra

Se realizaron dos (2) muestreos justo en el momento en el que son recolectados para ser llevados al
mercado. Se recolectd 1 kg del fruto, el cual se guardd en cajas o termos de icopor para evitar cualquier tipo
de contaminacién y posteriormente almacenado a bajas temperaturas hasta el momento de su procesamiento.

Obtencién y preparacion del extracto

Para la obtencién y preparacion del extracto de durazno, Se macer6é 120 g de durazno durante 15
minutos hasta obtener el jugo, luego se adiciond 30 mL de acetona, se centrifugd a 3500 rpm durante 20
minutos 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 paso 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.
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Prueba de citotoxicidad mediante la exclusion con el colorante azul de tripano

Se utilizé el protocolo descrito por (Strober, 2001), con algunas modificaciones: La viabilidad se
determind antes y después del tratamiento. Se trataron 40.000 células o linfocitos con tres (3)
concentraciones (100pg, 200png y 300pg) de extractos de durazno, se realizaron los controles negativos con
dimetil sulféxido al 1%, cada experimento se realiz6 por duplicado.

Deteccidon de dafio del ADN por el Ensayo Cometa

Se trataron alrededor de 40.000 células o linfocitos con tres dosis (100pg, 200 pg y 300 pg) de extractos de
durazno, se incubaron por un periodo de 1 hora a 37°C, las placas se sumergieron 1h en solucién 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 corrid 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 pl 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 utilizo, el DMSO al 1%, que fue el solvente de las muestras. La ocurrencia de dafio en el ADN
se determin6 mediante el uso del software (Tritek Comet ScoreTM freeware v1.5) basado en las siguientes
mediciones: longitud total del cometa, area del cometa (um?), didmetro de la cabeza (um), %DNA en cabeza,
longitud de la cola um, %DNA en cola.

Procesamiento y analisis de datos

Se aplic6 un ANOVA de dos factores, donde las variables dependientes son la longitud del cometa, diametro
de la cabeza, % de ADN en la cabeza, longitud de cola, % de ADN en cola. Un factor es el extracto de
durazno, con tres concentraciones (100ug; 200ug; 300ug y DMSO). Para el procesamiento de los datos se
utilizaron software estadistico tales como: SPSS, STATISTIX. El nivel de significancia fijado es del 5% y
nivel de confianza de 95%. Se verificaron previamente los supuestos para la validacion de las pruebas.

Resultados

Prueba de citotoxicidad mediante la exclusion con el colorante azul de tripano.

Tabla 1. Porcentaje de Viabilidad de leucocitos humanos, antes y después del tratamiento

Lugares y niveles de % viabilidad Antes del % viabilidad después del
tratamiento tratamiento tratamiento

Chitaga

100pg 94.7 91.2 %

200pg 92.8 89.1 %
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300pg 92.1 88.4 %
DMSO 1% 95.7% 94.2 %

Se observa (tabla 1) el porcentaje de viabilidad de los linfocitos expuestos a las diferentes dosis de los
extractos de durazno obtenidos en el Municipio de Chitagd, asi como, el control negativo. Los valores
representan el porcentaje de la viabilidad celular antes y después de someter a las células a diferentes dosis
de extractos. Se puede observar (Tabla 1) que antes del tratamiento, la viabilidad celular permanece entre
los valores de 92 y 95%; de igual manera observamos que la viabilidad después del tratamiento, muestra
una tendencia a disminuir a medida que aumentan las dosis de los extractos, pero nunca bajan del 88%, lo
gue nos garantiza que la genotoxicidad evaluada, sea debida al tratamiento y no a factores que inducen
muerte celular.

Deteccidn de dafio del ADN por el Ensayo Cometa

En la tabla 2 se muestra la deteccién de Dafio del ADN mediante el ensayo cometa evidenciando 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 concentracion
utilizada, con un P<0.05 segun la prueba Tukey. Se observa que a medida que se aumenta la dosis los valores
analizados aumentan comparados con el control negativo.

Tabla 21. Promedio de dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de extracto de
durazno cultivado en el municipio de Chitaga N/S.

Longitud Didmetro  %DNA Longitud %DNA Momento = Momento

cometa cabeza cabeza cola (um) cola de cola Olive
(Hm) (um)
DMSO 1 473 42.8 98.3 51 2.4 0.1 0.3
%
H202 100 87.7 38.7 95.9 48.3 4.4 1.9 1.2
MM
100 ug 56.6 38.1 96.9 18.6 1.9 0.3 0.3
200 ug 77.7 35.2 94.0 42.4 4.2 1.5 0.9
300 ug 121.2 329 90.8 81.5 6.4 3.9 2.3

Como control negativo se utilizo DMSO 1%. Como control positivo se utiliz6 peroxido de hidrogeno H-0-
100 uM. Extracto de durazno 100 pg, 200 pg, 300 pg.

Las células tratadas con DMSO 1%, muestran un dafio espontaneo, de 47.3 um de longitud (tabla 2). Como
se puede evidenciar en el Municipio de Chitagé (tabla 2, figura 2) la dosis de 100 g induce un dafio de 56.6
U, que al ser comparado con el control negativo no muestra una *: diferencia estadisticamente significativa
P>0.05 (figura 2). Si observamos la concentracion de 200 pg, esta supera una vez la respuesta del control
negativo, lo cual nos indica que se genera incremento moderado del dafio genético de las células expuestas
al extracto. De igual manera la concentracion de 300 pg supera 2.5 veces la respuesta del control negativo,
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indicando que a esta concentracion genera un dafio *: estadisticamente significativo P>0.05 (tabla 2, figura
2)

Figura 2. Dafo inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de extracto de durazno
cultivado en el municipio de Chitaga N/S.

Longitud del cometa en um

DMSO 1%

» Dosis en ug

Figura 2. 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 utilizd
DMSO 1%. Como control positivo se utilizé peréxido de hidrogeno H,O, 100 pM. *Diferencia
estadisticamente significativa respecto al control negativo, P *Diferencia estadisticamente significativa
respecto al control negativo, P<0.05

En la tabla 2, se evidencia una correlacion existente entre la longitud del cometa y didmetro de la cabeza.
Se evidencia un comportamiento que es inversamente proporcional; lo que significa que a medida que
aumenta la longitud del cometa por el dafio ocasionado a la célula por la exposicion a las diferentes dosis
de extracto de durazno, el didmetro de la cabeza de estas células disminuye significativamente. Asi mismo
observamos una correlacion inversamente proporcional entre el porcentaje de ADN en cabeza y la longitud
del cometa. A medida que disminuye el porcentaje de ADN en cabeza, aumenta la longitud del cometa,
evidenciando un claro dafio de las células tratadas con las diferentes dosis de extractos de durazno.

En la tabla 2 también podemos observar que los rangos de porcentaje de ADN en cabeza tienen la misma
tendencia a disminuir a medida que se aumenta la concentracion; la concentracion de 100 pg 96.9%, en la
concentracion de 200 pug 94 %, y en la concentracion de 300 pg 90.8% estos datos varian inversamente
proporcional a la concentracidn; si las concentraciones aumentan, disminuye tanto el diametro de la cabeza
como su porcentaje de ADN.

Las dosis evaluadas nos muestran que para el Municipio de Chitaga (Tabla 2) los valores observados en la
longitud de la cola para la concentracion de 100 pg, aumento en 3.6 veces respecto al control negativo; la
concentracion de 200 pg aumento de 8.3 veces; e igual manera, la concentracion de 300 pg nos muestra un
aumento de 16 veces, lo que indica un dafio gradual de los linfocitos a medida que se aumenta la
concentracion de extractos de durazno.
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DISCUSION

En los resultados obtenidos, se puede evidenciar un dafio proporcional a la concentracion utilizada del
extracto, lo que muestra un incremento de las lesiones primarias sobre el ADN, lo cual, esta directamente
relacionado con el aumento en las alteraciones genéticas celulares. En estudios realizados por (Meléndez y
otros, 2012), 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. Segun los resultados encontrados en esta
investigacion podriamos relacionar la genotdxicidad con la presencia de residuos de pesticidas, porque estos
frutos son continuamente fumigados en pre-cosecha, cosecha y pos-cosecha de acuerdo a las practicas de
los agricultores; ademas en anélisis preliminares se evidencio la presencia de los pesticidas de la familia de
los organoclorados como el endosulfan Il y el Beta BHC (datos no mostrados)

El dafio en el material genético en poblaciones de agricultores expuestos a agroquimicos ha sido evidenciado
en diversos estudios a nivel mundial, utilizando distintas técnicas, como aberraciones cromosdmicas,
micronicleos y ensayo cometa, indicando altas frecuencias de dafio en grupos expuestos en comparacion
con los grupos no expuestos (Ferré et al, 2018). En humanos, estas sustancias acttan principalmente a nivel
de sistema nervioso, causando sintomas como convulsiones y en casos graves de intoxicacion, la muerte por
paro respiratorio (Martinez y Gémez, 2007), se consideran también, carcinégenos y mutégenos, asimismo
tienen efecto sobre la reproduccion, el sistema hormonal y el desarrollo embrionario en algunos organismos
(Lacorte et al., 2018).

Muchos estudios in vitro e in vivo, han demostrado la capacidad de ciertos pesticidas para producir toxicidad
en el genoma. Esta genotoxicidad es considerada como un factor de riesgo primario que puede desencadenar
efectos carcinogénicos, neuroldgicos y reproductivos a lo largo de los afios. Las alteraciones genéticas
pueden ocurrir debido a procesos mutagénicos y no mutagénicos, causados por el uso de pesticidas. Algunos
estudios han demostrado una fuerte relacion entre la exposicion ocupacional y algunos protooncogenes en
las poblaciones expuestas, debido a los efectos genotdxicos de los pesticidas (Bolognesi et al., 2011 , George
y Shukla, 2011).). A los pesticidas se le atribuye una mayor frecuencia de riesgo de cancer que involucra el
cerebro, la piel, el es6fago, el pulmén, el rifién, la vejiga, la préstata, el testiculo, la tiroides, el cuello uterino,
el recto y los tejidos blandos, asi como la leucemia y el linfoma no Hodgkin (Blair y Freeman, 2009). (Idris
y otros, 2012) , encontraron que los pesticidas inducen dafio oxidativo en el ADN a través de especies
reactivas de oxigeno. Estas especies reactivas de oxigeno (ROS) se relacionan con la toxicidad de diversos
plaguicidas incluidos los plaguicidas organofosforados. Se sabe que ROS tiene la facultad de inducir varios
tipos de lesiones en el ADN incluidas rupturas simples y dobles, sitios labiles alcalinos y oxidacion de
purinas y pirimidinas que pueden ser detectados facilmente por el ensayo de (Collins y otros, 1997). El
estrés oxidativo se ha propuesto como un mecanismo que vincula la exposicion a los pesticidas con un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas. Ademas
de aumentar la produccion de radicales libres, la exposicion a pesticidas también puede afectar la capacidad
antioxidante y los mecanismos de defensa, asi como aumentar la peroxidacion de lipidos ( Abdollahi y
Karami-Mohajeri, 2012, Astiz et al., 2011 ).

Los insecticidas piretroides han sido evaluados como productos que afectan la actividad de las enzimas
antioxidantes y aumentan la peroxidacion de lipidos en ratas (Raina et al., 2009). La exposicion a
insecticidas como imidacloprid y neonicotinoide puede aumentar los niveles de peroxidacion de lipidos y
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se asocia con actividades enziméticas elevadas, como la superoxido dismutasa, la catalasa, el glutation
peroxidasa y el glutation transferasa (EI-Gendy et al., 2010).

Los pesticidas han sido reportados como genotdxicos, generadores de radicales libres que reaccionan con
las membranas celulares e inician el proceso de peroxidacién lipidica. La acumulacion de estos radicales
puede causar estrés oxidativo, dependiendo de la capacidad antioxidante individual. Hay varios estudios
con productos de lipoperoxidacion y enzimas antioxidantes en animales expuestos a mas de un pesticida,

pero pocos estudios con humanos traen informes detallados (Astiz et al., 2011).

Estudios cientificos por (Antherieu, y otros, 2007) caracterizan a Endosulfan como un agente carcin6geno
potencial en humanos asi como genotoxico en bacterias, células humanas y en células de ratones, ademas
de ser promotor de tumores y agente mutagénico (Chaudhuri, Selvaraj, & Pal, 1999.) El Endosulfan (EDS)
es uno de los compuestos organoclorados (OC) que ha sido clasificado como altamente téxico por la mayoria
de las agencias de proteccion ambiental. A pesar de la prohibicion del uso del Endosulfan en muchos paises
como Alemania, Reino Unido, Suecia, Paises Bajos, Colombia y Singapur, todavia es ampliamente utilizado
en la mayoria de los paises en via de desarrollo debido a su eficacia y bajo costo de aplicacién (Ondarza y
otros, 2014).

El lindano (como vy-hexaclorociclohexano BHC), hexaclorociclohexano y otros isomeros de
hexaclorociclohexano son razonablemente sustancias cancerigenas para el ser humano basadas en pruebas
suficientes carcinogenicidad de estudios en animales (IARC, 1987.). Exposicién oral en roedores causaron
tumores. Administracion dietética de lindano, a- o B-hexaclorociclohexano, o mezclas de varios isdomeros
causa tumores hepaticos y en el sistema linforreticular en ambos sexos de varias Cepas de ratones (Schulte-
Hermann & Parzefall, 1981.)

De acuerdo a lo encontrado en nuestro estudio y al analisis de los diferentes trabajos realizados al rededor
del mundo referente a la aplicacion y accion de los pesticidas, podemos concluir que extractos de durazno
cultivados en el municipio de Chitaga Norte de Santander, inducen actividad genotdxica en linfocitos
humanos, lo cual podria constituir un factor de riesgo para la poblacién expuesta, teniendo en cuenta la
relacion que existe entre el dafio genotdxico y la aparicion de enfermedades tales como el cancer. Por lo
tanto, se deben plantear alternativas para tratar de 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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