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Pteridium aquilinum (L.) Kuhn:
Caracteristicas, composicion y distribucion

Compuestos potencialmente
toxicos
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Glucosidos
iludanos

-----
———— Y

Zonas Zonas
deforestadas quemadas

Pastizales

] - (Aguilar Dorantes, 2014; O'Connor et al., 2019; Valdez-Ramirez et al., 2020;
Tiaminasas Kato-Noguchi y Kato, 2026; The Polistes Corporation, 2026)




Hematuria Enzootica Bovina:

Mecanismo de accion y manifestaciones

clinicas
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4 reiterado de
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¢ multifactorial
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Pérdida de condicion
corporal

Hematuria

®ESPE

/" UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

o: p OH-/ H* D-Glucosa
Ptaquilosido

Ptaquilosina

ADN +

ADN H

"
@) OH

Aducto de ADN a
Ptaquidienona

OH
H,0
W \(\)

Via de degradacion estable / detoxificaciénﬁ
| (O’Connor et al., 2019; Vetter, 2022; Rodriguez-Salazar y Chacon-Villalobos, 2023) | Pterosina B




Situacion en Ecuador: .
Distribucion de Pteridium y reportes de HEB m) ESPE
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En Ecuador se han reportado especies del Santo Domingo de los Tsachilas
género Pteridium y casos de HEB en zonas Reporte de Fteridium en bosques
invadidas; sin embargo, la evidencia directa nativos

sobre compuestos toxicos en muestras
vegetales continua siendo limitada.

) © ’
P 4 Zona de interés
E Las Delicias, Plaza
Gutiérrez - Imbabura
Reporta invasion por
Islas Galapagos Pteridium en un 38,43 %
Amplia distribucion de del area estudiada
Pteridium
San Miguel, Chimbo y
Chillas - El Oro Echeandia - Bolivar

Casos de HEB en
zonas invadidas por
Pteridium

Casos de HEB en zonas invadidas
por Pteridium y deteccion de
ptaquilosido en leche.

| (Canarte Bermudez et al., 2020; Coffey et al., 2011; Calderon et al., 2011, 2014; Tobar et al., 2011; Baez Gémez, 2023) |




Plaza Gutiéerrez:
Contexto y situacion actual
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Necesidad de f,g{
n t- L 4 &
investigacion '@))

Vinculacion \ ESPE

[ Garcia Moreno
Penaherrera

[ Vacas Galindo
6 de Julio de Cuellaje

7 Imantag

I Apuela

1] Plaza Gutiérrez

7] Quiroga

San Franciso
[ Sagrario

Generar evidencia local
sobre los compuestos
potencialmente toxicos
e f T de P. aquilinum (L.)

s _ B Kuhn y su posible
S relacion con la HEB.

Clima humedo y alta Créditos de USD Contexto territorial
precipitacion 1.000—5.900 328 habitantes (2022)
e 2t . | 76 km? de superficie
H R> ‘ q’ ’/'wi-i/'” &
70 % '\ ‘\ \ ¥ )
ose, ( . b ) (_i_:d_} |
IRIAL - 3 a . .‘ﬁ
Condiciones favorables para| | Destinados principalmente a o - L e
pastizales y vegetacion la adquisicion de ganado ggﬁiﬂﬂﬁgnycigag?ﬁ:(gzr?g 624,92 ha de pasto cultivado
silvestre. bovino 8,20 % del territorio

| (Gobierno Autdnomo Descentralizado Parroquial Rural de Plaza Gutiérrez, 2026). Fotografia y elaboracién propia |
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Evaluar la presencia de toxinas en distintos estados fenologicos de N
nelecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), recolectado en fincas

echeras con alta incidencia de hematuria enzodtica bovina (HEB) en la

Parroquia de Plaza Gutiérrez.

Objetivos especificos

botanicamente el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), en la
zona de estudio.

Evaluar

la presencia de toxinas y compuestos relacionados en el helecho
macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn).

Correlacionar
la presencia de toxinas en el helecho macho

(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) con la incidencia de hematuria
enzootica bovina (HEB) en la parroquia de Plaza Gutierrez.

Objetivo general o
) 9 (\%)
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Muestreo

Analisis Hidrolisis Desengrasado Concentracion

| Elaboracién propia con BioRender.com. |




Metodologia
Muestreo y caracterizacion botanica

Muestreo en campo

Finca
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Zona1 Zona?2
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Criterio

Inmaduro

Maduro

Vernacion

Presente (fronda enrollada) Ausente (fronda extendida

completamente)

A. B. C. D.

Color de raquis Verde en tonos claros Marron en tonos oscuros * A: brOte joven .
Pubescencia Ausente o muy escasa Presente * B:fronda en expansion
Soros Ausente o con indusio Presentes, con indusio » C: fronda madura
’  D: fronda desarrollada
verdosol/tierno marron
|(Tryon, 1941; Rincon Alarcon et al., 2016))




Metodologia
Muestreo y caracterizacion botanica

Muestreo en campo

Finca 1 Finca 2 Finca 3
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Caracterizacion

Observacion macroscopica

T g B
Zona alta Zona alta | W
1976-2206 2001-2009 / \w\ Frondas y
| = | | estructuras
e Gies \\% reproductivas
~ Zona baja —

1916-1919
| m.s.n.m

Esporangios y
esporas

Zona baja
- 1955-1971 | \

Zona alta : : ZV bi" :
1930-1042 [WES74 ‘ : o Zorabaa
m.s.n.m : |

] T ——

79
»

24 muestras recolectadas: 12 maduras y 12 inmaduras Azul de

toluidina

| Elaboracion propia con Wikiloc. (Rincon-Bardn et al., 2020). Elaboracion propia con BioRender.com. |




Metodologia
Procesamiento de muestras
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Maceracion

ED Preparacion de muestra

Ext 1: 2 g de muestra

+ 20 mL de EtOH Abs.
Ext 2: Residuo solido +
20 mL de EtOH 70%.

Secado

o ans

Durante 5 dias a 3
hasta alcanzar peso

5 °C

constante g [j Relacion
—_ | sosco — | 1:10
| . | absoluto (M)
L . |
B Macerado B Ultrasonicacion y centrifugacion |

Otgonsugar et al., 2018). Elaboracion propia con

BioRender.com.

Hasta tener un = 5  Poromin
tamano de particula 3diasen [EEETEETET . ad3000g
de 0,85 mm oscuridad Ak IN\_~ |
con 4 ' = 7
agitacion =TTt |
Guo et al., 2025; Hao et al., 2021; Jensen et al., 2008; constante \\/ 1 | | !
{ Por30 mina<30°C - .




Metodologia
Procesamiento de muestras

Concentracion

—‘-‘—‘ &
q )
Q) - )
VT &0 [ o
L

40 °C
Flujo constante de
N, a 2 psi
~90 min o hasta
sequedad

| - ‘j//!

Desengrasado

Resuspendido en
MeOH acuoso al
70%

Heptano 1:1 (v/v)

- Agitacion a 130 rpm

por 5 min
Recuperacion de
fase acuosa

ED Alcalinizacion

Con NaOH 1M
hasta llegar a
pH 10-11

Con HCI 1M
hasta llegar a
pH 6,5-7,5
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¥) Incubacion

A 40°C por
1 hora

Q

A— A

(Tzima et al., 2020;
Kisielius et al., 2020;
Wu et al., 2021).
Elaboracion propia con

BioRender.com.




Metodologia
Metodos analiticos y estadisticos
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Cromatografia de capa fina

Fase estacionaria: : f N 24 extractos + estandar de PtrA
Silice gel 60 de 20x20 r DUETTA Horiba, modo absorbancia |
Fase mévil: Intervalo: 200-500 nm |
Diclorometano:Metanol; 9:1 (v/v) OBLGQLT}IERO
Estandar:
Pterosina A - e Suavizado
Revelador: iaaiiiiiieis () s Savitzky-Golay
p-anisaldehido con H,SO, _— Y « Segunda
| lin .
Estadistica
J|
n Estadistica descriptiva B Banda cromatografica de interés B
 Media, mediana, desviacion  Presencia =1 vs ausencia =0 g
estandar, rango intercuartilico, * McNemar exacta: comparacion entre estados
minimo y maximo. * Fisher exacta: asociacion con finca y zona
B Riqueza cromatografica HEB y correlacion
 # de bandas por muestra * Prevalencia clinica por finca
» Wilcoxon exacta pareada * IC del 95 % de Wilson
* Inmaduros vs. maduros « Spearman exacta por permutaciones

| (Tabata, 2024; Cepeda Cuervo et al., 2008; Sundjaja et al., 2023). Elaboracion propia con BioRender.com. |
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Caracterizacion botanica
Observacion macroscopica
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Referencia

Castroviejo et al. (1986)
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(Castroviejo et al., 1986; Marrs y Watt, 2006;
Thomson, 2014). Fotografias propias.




Caracterizacion botanica HESPE
Observacion de estructuras reproductivas N e
Macroscopico Microscopico
Inmaduros  Maduros Referencia =sporanglo  Esporangio Esporas
- Marrs & Watt
Luz transmitida, 4x . (2006)
_ Pinna _
S ‘
. g I
Referencia Observacion ;
A\ Marrs & Watt (2006) |
Cenosoro AT J:
\ /‘;—-'\.{" . me
3 iﬂﬁf}ﬁ y o = ;{5&‘1‘ k mecanico g
: . ., [\ 3 2.Estomio
A ¢ | 3.Esporas
W LN 4.Pared del
4 b 2 esporangio
’ 5.Pedicelo

(Marrs y Watt, 2006; Rincon-Baron et al., 2020;
Yanez, 2016). Fotografias propias.




Procesamiento de muestras
Resultados gravimetricos
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Muestra
fresca

\‘l %
o\
W

AU

\.
L
8

Muestra en
papel kraft

Muestras inmadura y
madura secas

Muestra previo a Muestra
molienda pulverizada

La perdida de agua fue similar
entre estados; los ejemplares
Inmaduros presentaron mayor

Rendimiento
Estado n Agua Humedad deenm::::-:-ennda
perdida (g) (%)
(%)
Inmaduros 12 20,5 +6,/ 63,4+ 6,9 41,0 + 5,6
Maduros 12 20,8 +49 5/,71t4,4 50,0+ 4,7

Valores expresados como media x desviacion estandar.

humedad y los maduros una
mayor recuperacion de material
despues de la molienda.




Evaluacion fitoquimica
Cromatografia de capa fina
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Muestras analizadas 12

10,25 + 1,76
bandas

Banda de interés Rf = 0,25

W 4
4
4

1 l/l

Riqueza cromatografica

Presente en 8/12 muestras (66,7 %)

Estandar de pterosina A Rf = 0,82

Sin bandas cromatograficas compatibles

=

&

Los ejemplares inmaduros
presentaron perfiles cromatograficos
ricos y una deteccion frecuente de
la banda de interes, sin senales
compatibles con el estandar de

|(Kowalska y Sajewicz., 2022; Malik et al., 2024; Santa Cruz Biotechnology, 2026)| pterosma A.




Evaluacion fitoquimica
Cromatografia de capa fina
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Muestras analizadas 12

7,67 192
bandas

W 4
4
4

1 l/l

Riqueza cromatografica

Banda de interés Rf = 0,25

Presente en 7/12 muestras (58,3 %)

Estandar de pterosina A Rf = 0,82

Sin bandas cromatograficas compatibles

=

&

Los ejemplares maduros mostraron
perfiles cromatograficos variables y
una deteccion recurrente de la
banda de interes, sin senales
compatibles con el estandar de
pterosina A.

| (Kowalska y Sajewicz, 2022; Malik et al., 2024; Santa Cruz Biotechnology, 2026) |




Evaluacion fitoquimica
Comparacion entre estados fenoldgicos

Wilcoxon pareado: p = 0,002

icas
® b

f
o

L.

—
—
L
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o
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Numero de bandas cromatogra

w A~ O O ~N 0 O
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Estado Media . Min.-
, . n Mediana )

fenologico + DE max.
+

Inmaduros 12 10,254 10,5 7-13
1,76

Maduros 12 /®7% 3 3-10
1,92

, N
-
L. e —
@
| o
%]
Inm'c;duro Macliuro

Estado fenologico

| (Kowalska y Sajewicz, 2022; Malik et al., 2024) |

Los ejemplares inmaduros
presentaron una riqueza
cromatografica significativamente
mayor que los maduros (p = 0,002),
lo que evidencia perfiles con un
mayor numero de senales
detectadas




Evaluacion fitoquimica
Comparacion respecto a la banda de interes

100% A

o]
3
&

Muestras con presencia de la banda (%)
I
-
=

20% -

0%

87,5%

60% -

Pru

Finca 1

eba exa

Deteccion segun finca

cta de Fisher: p < 0,001

100,0%

0,0%

Finca 2
Finca

Finca 3

(Broeckhoven y Desmet, 2007; Poole y Poole, 2011; Malik et al., 2024)

® E S = E

NNNNNNNNN

AAAAAAAAAAAAAAA

Deteccion segun estado fenologico

Estado Detectada, No
L . detectada,
fenologico n (%)
n (%)
Inmaduros 8(66,7 %) @ 4(33,3 %)
Maduros = 7(58,3%) @ 5(41,7 %)

* | a frecuencia de deteccion de
la banda de interes vario
significativamente entre fincas
(Fisher exacta, p < 0,001)

* Entre estados fenologicos, la
frecuencia fue similar, sin
diferencias estadisticamente
significativas (McNemar
exacta, p = 1,000)




Evaluacion fitoquimica

Espectros UV-Vis de los extractos y el estandar

1,2~

1.0

o
(00]
!

Absorbancia
‘O
(@)
|

0,4

0,2 -

0,0

Estandar PtrA
Inmaduros
Maduros
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Longitud de onda (nm)

500

Negro Estandar de PtrA

Verde 12 extractos inmaduros

Marron 12 extractos maduros

Los extractos presentaron una
respuesta UV general comparable
entre estados fenologicos, pero
diferente al perfil del estandar de
pterosina A.

(Malik et al., 2024)




Evaluacion fitoquimica

Segunda derivada de los espectros UV

0,0010
0,0009
0,0008 -
0,0007 -
0,0006
0,0005 -
0,0004 -
0,0003 -
0,0002

N .
=< 0,0001 \

"d .

> 0,0000 4| // 7 N\
S -0,0001 - \ /\

S X ]

Estandar PtrA

Inmaduros
Maduros

. | . | . |
230 235 240 245
Longitud de onda (nm)

|
250

|
255

260
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Negro Estandar de PtrA

Verde 12 extractos inmaduros

Marron 12 extractos maduros

Los extractos de ambos estados
fenologicos presentaron perfiles
similares, pero no mostraron una
senal clara que permitiera
confirmar la presencia de
pterosina A.

(Lopez-Martinez y Lopez-de-Alba, 2018; Poole y Poole, 2011; Tzima et al., 2020)




Correlacion con la HEB

Prevalencia clinica y banda de interes
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Finca Bovinos Inmaduros| Maduros Total con Se observo una tendencia positiva
con HEB con banda con banda banda f entre la P(;eV(?'?nCi?,dedHllszy Iad

. recuencia de aeteccion de la banaa

fincal ~ 2/8 /4 3/4 /8 de interés; sin embargo, la asociacion

Sinca 2 2/8 4/4 A/4 3/8 no fue estadisticamente significativa

- (p > 0,05)

-inca3  0/5 0/4 0/4 0/8

100 % -
80 % -
60 %
40 % -
20 % -
0 % -

Porcentaje

Prevalencia de HEB y deteccion de la banda
de interes

I Prevalencia de HEB (%)

87,5 %

Finca 1

or finca

Muestras con banda de interes (%)

100,0 %

0,0% 0,0 %
Finca 2 Finca 3
Finca

(Cepeda Cuervo et al., 2008; Calderon et al., 2014;

O’Connor et al., 2019; Rodriguez-Salazar y Chacon-Villalobos, 2023)




Correlacion con la HEB
Correlacion de Spearman

Prevalencia clinica observada de HEB (%)

0 % -

100 % +

80 % -+

60 % -

40 % -

20 % 1

Spearman exacto: ps= 0,866; p = 0,667; n = 3 fincas
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” p .

Categoria S Interpretacion
& P exacto P

Inmaduros| 1 0,333 P'05|'t|'va; 'no

significativa

Maduros 0,866 0667 @ 'ositivaino

significativa

Total 0866 0667 @ ositivaino

significativa

IO Finca 3 O
Finca1
Finca\Z
0 % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

Muestras totales con deteccion de la
banda cromatografica de interés (%)

(Ortega et al., 2009; O’Connor et al., 2019; Rodriguez-Salazar y Chacon-

Villalobos, 2023; Rincén Alarcon et al., 2016)

Se observo una tendencia
positiva entre la prevalencia de
HEB y la frecuencia de
deteccion de la banda de
Interes; sin embargo, la
asociacion no fue
estadisticamente significativa
(p > 0,09)
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Conclusiones
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Los caracteres botanicos
observados confirmaron la
identificacion de la especie y
diferenciaron frondas
Inmaduras de maduras.

No se detectaron senales
compatibles con el estandar
de pterosina A bajo las
condiciones empleadas.

Asociacion positiva, pero no
significativa (p > 0,05, n =3
fincas).

Lamina deltoide

« Cenosoro marginal
Falso indusio
Leptosporangios

« Banda de interés detectada,
Rf = 0,25.

« Mayor rigueza en
iInmaduros, frecuencia
similar entre estados.

» Mayor frecuencia de banda
— mayor prevalencia de
HEB por finca.

* ps =0,866—1,000

* Resultado exploratorio, no
confirma causalidad
(muestra pequena).




Recomendaciones

Optimizar

o

Confirmar

o UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
L33
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Evaluar tiempos/temperaturas
de secado vy liofilizacion.

Verificar banda Rf = 0,25 por

metodos analiticos especificos.

Mas fincas, puntos de
muestreo y replicas.

Ajustar maceracion,
desengrasado e hidrolisis.

Confirmar presencia de PtrA
con mayor sensibilidad.

Distintas epocas del ano y
rangos altitudinales.

Meta: reducir degradacion,
mejorar recuperacion.

Detecta bajas concentraciones
con mas confiabilidad.

Mejora precision estadistica y
evalua variabilidad ambiental.
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