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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo detectar la presencia de compuestos toxicos en
ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn recolectados en fincas lecheras que presentaron
incidencia de Hematuria Enzodética Bovina (HEB) en la parroquia de Plaza Gutiérrez, canton
Cotacachi, provincia de Imbabura. Se recolectaron 24 muestras del helecho en tres fincas: 12
de ejemplares inmaduros y 12 maduros. Las muestras fueron sometidas al siguiente proceso:
secado, molido, macerado, concentrado, desengrasado e hidrélisis, para finalmente ser
analizadas mediante Cromatografia de Capa Fina (TLC), utilizando Pterosina A como estandar
de referencia y marcador analitico indirecto de compuestos potencialmente téxicos en el
helecho. Los resultados obtenidos no mostraron la presencia de bandas coincidentes con el
estandar de Pterosina A en ninguna de las muestras analizadas. Este particular hallazgo se
respalda mediante espectrofotometria derivativa, descartando asi, que el resultado negativo
haya sido causado por errores técnicos. Sin embargo, los resultados obtenidos permitieron la
identificacion de una banda cromatografica de interés con un factor de retencién (Rf) cercano a
0,25; cuyo valor fue compatible con datos bibliograficos reportados para el glucésido
cianogénico prunasina, registrada en 8 de 12 muestras inmaduras (66,7 %) y en 7 de 12
muestras maduras (58,3 %). El andlisis de correlacion mediante coeficiente de rangos
Spearman entre la frecuencia de deteccion de dicha banda y la prevalencia clinica de HEB por
finca mostré una correlacion positiva (ps = 0,866 y ps = 1,000), aunque sin significancia
estadistica (p > 0,05), debido al reducido niumero de fincas evaluadas. Los resultados sugieren
que, bajo las condiciones experimentales empleadas, no fue posible detectar la presencia de
Pterosina A en las muestras, mientras que la coincidencia exploratoria de una banda
compatible con un compuesto téxico de P. aquilinum (L.) Kuhn y la incidencia de HEB requiere
de una validacién mediante métodos analiticos adicionales.

Palabras clave: Pteridium aquilinum, hematuria enzodtica bovina, ptaquilésido,

prunasina, cromatografia de capa fina.
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Abstract

This study aimed to detect the presence of toxic compounds in Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
specimens collected from dairy farms with reported cases of Enzootic Bovine Hematuria (EBH)
in Plaza Gutiérrez Parish, Cotacachi Canton, Imbabura Province. Twenty-four samples were
collected from three farms: 12 immature and 12 mature specimens. The samples underwent
drying, grinding, maceration, concentration, defatting and hydrolysis, and were subsequently
analyzed by Thin-Layer Chromatography (TLC), using pterosin A as a reference standard and
an indirect analytical marker of potentially toxic compounds in the fern. No chromatography
bands matching the standard pterosin A were observed in any of the samples analyzed. This
finding was supported by derivative spectrophotometric analysis, thereby ruling out technical
errors as the cause of the negative result. However, a chromatographic band of interest with a
retention factor (Rf) of approximately 0.25 was detected. This value was compatible with
published data for the cyanogenic glycoside prunasin and was detected in 8 of 12 immature
samples (66.7 %) and 7 of 12 mature samples (58.3 %). Spearman’s rank correlation analysis
between the detection frequency of this band and the clinical prevalence of EBH by farm
showed positive correlations (p; = 0.866 y p; = 1.000), nevertheless, these associations were
not statistically significant (p > 0.05), mainly because of the limited number of farms evaluated.
The results suggest that, under the experimental conditions used, pterosin A could not be
detected in the samples, whereas the exploratory correspondence between a chromatographic
band tentatively associated with a potentially toxic compound reported in P. aquilinum (L.) Kuhn
and the occurrence of EBH requires confirmation using additional analytical methods.

Keywords: Pteridium aquilinum, enzootic bovine hematuria, ptaquiloside, prunasin, thin-

layer chromatography.
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Capitulo |
Introduccién

El helecho macho, helecho comun o helecho aguila (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) es
una planta vascular inferior perenne, considerada una de las especies mas invasoras en todo el
mundo gracias a su alta rusticidad y capacidad reproductiva, lo que le permite invadir un amplio
rango ecolégico (Amouzgar et al., 2022). Se encuentra ampliamente distribuido en diversos
entornos, desde terrenos perturbados hasta pastizales, praderas y distintos tipos de bosques;
adaptandose sin problema a condiciones ambientales variadas (Kato-Noguchi & Kato, 2026). El
helecho macho es un invasor agresivo de pastos y campos, una vez que se establece es casi
imposible de erradicar, razén por la cual es considerado una de las peores malezas a nivel
mundial (Stefani¢ et al., 2022).

P. aquilinum (L.) Kuhn se caracteriza por tener una amplia variedad de metabolitos
secundarios que le otorgan una defensa clave contra patdgenos y depredadores (Malik et al.,
2024). Entre los componentes toxicos mas destacados se encuentra el ptaquilésido (PTA),
cuya presencia se relaciona con el desarrollo de efectos inmunosupresores, hematuria
enzootica bovina, atrofia retiniana, trastornos linfoproliferativos y cancer (Kato-Noguchi & Kato,
2026). La presencia de dichos compuestos hace que cualquier parte del helecho macho, ya sea
hojas frescas o secas, brotes, rizoma o esporas, sea potencialmente venenosa tanto para
animales como para el ser humano (Stefani¢ et al., 2022).

A nivel mundial, el consumo de P. aquilinum (L.) Kuhn por parte del ganado se ha
asociado con el desarrollo de Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) (Falbo et al., 2005). El
helecho suele abarcar la mayor parte de la vegetacién presente en los pastizales donde los
animales que pastan libremente se ven expuestos a su consumo, lo que termina en graves
problemas de produccion para los ganaderos debido a las severas consecuencias de
morbimortalidad en los animales (Borena et al., 2025). Sin embargo, los problemas econémicos

no son la Unica preocupacion para la poblacion, pues se ha demostrado que el consumo de
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productos derivados de animales de produccion expuestos a P. aquilinum (L.) Kuhn o la
exposicion al agua potable, pozos 0 agua de riego en zonas invadidas por el helecho macho,
conlleva una via significativa para la exposicion humana a las toxinas de esta planta (Gil da
Costa et al., 2012; Skrbic et al., 2020).

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es una de las cinco plantas mas numerosas en todo el
mundo, puesto que se encuentra distribuida a nivel mundial con excepcion de la Antartida, y
con mayor abundancia en América del sur (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).
Especificamente en América Latina, se ha reportado la presencia de algunos helechos toxicos
del género Pteridium de manera invasiva, lo cual supone un potencial riesgo para el ser
humano (Calderoén et al., 2011). En paises como Costa Rica y Venezuela se han encontrado
casos de neoplasias gastricas en zonas de alta altitud infestadas con Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn y que presentaban HEB (Gil da Costa et al., 2012). Pese a la amplia distribucion del
helecho macho a nivel mundial, los estudios sobre la intoxicacion de animales causada por el
consumo de esta planta contindan siendo limitados (Borena et al., 2025), por lo que surge la
necesidad de estudiar con mayor profundidad las zonas con presencia de P. aquilinum (L.)
Kuhn, y contribuir con informacién que refuerce la comprension de esta problematica.

La presente investigacion tiene como finalidad evaluar la presencia de compuestos
toxicos en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) en distintos estados fenolégicos
recolectados en la parroquia de Plaza Gutiérrez, mediante analisis fitoquimicos y técnicas
cromatograficas orientadas a la deteccion de metabolitos toxicos de interés. Este trabajo busca
aportar informacion relacionada con el perfil fitoquimico de esta especie y su posible relacion
con problemas en la produccion ganadera de la zona de estudio. Para ello, se encuentra
estructurado en varios capitulos: el Capitulo | corresponde a la introduccion, planteamiento de
problema, formulacién de la pregunta de investigacion, objetivos y justificacién; el Capitulo Il
comprende el marco tedrico y antecedentes relacionados con el género Pteridium, sus

compuestos toxicos y efectos asociados; el Capitulo 1l describe la metodologia empleada para
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la recoleccion y analisis de las muestras; el Capitulo IV presenta los resultados obtenidos y su
respectiva discusion; y por ultimo, el Capitulo V presenta las conclusiones y recomendaciones
derivadas de la investigacion.

Planteamiento del problema

A nivel global, los helechos del género Pteridium se caracterizan por su capacidad de
invadir entornos antropizados, como bosques deforestados, areas agricolas abandonadas y
especialmente zonas de vegetacion quemadas (Aguilar Dorantes, 2014). En América Latina se
reporta la invasion por helechos, especialmente del género Pteridium, en una gran parte de las
zonas ganaderas, lo que ha ocasionado una reduccion en la produccién bovina. Estos
problemas se han asociado con la presencia de la HEB en el ganado, debido a que esta
patologia empezd a presentarse precisamente en dichas areas invadidas (Calderén et al.,
2011). En Brasil se ha reportado una invasion de helechos de este género en pastizales que
sufrieron deforestacion, en México estos helechos han invadido al menos 360 km? de areas
agricolas y ganaderas deforestadas o quemadas, e incluso en Ecuador se reporta el abandono
de areas ganaderas por invasiones de mas del 68 % de la zona (Aguilar Dorantes, 2014).

La situacion del helecho macho en Ecuador es complicada debido a la falta de estudios,
sin embargo, se sabe que esta ampliamente distribuido en toda la region ecuatoriana,
incluyendo las Islas Galapagos, donde forma parte de la vegetacion de helechos presentes en
zonas humedas y de gran altitud (Canarte Bermudez et al., 2020; Coffey et al., 2011). En la
provincia del Oro y Bolivar, la presencia de helechos del género desata ciertas preocupaciones
y graves riesgos tanto para la salud de los animales como para la del ser humano, debido a la
presencia de sus compuestos tdxicos, algunos de ellos incluso clasificados como cancerigenos
(Calderodn et al., 2011; Romero Solano, 2008). La presencia de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
en el Ecuador representa una amenaza para la biodiversidad y la produccién agropecuaria, sin
embargo, existe aun un vacio de informacién a nivel nacional que limita comprender a

profundidad el riesgo real que representa para la salud animal y humana (Robles Santi, 2023).
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En la provincia de Imbabura, especificamente en Cotacachi, la invasién por P. aquilinum
(L.) Kuhn es un riesgo para las comunidades rurales dedicadas a la produccion ganadera, ya
que su rapida expansion favorece la invasion de los potreros y puede ocasionar enfermedades
en el ganado. El manejo de esta situacion y la reduccion de los efectos negativos de la especie
en areas afectadas constituyen un desafio que preocupa a los pobladores del lugar (Baez
Gdbmez, 2023). Dentro de Cotacachi, esta ubicada la Parroquia Rural Leonidas Plaza Gutiérrez,
territorio que se caracteriza por sus condiciones ambientales de alta humedad y fuertes
precipitaciones, las cuales favorecen el desarrollo de pastizales naturales para la alimentacion
del ganado, asi como también la proliferacion de especies vegetales silvestres (Gobierno
Auténomo Descentralizado Parroquial Rural de Plaza Gutiérrez, 2026).

Los pobladores de Plaza Gutiérrez dependen en gran medida de las actividades
agropecuarias como principal sustento de recursos, dentro de una economia de subsistencia, lo
que convierte a esta parroquia en una zona de potencial riesgo, dado que reune condiciones
que podrian favorecer problemas asociados con Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Gobierno
Auténomo Descentralizado Parroquial Rural de Plaza Gutiérrez, 2026). En 2023, Baez Goémez
determindé que en la comunidad “Las Delicias” al menos el 38,43 % del area total se encuentra
invadido por P. aquilinum (L.) Kuhn, el cual afecta gravemente la zona al inhibir el crecimiento
de otras especies. Estos datos confirman que la parroquia presenta una invasion por P.
aquilinum (L.) Kuhn, sin embargo, la informacién sobre la presencia de P. aquilinum (L.) Kuhn,
la incidencia de HEB vy la relacion entre estas y como afectan a la poblacion de la parroquia
continua siendo escasa. Esto evidencia la necesidad de estudiar la zona y generar informacion
técnica sobre la presencia de compuestos toxicos en P. aquilinum (L.) Kuhn y su posible
relacion con la incidencia de HEB en la zona, como base para futuras investigaciones en Plaza

Gutiérrez.
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Formulacion del problema o pregunta de investigacion

Con base en lo expuesto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Se encuentran presentes compuestos toxicos en ejemplares de helecho macho (Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn) en distintos estados fenoldgicos, recolectados en fincas lecheras con
incidencia de hematuria enzodtica bovina en la parroquia de Plaza Gutiérrez?

De esta se derivan las siguientes preguntas especificas:

e ;Cudles son las caracteristicas botanicas del helecho macho (Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn) presente en la zona de estudio?

o ;Qué toxinas y compuestos relacionados se encuentran presentes en el helecho macho
(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) en distintos estados fenologicos?

e ;Qué relacion existe entre la presencia de toxinas en el helecho macho (Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn) y la incidencia de HEB reportada en fincas de la parroquia de Plaza
Gutiérrez?

Objetivos
Objetivo general:

Evaluar la presencia de toxinas, en distintos estados fenoldgicos de helecho macho
(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), recolectado en fincas lecheras con alta incidencia de hematuria
enzootica bovina (HEB) en la Parroquia de Plaza Gutiérrez.

Objetivos especificos:

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

e Evaluar la presencia de toxinas y compuestos relacionados en el helecho macho

(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn).

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



21

e Correlacionar la presencia de toxinas en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn), con la incidencia de hematuria enzodtica bovina (HEB) en la Parroquia de Plaza
Gutiérrez.

Justificacién

La presente investigacion aporta informacién sobre la presencia o ausencia de toxinas y
compuestos relacionados en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) en fincas
lecheras con alta incidencia de HEB en la parroquia de Plaza Gutiérrez, territorio que carece de
informacion técnica y cientifica sobre esta especie, y cuenta Unicamente con reportes que
sustentan su prevalencia en zonas de la parroquia antes mencionada (Baez Gémez, 2023).
Desde el punto de vista practico, los resultados obtenidos permiten generar conocimiento para
que los pobladores y autoridades locales puedan preparar buenas practicas y decisiones al
respecto, constituyendo asi, la primera evidencia técnica sobre la evaluacion de toxinas
presentes en distintos estados fenologicos de P. aquilinum (L.) Kuhn recolectado en fincas de
esta Parroquia Rural en Cotacachi.

Desde el punto de vista social, la economia de la parroquia Plaza Gutiérrez se basa
principalmente en actividades vinculadas con el aprovechamiento de los recursos naturales
entre ellas la agricultura y la ganaderia (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial Rural
de Plaza Gutiérrez, 2026). Gran parte de las familias de esta parroquia desarrolla practicas
agropecuarias de subsistencia, por lo que la tenencia de una o varias cabezas de ganado
bovino constituye una forma de ahorro y fuente de sustento. En este contexto, la presencia de
P. aquilinum (L.) Kuhn en las zonas de pastoreo representa un riesgo significativo tanto para
los bovinos, como para la estabilidad econdémica de los hogares que dependen de su
produccion. En los pastizales naturales con limitada disponibilidad de forraje o de fuentes
alternativas de alimentacion, los animales pueden consumir el helecho, lo que puede ocasionar
pérdida de peso, disminucion en la produccion de leche, abortos e incluso la muerte de sus

animales, afectando directamente a las familias que dependen econémicamente de la actividad
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ganadera (Borena et al., 2025). Por lo tanto, contar con informacién técnica y de base cientifica
sobre la presencia de toxinas en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) en fincas
lecheras con incidencia de HEB en la parroquia de Plaza Gutiérrez, resulta fundamental para
generar conocimiento en la poblacién que permita evaluar soluciones para esta problematica e
incluso solicitar fondos a instituciones gubernamentales y no gubernamentales para cubrir
gastos necesarios en propuestas que determinen una solucion a este problema de salud animal
y ambiental.

Finalmente, esta investigacion es la base para abrir campo a investigaciones futuras en
la zona que permitan evaluar la presencia de toxinas no solo en el helecho macho, sino
también en suelos y cuerpos de agua cercanos a las areas invadidas, en la leche y carne de
animales intoxicados e incluso en otras especies cercanas de helechos, contribuyendo a la
proteccion de la salud animal y humana de las comunidades de Plaza Gutiérrez y de todo el

Valle de Intag.
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Capitulo Il
Estado del arte

La presencia de compuestos toxicos en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn) se encuentra ampliamente documentada a nivel mundial (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
En Ecuador, se ha demostrado la presencia de niveles elevados de ptaquilésido (PTA) residual
en muestras de leche comercial de vacas provenientes de zonas de pastoreo con una alta
contaminacion de Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon, anteriormente conocido como
Pteridium aquilinum subespecie arachnoideum. Este hallazgo pone en evidencia la necesidad
de realizar estudios en muestras vegetales y animales para descartar o confirmar que la
aparicion de HEB y cancer en animales que conviven en areas con una alta presencia de
Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon se deba especificamente al consumo de este helecho
(Calderén et al., 2011; Calderén et al., 2013).

Rincén Alarcon et al. (2016) reportan que la concentracion de PTA presenta una
correlacion negativa respecto a su estado de crecimiento. Este hallazgo concuerda con
estudios anteriores que mencionan que los niveles de PTA varian segun el estado fenoldgico
del helecho, siendo las etapas iniciales las que presentan mayores niveles de PTA. A medida
que las frondas maduran, dichos niveles de toxina decrecen progresivamente hasta llegar a
menos del 5 % de su valor inicial (Alonso-Amelot et al., 1992). Ambos estudios evidenciaron
también que la concentracion de PTA varia respecto a la localizacién geografica, lo cual
explicaria el hecho de que algunas zonas del mismo pais, e incluso del mismo cantén,
presenten una diferencia notable en la concentracion de PTA e incluso una menor incidencia de
HEB en vacas, pese a contar con una alta invasion de P. arachnoideum (Kaulf.) Maxon
(Calderon et al., 2013).

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn se encuentra ampliamente distribuido en América del sur
(Rodriguez-Salazar & Chacoén-Villalobos, 2023). En Brasil, el alto grado de invasién del helecho

macho es asociado a la presencia de HEB en el ganado lechero, lo que ha causado grandes
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pérdidas econdmicas de aproximadamente R$ 30.000,00 ($ 5 790 USD) por propietario al afio
(da Silva et al., 2009). En Costa Rica, Burgos-Alvarez et al. (2021) reportaron la presencia de
PTA en muestras de helechos y de leche en fincas lecheras con diferentes niveles de invasion
del helecho macho, siendo la finca con menor nivel de invasién la que presentd mayor
concentracion de PTA en leche. Ademas, demostraron que los animales tienen mayor
selectividad por comer brotes jévenes frente a las frondas maduras.

En Bolivia, Marrero et al. (2004) estudiaron muestras de helechos provenientes de
zonas con alta incidencia de HEB, en donde observaron que el ganado se alimentaba con
avidez de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn debido a su gran nivel de invasion en la zona; y
demostraron la presencia de PTA en las muestras vegetales y de neoplasias en las vejigas de
los animales. En Colombia, Rincén Alarcon et al. (2016) reportaron por primera vez la
presencia y cuantificaciéon de PTA en muestras vegetales recolectadas en zonas con altos
niveles de invasion de P. aquilinum (L.) Kuhn donde se habia reportado la incidencia de HEB,
aunque no lograron detectar la presencia de PTA en muestras de leche de animales.

En Ecuador, se ha evidenciado la prevalencia de HEB en diferentes zonas del pais. En
el cantén de Chillas perteneciente a la provincia El Oro, Pacheco y Cevallos (2020) reportaron
la presencia de animales con signos clinicos de HEB en todas las zonas de estudio infestadas
con P. arachnoideum (Kaulf.) Maxon conocido como “Llashipa”. En el cantéon San Miguel
perteneciente a la provincia Bolivar, Calderén et al. (2011) reportaron por primera vez casos de
HEB mediante el analisis de muestras bioldgicas del ganado perteneciente a las fincas lecheras
invadidas por el helecho Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon. Dos afnos después, reportan
por primera vez en el pais la deteccidn de altos niveles residuales de PTA en muestras de
leche comercial de animales propensos a la ingesta de este helecho (Calderén et al., 2013).
Para el 2014, amplian la zona de estudio hacia los cantones Chimbo y Echeandia,
demostrando que la toxicidad de la leche varia segun la zona, siendo el canton Chimbo el mas

expuesto por sus altas concentraciones de PTA residual (Calderdn et al., 2014).
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En este contexto, los estudios realizados en el Ecuador respaldan la alta incidencia de
HEB en animales de produccién ganadera en diferentes zonas del pais, lo que conlleva un alto
riesgo, no solo para la salud animal, sino también para la salud publica de las zonas afectadas
(Calderén et al., 2013). La presencia de compuestos glucdosidos de tipo iludano como el PTA en
leche de animales que pastan en areas invadidas por helechos del género Pteridium representa
grandes pérdidas econdmicas para los ganaderos y una via de exposicion significativa para los
pobladores que consumen dicho producto (Calderon et al., 2014).

Sin embargo, hasta el momento los estudios realizados en el pais se enfocan
principalmente en la deteccién de HEB y PTA en animales, destacando que la presencia de
HEB es directamente proporcional al grado de presencia de P. arachnoideum (Kaulf.) Maxon
(Calderén et al., 2015). A nivel nacional, no hay estudios que hayan evaluado la presencia de
PTA o algun compuesto analogo directamente en muestras del helecho macho pese a su alta
invasion en zonas ganaderas con incidencia de HEB (Calderon et al., 2011; Pacheco &
Cevallos, 2020).

En este sentido, nace la necesidad de realizar estudios para detectar la presencia de
compuestos toxicos en el helecho macho (P. aquilinum (L.) Kuhn), en muestras recolectadas en
zonas infestadas por esta planta y con una incidencia reportada de HEB. Ademas, es
importante analizar si las variables reportadas en otros estudios, como la zona geografica o el
estado fenoldgico, influyen en la aparicion de dichos compuestos. Todo esto con el fin de
contribuir al conocimiento cientifico del pais y de las poblaciones afectadas, y de esta manera
poder abrir paso a mas investigaciones que permitan dar soluciones a una problematica de
caracter ecotoxicoldgico. Es asi como el presente trabajo propone detectar la presencia o
ausencia de compuestos toxicos en ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en distintos
estados fenolégicos, recolectados en fincas lecheras con incidencia de HEB en la parroquia de

Plaza Gutiérrez, mediante Cromatografia de Capa Fina (TLC).
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Marco teérico
Taxonomia y distribucién de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
Clasificacion taxonoémica

La familia de helechos terrestres Dennstaedtiaceae, anteriormente clasificada dentro de
la familia Polypodiaceae, estad conformada por una gran diversidad de especies que se
encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial (Malik et al., 2024; Yafiez, 2016). Uno de
sus géneros mas representativos es Pteridium, cuyos ejemplares se conocen de forma general
como “helechos aguila” (Gil da Costa et al., 2024). El origen de los helechos aguila data desde
hace aproximadamente 6 millones de afios, siendo uno de los géneros mas jovenes de la
familia Dennstaedtiaceae (Schwartsburd et al., 2020).

Las especies del género Pteridium pertenecen al filo Pteridophyta, el cual abarca a
plantas vasculares primitivas que se reproducen por esporas como los helechos y plantas
afines (Swain et al., 2025). Gracias a su amplia distribucién ocupan el quinto lugar entre las
plantas mas comunes a nivel mundial (Gil da Costa et al., 2024). Sin embargo, la clasificacion
de sus especies se ha vuelto un problema debido a la alta plasticidad causada por factores
ambientales y la falta de caracteres significativos que permitan la separacion de taxones mas
alla de la subespecie (Marrs & Watt, 2006).

La invasién por especies del género Pteridium se reporta desde los comienzos del siglo
pasado, siendo Pteridium aquilinum (L.) Kuhn la especie mas representativa (Valdez-Ramirez
et al., 2020). El nombre de la especie se debe a su apariencia de ala de aguila: Pteridium
deriva del griego “Pteridios” que significa emplumado y aquilinum proviene del latin “Aquila”
cuyo significado es aguila (Malik et al., 2024). La comparacién con un aguila se debe a que la
disposicion de los haces vasculares, al realizar un corte transversal en la base del tallo,
asemejan la silueta de las alas extendidas de un aguila (Marrs & Watt, 2006).

Los helechos del género Pteridium se caracterizan por ser uno de los grupos mas

complejos y polémicos respecto a su nomenclatura y clasificacion (Marrs & Watt, 2006). En un

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



27

inicio, fue Tryon en 1941 quien realizé una revisién de 135 nombres cientificos determinados
por botanicos de todo el mundo para cada una de las variedades o subvariedades locales,
concluyendo que no se trataban de especies distintas, sino de variaciones de una uUnica
especie cosmopolita llamada Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Figura 1). De esta manera, el
geénero Pteridium era considerado como monotipico, contando unicamente con dos grandes
subespecies: P. aquilinum subsp. aquilinum y P. aquilinum subsp. caudatum, las cuales a su
vez se dividian en 12 variedades geograficas (Stefanié et al., 2022).

Figura 1

Variedades de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn y sus posibles interrelaciones

pubcescens latiusculum
decompositum aquilinum pseudocaudatum

feei wightianum

subsp.

africanum aquilinum

caudatum . yarrabense

arachnoideum esculentum

subsp.

caudatum

Nota. Figura adaptada de Page (1976).

Sin embargo, con el paso del tiempo se observé que esta clasificacién simplificaba la
diversidad bioldgica que existe entre poblaciones del mundo y, mediante nuevos estudios, se
propone que muchas de las variedades estudiadas por Tryon deberian ser clasificadas como
especies independientes (Marrs & Watt, 2006). En la tabla 1, se presenta una comparacion
entre los nombres antiguos para cada variedad de P. aquilinum (L.) Kuhn y la informacion

actualizada segun la base de datos global Plants of the World Online (2026).
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Tabla 1

Actualizacion taxonémica de las variedades de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Clasificacion historica

Nombre aceptado
actualmente (POWO)

Distribucion geografica

general

Pteridium aquilinum var.
pubescens
Pteridium aquilinum var.
decompositum
Pteridium aquilinum var.
feei
Pteridium aquilinum var.
africanum
Pteridium aquilinum var.
aquilinum
Pteridium aquilinum var.
latiusculum
Pteridium aquilinum var.
pseudocaudatum
Pteridium aquilinum var.
caudatum
Pteridium aquilinum var.
arachnoideum
Pteridium aquilinum var.
esculentum
Pteridium aquilinum var.
yarrabense
Pteridium aquilinum var.

wightianum

Pteridium pubescens

Pteridium decompositum

Pteridium feei

Pteridium caudatum

Pteridium aquilinum

Pteridium latiusculum

Pteridium pseudocaudatum

Pteridium caudatum

Pteridium arachnoideum

Pteridium esculentum

Pteridium rostratum

Pteridium revolutum

Oeste de Norteamérica

Islas Hawai

Centro y Sur de América

Ameérica tropical y
subtropical

Europa, Africa y Asia

Norteamérica y Asia
oriental
Centroamérica y el
Caribe
América tropical y

subtropical

Centroamérica, el Caribe

y Sudameérica

Asia, Australia y Oceania

Asia y Australia

Asia tropical y

subtropical

Nota. Elaboracién propia basada en Page (1976) y POWO (2026).
Actualmente se reconoce que el género esta dividido en dos principales clados
diploides, el clado Laurasia/Africa predominante en el hemisferio norte y el clado Gondwana,

predominante en el hemisferio sur (Thomson, 2014). En el caso de América Central y del Sur,
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se reconocen dos taxones antes considerados variedades de P. aquilinum (L.) Kuhn, los cuales
son: Pteridium esculentum subsp. arachnoideum (antes P. aquilinum var. arachnoideum) y
Pteridium caudatum (L.) Maxon (antes P. aquilinum subsp. caudatum), el cual es un hibrido que
surgié de un cruce entre especies del norte y del sur (Marrs & Watt, 2006). A pesar de ello,
Malik et al. (2024) mencionan que, aunque existen diversas subespecies y variedades, a nivel
general Pteridium aquilinum (L.) Kuhn se continda considerando como una sola especie con
multiples subespecies haciendo uso del nombre mas antiguo y conocido a nivel mundial.
Descripciéon morfolégica

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es un gedfito que cuenta con un sistema de tallos
subterraneos ampliamente ramificados y de habito rastrero, cubiertos de pelos (Stefani¢ et al.,
2022). Este sistema de tallos subterraneos es conocido como rizoma, en el helecho macho se
caracteriza por ser horizontalmente rastrero, con diametros de entre 0,5 a4 cm y que pueden
llegar a extenderse hasta 5 metros de distancia (Kato-Noguchi & Kato, 2026). En algunas
variedades genéticas, se ha visto que pueden llegar a extenderse hasta mas de un kildmetro de
longitud (Schwartsburd et al., 2020).

Los rizomas estan compuestos por dos tipos de vastagos. Los vastagos largos, son los
que conforman el eje principal del sistema de rizomas, tienen pocas yemas y no producen
frondas puesto que su objetivo es extenderse gracias a su capacidad de alargarse
rapidamente. Por otro lado, los vastagos cortos, se desarrollan a partir de los vastagos largos y
son los encargados de producir las frondas anuales, por lo que crecen mas lento (Marrs & Watt,
2006; Stefani¢ et al., 2022). Los rizomas son vellosos, pero carecen de escamas (Thomson,
2014), su sistema vascular presenta una forma de estela policiclica, en la que los anillos
concéntricos del tejido vascular se encuentran separados en anillos mas pequefos
(Schwartsburd et al., 2020). Las raices son delgadas, de un color negro y muy fragiles, las

cuales salen del rizoma y se extienden profundamente hacia el suelo (Malik et al., 2024).
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Figura 2

Morfologia del sistema subterraneo de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. Se observa el sistema de rizomas conformado por vastagos largos y vastagos cortos. Asi
como las raices adventicias y los cortes transversales del haz vascular del estipe (superior
izquierdo) y del rizoma (inferior derecho). Imagen de Qligaard (1993).

Las frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn presentan diferentes caracteristicas
morfoldgicas segun su estado de desarrollo. Las hojas jovenes se encuentran cubiertas de pelo
gris plateado y muestran una forma enrollada como de cabeza de violin (Kato-Noguchi & Kato,
2026). Las hojas maduras son de gran tamano, suelen ser tripinnadas, aunque varian entre
bipinnadas y tetrapinnadas (Stefani¢ et al., 2022). La longitud de las frondas suele variar entre
0,3 y 1,8 metros, llegando a alcanzar alturas de hasta 4,4 metros (Marrs & Watt, 2006).

El contorno de la lamina presenta una forma mas o menos triangular (Malik et al., 2024).
El estipe es de color oscuro, presenta una superficie vellosa, un diametro de hasta 0,1 cmy
una longitud que es aproximadamente la misma que la de la lamina (Thomson, 2014). Las
pinnas pueden presentar una forma oblonga o lanceolada, con el margen enrollado hacia abajo

y las venas libres (Marrs & Watt, 2006). En las pinnas inferiores se encuentran los nectarios, lo
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cuales presentan una superficie lisa, hinchada y de un color marrén oscuro; y son los
encargados de secretar azucares y atraer hormigas (Marrs & Watt, 2006; Thomson, 2014).
Respecto a sus estructuras reproductivas, los soros de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn se
encuentran ubicados debajo del margen de los foliolos de las frondas fértiles (Stefanic¢ et al.,
2022). Estan distribuidos alrededor de todo el borde, de manera que forman una linea casi
continua y cuentan con un indusio doble que los protege: el indusio externo es el margen de la
pinula doblado hacia adentro y el indusio interno, que es delgado y membranoso (Marrs & Watt,
2006; Thomson, 2014). Las esporas se caracterizan por ser espinescentes triletes, de un color
marrén o marrén amarillento, con una forma casi redonda y tetraédrica, y abundantes, pues
una sola fronda llega a producir entre 30 millones y 300 millones de esporas por afo (Kato-
Noguchi & Kato, 2026; Malik et al., 2024; Stefani¢ et al., 2022). Cuando las esporas germinan,
se producen plantas bisexuales llamadas gametofitos, que presentan una forma de corazon,
con una longitud de 0,6 cm aproximadamente y un ancho de 2-5 mm, no presentan un sistema
vascular y necesitan de un ambiente muy humedo para sobrevivir (Kato-Noguchi & Kato, 2026;
Stefani¢ et al., 2022).
Figura 3

Caracteristicas morfolégicas y anatoémicas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
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Distribucion geogréfica

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es un helecho de distribucion global que se encuentra
ampliamente distribuido en todos los continentes con excepcién de la Antartida (Valdez-
Ramirez et al., 2020). Es una de las plantas vasculares con mayor extensién en el mundo,
dejando de lado unicamente las altas montafias, regiones desérticas y ciertas areas de los
tropicos (Page, 1976). El helecho macho predomina en zonas templadas y subtropicales,
aunque gracias a su plasticidad fenotipica, ha logrado adaptarse a diversos tipos de climas
incluyendo: humedos moderados, mediterraneos y semiaridos frios (Kato-Noguchi & Kato,
2026).
Figura 4

Mapa de la distribucién global de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. Los puntos amarillos indican que la especie P. aquilinum (L.) Kuhn ha sido reportada en
el lugar. Imagen obtenida de la herramienta para visualizacion de mapas de distribucion
geografica de especies al nivel mundial Discover Life Global Mapper (The Polistes Corporation,
2026).

La temperatura éptima para su desarrollo esta entre 10 °C y 25 °C, pero es sumamente
sensible a las heladas, ya que pueden llegar a matar hasta el 79 % de las yemas de las frondas

y el 44 % de los apices del rizoma (Marrs & Watt, 2006). También puede adaptarse sin
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problemas a climas con una fuerte influencia del océano y zonas nubosas (Page, 1976). Sin
embargo, las zonas con vientos intensos representan un gran problema para la supervivencia
del helecho, puesto que su altura y densidad se ven afectados por dafios mecanicos y
fisioldgicos en las frondas (Tillaguango-Pintado et al., 2023).

En cuanto a caracteristicas del suelo, el helecho macho se encuentra mas comunmente
en suelos moderadamente acidos (Marrs & Watt, 2006), pero ha demostrado tener una amplia
tolerancia al pH, logrando establecerse en suelos con un rango de pH de entre 2,8 hasta 8,6
(Tillaguango-Pintado et al., 2023). Se ha visto que esta tolerancia podria estar relacionada con
la caida de sus propias frondas, pues al acumularse en el suelo y empezar a descomponerse
ayudan a reducir la acidez del suelo y a la liberacion de cationes (Valdez-Ramirez et al., 2020).
Por otro lado, el helecho macho puede desarrollarse en una gran diversidad de sustratos desde
suelos arenosos hasta suelos arcillosos (Saransig Leén et al., 2024). Ademas, la falta de
nutrientes no representa un problema para su crecimiento, pues es capaz de modificar el
ecosistema del suelo para promover el ciclo del nitrégeno y, de esta manera, aumentar las
concentraciones de amonio y nitrificacién, lo cual representa una ventaja frente a especies
nativas (Malik et al., 2024).

El helecho macho crece de manera favorable en zonas con una alta humedad,
incluyendo las orillas de arroyo, pero el estancamiento del agua y la falta de aireacién en el
suelo pueden limitar el crecimiento de sus rizomas (Page, 1976). Sin embargo, una vez que
esté establecido, el helecho puede llegar a tolerar sequias gracias a su cuticula gruesa y a la
rapida respuesta estomatica (Malik et al., 2024). Es capaz de sobrevivir a incendios gracias a
su profundo y resistente sistema de rizomas, el cual también le permite rebrotar de forma
rapida en cuanto las especies competidoras han sido eliminadas (Tillaguango-Pintado et al.,
2023). La composicion de su sistema de rizomas le permite colonizar y expandirse de forma
agresiva en terrenos libres como las areas afectadas tras una deforestacion, zonas agricolas

en desuso y pastizales (Marrs & Watt, 2006). Ademas, sus grandes frondas pueden llegar a
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formar densos doseles que limitan la entrada de luz hacia otras especies, y esto sumado a la
produccion de compuestos quimicos que inhiben la germinacion de otras plantas, le otorgan
una gran ventaja competitiva (Valdez-Ramirez et al., 2020).

En cuanto a la distribucion, Thomson (2014) destaca que existen dos grandes linajes,
un clado que predomina en el hemisferio norte (P. aquilinum (L.) Kuhn) y un clado que
predomina en el hemisferio sur (P. esculentum). En Europa, se encuentra distribuida por casi
todo el continente, siendo incluso considerada una especie omnipresente en las Islas
Britanicas. Se ha reportado que su extensién abarca hasta los 1800 m en los Alpes y en otras
montafas del sur hasta los 3100 m. En Africa, se extiende por casi todas las regiones del
continente, exceptuando las mas secas. Su distribucion asciende hasta mas de 3000 m en
regiones montafiosas como el Monte Kenia y el Kilimanjaro (Marrs & Watt, 2006).

En Croacia hay una gran dominancia por parte del helecho, especialmente en zonas
forestales de roble, donde incluso forma parte del estrato herbaceo (Stefanié et al., 2022). En
Asia, especificamente en Iran, se ha reportado que zonas deforestadas, pastizales y tierras
abandonadas se encuentran colonizadas por el helecho (Amouzgar et al., 2022). En el
continente americano, P. aquilinum (L.) Kuhn invade y domina ampliamente areas agricolas y
ganaderas en México (Valdez-Ramirez et al., 2020). En Colombia, es considerada una maleza
con gran extension en las praderas montafiosas y en sitios entre los 1565-2950 m.s.n.m.
(Rincon Alarcén et al., 2016).

En Ecuador, el helecho muestra una gran distribucién y dominancia marcada en
paramos antropicos afectados por incendios forestales (Tillaguango-Pintado et al., 2023). En
las provincias de Loja y Zamora aproximadamente un 40 % de la superficie deforestada del
Valle de San Francisco se encontraba infestado por este helecho (Curatola Fernandez et al.,
2013). Recientemente, investigaciones en la Estacion Experimental “La Favorita”, al occidente
del Ecuador, registraron la presencia de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn incluso en bosques

nativos (Saransig Ledn et al., 2024).
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Estadios fenolégicos de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

La fenologia puede ser definida como la medicion de los eventos biolégicos que ocurren
en respuesta a ciertos factores ambientales (Mukwevho et al., 2025). En el caso de los
helechos, la fenologia estudia el cambio en la biomasa y la altura de la fronda durante su
crecimiento, el cual inicia desde que emerge como baculo y llega hasta que alcanza un maximo
(Amouzgar et al., 2022). Segun Marrs y Watt (2006) el ciclo de crecimiento de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn es anual y se divide en cinco fases:

e Fase 1: se lleva a cabo durante el invierno mientras la biomasa se encuentra
bajo tierra.

¢ Fase 2: inicia la expansion de la fronda, la cual se alimenta a partir de
fotosintatos y las reservas del rizoma.

o Fase 3: |la fronda se vuelve autosuficiente fotosintéticamente

o Fase 4: |la fronda deja de crecer y los fotosintatos viajan hacia el rizoma

e Fase 5: se reponen las reservas de carbohidratos para la produccion de nuevas
raices y rizomas.

Por otro lado, Rincén Alarcén et al. (2016) mencionan que el ciclo de la evolucién
morfoldgica y fisica de la fronda individual desde que brota hasta que madura ocurre en 4
estados. En el Estado |, la fronda se encuentra enrollada y recibe el nombre baculo, en el
Estado Il se define como helecho joven pero aun presenta vernacion, por lo que ambos estados
se encuentran en la categoria de estados fenolégicos iniciales. El Estado Il es una etapa
intermedia entre el helecho joven y la fronda madura, ocurre durante el periodo de 35 a 45 dias
que la fronda necesita para alcanzar su maxima expansion (Alonso-Amelot et al., 2001).
Finalmente, el Estado IV es técnicamente la fronda madura y representa el punto final del ciclo

de desarrollo fisico de la fronda (Rincon Alarcon et al., 2016).
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Figura 5

Comparacion del estado de madurez en frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. Frondas en estado inmaduro (I) brotes del suelo, (Il) brotes laterales y (Ill) juveniles.
Frondas en estado maduro (IV) adultos (Guaraca Medina, 2020). Imagen de Jllgaard (citado en
Rincon Alarcén et al. (2016)).

Durante el primer estado, los baculos suelen ser recolectados gracias a su textura como
una especialidad culinaria (Malik et al., 2024). Al llegar al siguiente estado, inicia la expansion
de la fronda joven la cual se caracteriza por una constante elongacion del peciolo y el raquis.
Durante este periodo de inmadurez el helecho macho presenta un color verde amarillento y una
textura suave (O’Brien, 1963). En el transcurso de la elongacion, las frondas presentan un
rapido crecimiento llegando a completar un 66-75 % de la altura final (Atkinson, 1989). Al llegar
a la madurez presentan un color verde oscuro y una textura mas resistente, y pueden aun
presentar soros (Malik et al., 2024; O’'Brien, 1963).

Tras alcanzar la madurez, Alonso-Amelot et al. (2001) mencionan que las frondas pasan
por un quinto estado de endurecimiento de tejidos a causa del engrosamiento de las paredes
celulares y la acumulacién de lignina. Posteriormente, O’Brien en 1963, menciona que las

frondas empiezan el periodo de senescencia y pasan a clasificarse como “maduras viejas”, las
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cuales presentan una dura textura, peciolos rojos y pinas de color verde oscuro. Finalmente,
alcanzan el estado de dormancia, en el cual las frondas se encuentran muertas y en distintos
estados de descomposicion, pero los rizomas contintan activos, ampliando su extension y
acumulando nutrientes para el siguiente ciclo (Kato-Noguchi & Kato, 2026).

Se ha reportado ampliamente que el estado fenoldgico influye en la presencia de
toxinas en el helecho macho (Garcia-Jorgensen et al., 2021). Esto se confirma con los
resultados de Rincén Alarcon et al. (2016) quienes reportaron que existe una correlacion
negativa entre el estado fenoldgico del helecho y los niveles de ptaquildsido, siendo las frondas
en Estado | y Il los que evidenciaron un mayor nivel de toxina. Mientras que conforme las
frondas avanzan hacia la senescencia, los niveles de PTA se reducen hasta niveles
insignificantes (Garcia-Jorgensen et al., 2021).

Sin embargo, el estado fenolégico se puede ver afectado por factores ambientales, pues
Atkinson (1989) menciona que, en altitudes altas se retrasa la expansion de biomasa de las
frondas y, por lo tanto, también una disminucion de la altura del dosel. Por otra parte, Marrs y
Watt (2006) mencionan que la temperatura es uno de los factores que controla el inicio de la
fase 2 del ciclo de crecimiento anual de las frondas, dado que las heladas retrasan el
crecimiento de los helechos al ocasionar la muerte de las frondas emergentes y la senescencia
prematura. En cuanto a los niveles de precipitacion, Mukwevho et al. (2025) reportan que la
humedad ocasiona un adelanto en el inicio de la temporada de crecimiento. Por el contrario, en
condiciones de sequia, Marrs y Watt (2006) sugieren que pueden provocar el desecamiento de
las frondas emergentes e incluso Curatola Fernandez et al. (2013) mencionan que pueden ser
la principal razén de una dominancia por parte de frondas en estado muerto.

Perfil fitoquimico de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Los helechos del género Pteridium cuentan con una amplia variedad de principios

activos como tiaminasas, cianogénicos, glucopirandsidos, flavonoides, taninos, sesquiterpenos

del tipo iludano y distintos tipos de acido como el benzoico, cinamico y p-cumarico (Rodriguez-
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Salazar & Chacon-Villalobos, 2023). Particularmente, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn actia como
un rico almacén de metabolitos secundarios que le permiten una fuerte defensa contra
patogenos y depredadores (Malik et al., 2024). Dentro de estos compuestos, se ha reportado la
presencia de ptaquilésido, pterosinas, pteldsidos y pteriandsidos (Marrs & Watt, 2006). Sin
embargo, el helecho macho no es rico Unicamente en este tipo de metabolitos, pues presenta
un amplio perfil nutritivo compuesto por carbohidratos, proteinas, vitaminas, fibra dietética y
minerales (Li et al., 2023).
Contenido nutricional y aplicaciones alimenticias

Historicamente Pteridium aquilinum (L.) Kuhn ha sido utilizado como una principal
fuente dietética para la obtencién de almidoén vy fibras (Li et al., 2023). Es considerado un
importante suministro de vitamina A, vitamina C, complejo B, fibra dietética y nutrientes como el
potasio y manganeso (Malik et al., 2024). Rodriguez-Salazar y Chacén-Villalobos (2023)
reportan que, durante los estados fenoldgicos iniciales, las frondas evidencian una composicién
aproximada de 20,33 % de proteina; 7,07 % de lipidos; 9,25 % de cenizas y un 58,89 % de
carbohidratos. El helecho representa también una rica fuente de almidon, pues se ha visto que,
en sus rizomas, los granulos de almidén alcanzan hasta un 45 % de contenido total (Kato-
Noguchi & Kato, 2026).

En regiones de Francia, los rizomas eran utilizados para la elaboracion de jabon gracias
a su capacidad de producir espuma al contacto con el agua (Marrs & Watt, 2006). En Asia y
Africa, los brotes tiernos enrollados son consumidos hervidos como vegetales (Malik et al.,
2024). El almidén ha sido aprovechado para la elaboracion del “Jue Ba” un pastel tradicional
consumido en el suroeste de China (Li et al., 2023). Aunque su uso no solo se limité a pasteles,

sino también a harinas para pan y la elaboracion de cerveza (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
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Figura 6

Usos tradicionales de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. (A) Pasteles hechos a base de raices de helechos (Foto de Wan Zhaochuan, Tomada de
Xinhua Net Guizhou (2024)). (B) Brotes de helechos en mercados; (C) brotes de helechos
hervidos con aderezo y (D) otro tipo de pastel dulce hecho a base de almidén de rizoma
(Tomadas de Kato-Noguchi y Kato (2026)).

Glucésidos iludanos

Los glucésidos de tipo iludano corresponden a glucésidos norsesquiterpenoides
altamente téxicos. Dentro de este grupo los mas conocidos son el ptaquilésido (PTA),
caudatosido (CAU) y el ptesculentdsido (PTE) (O’Connor et al., 2019). La férmula molecular del
ptaquilésido es C,oH3,0g, Yy se caracteriza por ser amorfo e incoloro (Kato-Noguchi & Kato,
2026). Durante la etapa de brotacion de la fronda, la concentracién maxima del ptaquilésido
puede llegar hasta los 37 mg/g en el tejido vegetal (Malik et al., 2024). Ademas, presenta otros
analogos como el isoptaquildsido y la ptaquilosida Z (Aguirre et al., 2023).

El ptaquilésido, caudatoésido y ptesculentésido comparten una reactividad bioquimica
parecida, aunque el CAU y el PTE han sido menos estudiados histéricamente a causa de la
limitada situacion con los estandares analiticos (Kisielius et al., 2020). Estos tres compuestos
representan la mayor parte de los glucdsidos de tipo iludano en todo el género Pteridium
(O’Connor et al., 2019). Aguirre et al. (2023) mencionan que el potencial carcinogénico del
helecho macho se ve incrementado ante la presencia de estos tres analogos en sus tejidos

vegetales. Esto debido al anillo de ciclopropano reactivo que comparten entre todos y que es el
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responsable de la alquilacion del ADN (Vetter, 2022). Las concentraciones de PTA, CAU y PTE
varian notablemente segun el estado del helecho, por ejemplo, en frondas secas los niveles de
PTE y de CAU superan la concentracién de PTA. Esto implica un grave problema debido a la
mayor solubilidad de estos dos compuestos, lo que incrementa el riesgo de lixiviacion hacia el
suelo y aguas subterraneas de este tipo de toxinas (Kisielius et al., 2020).

Figura 7

Estructura quimica del ptaquilésido y sus analogos identificados en Pteridium aquilinum (L.)

Kuhn
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Nota. Tomada de Kato-Noguchi y Kato (2026).
Pterosinas

Las pterosinas son el producto final de la degradacién de los glucésidos de iludano, son
compuestos de tipo indanona altamente estables (O’Connor et al., 2019). Durante la
degradacioén de los glucdsidos, el ptaquilésido se convierte en pterosina B, el caudatdsido en
pterosina A y el ptesculentésido en pterosina G (Figura 7) (Kisielius et al., 2020). A lo largo de
la historia se han identificado mas de 20 pterosinas y pterdsidos diferentes en helechos (Potter
& Baird, 2000). La pterosina B presenta grandes propiedades medicinales, entre ellas, ha
demostrado su capacidad de proteccién del cartilago contra la osteoartritis mediante la

inhibicion de la hipertrofia de las células cartilaginosas (Yahara et al., 2016). Otras pterosinas
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analogas también han presentado propiedades neuroprotectoras, de relajacion del musculo
liso, antidiabéticas e incluso efectos contra el Alzheimer (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
Glucésidos cianogénicos

Se ha reportado la presencia de glucésidos cianogénicos en helechos del género
Pteridium, en el helecho macho el principal compuesto cianogénico corresponde a la prunasina
(Kato-Noguchi & Kato, 2026). La prunasina esta compuesta por una glucosa (unidad de azucar)
y mandelonitrilo, su férmula molecular es C;,H;,04 y es similar a la amigdalina (Malik et al.,
2024). El mecanismo de accidn ocurre por la enzima prunasina B-glucosidasa, la cual frente a
un dano tisular rompe la prunasina liberando glucosa y mandelonitrilo. El mandelonitrilo
finalmente libera cianuro de hidrogeno (HCN) y benzaldehido (Rodriguez-Salazar & Chacon-
Villalobos, 2023). Esta estrategia le otorga al helecho una fuerte defensa contra depredadores
(Sharma et al., 2024).
Figura 8

Ruta metabolica de la prunasina
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Adaptada de Oztiirk (2022).
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Tiaminasas y factores anti-tiamina

Las tiaminasas son enzimas que tienen la capacidad de degradar la vitamina B1 o
tiamina (Kato-Noguchi & Kato, 2026). En el helecho macho se han identificado 2 tipos de
tiaminasas, la tiaminasa tipo | y la tiaminasa tipo Il, siendo la primera la enzima con mas
actividad en la planta (Malik et al., 2024). Ademas de las tiaminasas, se han reportado en el
helecho factores anti-tiamina termoestables, como la astragalina, el acido cafeico y la
isoquercetina (Sharma et al., 2024). En animales monogastricos, el consumo de estos
metabolitos causa deficiencias de vitamina B1, lo que les provoca una debilidad muscular,
disfunciéon motora, convulsiones, paralisis y hemorragias (Rodriguez-Salazar & Chacén-
Villalobos, 2023). Mientras que los rumiantes gracias a la sintesis de vitaminas del complejo B
en el rumen, presentan una mayor resistencia a esta deficiencia (Karapinar et al., 2010).

La mayor actividad de las enzimas se ha reportado en los rizomas y en las frondas
inmaduras, con concentraciones desde 10 hasta 30 veces mas que en las frondas maduras
(Kato-Noguchi & Kato, 2026). El mecanismo de accion de las tiaminasas de tipo | se da
mediante la sustitucion nucleofilica del anillo de pirimidina, mientras que las tiaminasas de tipo
Il hidrolizan la tiamina dando como resultado la separacion de la pirimidina y el tiazol (Malik
et al., 2024).

Figura 9

Mecanismo de accion de las tiaminasas tipo | y Il
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Nota. Imagen tomada de Department of Natural Resources and the Environment, Cornell

University (2024).
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Otros compuestos

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn presenta taninos condensados que actuan como
protectores contra depredadores gracias a su capacidad de causar la precipitacion de proteinas
y de limitar la sintesis de enzimas hidroliticas (Malik et al., 2024). Generalmente, se encuentran
acumulados en las frondas durante su crecimiento, una de las proantocianidinas mas
conocidas es la Selligueaina A, la cual se libera al suelo y actua como fitotéxico (Rodriguez-
Salazar & Chacoén-Villalobos, 2023).

Oftro grupo de metabolitos importantes que posee el helecho son los flavonoides, entre
ellos destacan la quercetina y kaempferol que le otorgan una proteccion antioxidante y frente a
la radiacion UV (Alonso-Amelot et al., 2001). También se ha reportado el distenin-7-O-f3-D-
glucosido, un flavonoide que posee propiedades antiinflamatorias (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
Malik et al. (2024) mencionan que el helecho cuenta con polisacaridos solubles en agua con
actividad inmunomoduladora gracias a su propiedad de eliminar radicales libres y de inducir la
proliferacion de macréfagos.

Dentro de los esteroides, el helecho macho presenta ecdisteroides, hormonas que
favorecen la muda en insectos, entre ellos la ponasterona, la a-ecdisona y B-ecdisona (Marrs &
Watt, 2006). Asimismo, cuenta con acidos fendlicos que le otorgan efectos alelopaticos y de
defensa (Rodriguez-Salazar & Chacon-Villalobos, 2023). Finalmente, dentro del grupo de los
terpenos, los aceites esenciales provenientes del helecho macho estan compuestos por
monoterpenos oxigenados que presentan un potencial antibacteriano contra patégenos
vegetales (Malik et al., 2024).

Toxicidad y mecanismo de accién de los glucésidos de iludano

Los glucésidos iludanos son un tipo de norsesquiterpenos de tipo iludano, nombre que
hace referencia a los organismos fungicos donde fueron identificados por primera vez (Vetter,
2022). Dentro de los glucésidos iludanos del género Pteridium, el méas estudiado y

caracterizado hasta la fecha es el ptaquiloésido (PTA) (Wu et al., 2021). EI PTA ha sido
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considerado como el principal carcinégeno en los helechos de este género, debido a su gran
abundancia en el tejido vegetal (Feito et al., 2026). Sin embargo, Kisielius et al. (2020)
mencionan que otros analogos como el caudatésido (CAU) y el ptesculentésido (PTE),
presentan una reactividad similar a nivel bioquimico. Esta actividad similar esta relacionada con
la estructura de anillo de ciclopropano que comparten todos los glucésidos iludanos
(Rodriguez-Salazar & Chacon-Villalobos, 2023). O’Connor et al. (2019) manifiestan que el anillo
de ciclo propano es el que le otorga a la molécula un caracter electrofilico y una actividad
alquilante.

Estudios recientes demuestran que tanto el PTA como sus analogos (CAU y PTE)
tienen mecanismos de accién similares y pueden inducir efectos adversos en los animales que
consumen el helecho (Kisielius et al., 2020). En base a esto, el potencial carcinogénico de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn puede aumentar segun el numero de analogos de PTA presentes
en la planta (Aguirre et al., 2023). ElI PTA se caracteriza por ser un glucésido
norsesquiterpenoide muy inestable y que puede experimentar reacciones de aromatizacion y
deglucosilacion (Rincon Alarcén et al., 2016). Durante estas reacciones, el PTA forma un
electréfilo altamente reactivo que es el responsable de la produccion de aductos en el ADN
(Keskin et al., 2025).

Activacion y formacion de la dienona

El proceso comienza en condiciones alcalinas (pH > 8,5), donde el PTA sufre una
desprotonacion, seguida de la eliminacion de la unidad de azucar (glucosa) para dar paso a la
formacién de una dienona (O’Connor et al., 2019). Durante la hidrdlisis del glucésido se
produce en primer lugar la ptaquilosina, que viene a ser la aglicona y es la que posteriormente
se convertira en una dienona altamente inestable conocida como ptaquilodienona (Figura 10)
(Vetter, 2022). Esta dienona posee un centro activo que presenta una estructura similar a los
analogos sintéticos citotoxicos de la familia duocarmicina (Marrs & Watt, 2006). La velocidad de

formacion de la ptaquilodienona depende exclusivamente del pH de reaccion (Rodriguez-
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Salazar & Chacon-Villalobos, 2023). En condiciones acidas, el proceso no forma una dienona
sino que da paso a la formacion de un carbocatién ciclopropilcarbinilo que mantiene la unidad
de ciclopropano altamente electrofilica (Rios-Gutiérrez et al., 2017).

Figura 10

Mecanismo de transformacion del ptaquilésido
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Nota. Imagen tomada de Rodriguez-Salazar y Chacén-Villalobos (2023).
Alquilacién de ADN y formacién de aductos

La naturaleza electréfila de la dienona le permite reaccionar de forma inmediata con los
nucleotidos del ADN (Vetter, 2022). Durante esta reaccion, ocurre una alquilacion en el
nitrégeno N3 de la adenina y en el nitrdgeno N7 de la guanina, que da paso a la formacion de
los aductos denominados 3-ptnbA y 7-ptnbG (O’Connor et al., 2019). Sin embargo,
recientemente se ha reportado que la ptaquilodienona también puede formar aductos O6-
alquilguanina en el ADN, el cual es mas estable que los aductos de nitrégeno y produce
mutaciones de transicidn por errores de apareamiento (Keskin et al., 2025). La formacién de
aductos de ADN ocasiona un dano genético que puede incluir la induccion de intercambio de
cromatidas hermanas y actividades de aneugénesis y clastogénesis (Gil da Costa et al., 2012).
La acumulacion de este dafio genético puede conllevar la falla de los sistemas de reparacion y

el desarrollo de cancer (Rodriguez-Salazar & Chacoén-Villalobos, 2023).
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Figura 11

Formacién de aductos a partir de la ptaquilodienona
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Nota. PTQ: Ptaquilésido. Adaptada de O’Connor et al. (2019).
Consecuencias en la salud humana y animal

Feito et al. (2026) reportan que las dienonas promueven dafo al ADN y mutaciones que
pueden detectarse tanto en lineas celulares como en modelos animales. Ademas de las
mutaciones y la genotoxicidad, se ha visto que estos compuestos también atacan y reducen el
potencial de los linfocitos T citotoxicos y las células NK (Kato-Noguchi & Kato, 2026). Al afectar
el sistema inmune, el PTA favorece la persistencia de infecciones virales como el virus del
papiloma bovino (BPV) y, de esta manera acelera la formacién de carcinomas (Rodriguez-
Salazar & Chacoén-Villalobos, 2023).

Sin embargo, frente a una catalisis protonica o el contacto con agua, la dienona puede
descomponerse como paso final dando paso a la formacion de las pterosinas (Figura 10)
(O’Connor et al., 2019). Si la ruta de degradacién del PTA deriva en sintesis de pterosinas las
consecuencias como las mutaciones, inmunosupresién y genotoxicidad se ven evitadas (Vetter,
2022). Esto debido a que las pterosinas carecen de actividad carcinogénica y son mucho mas
estables, por lo que se consideran como un mecanismo de detoxificacion (Kisielius et al.,

2020). Incluso, se ha observado que algunas pterosinas presentan actividades biolégicas
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benéficas gracias a sus propiedades antidiabéticas, anti-osteoartriticas y neuroprotectoras
(Kato-Noguchi & Kato, 2026).

Este complejo mecanismo de accion del ptaquilésido es la base de todas las patologias
especificas observadas en animales y humanos (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos,
2023). El consumo de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn produce una serie de patologias clinicas
que van a depender de factores como condiciones especificas de la planta, la cantidad
ingerida, la especie del animal, el sexo y la edad (Stefani¢ et al., 2022). En ovejas, ocasiona el
sindrome de la ceguera brillante, que conlleva la atrofia y degeneracion retiniana progresiva
(O’Connor et al., 2019). En rumiantes, esta relacionado con la Hematuria Enzoética Bovina
(HEB) (Aguirre et al., 2023). Mientras que en animales monogastricos, como las ratas, la
administracion de PTA ocasiona la formacion de tumores en la vejiga, el ileon y las glandulas
mamarias (Malik et al., 2024). Es asi que la alta toxicidad del helecho macho representa un
riesgo relevante para los ecosistemas, la salud animal y la salud humana (Feito et al., 2026).
Hematuria enzodética bovina

La Hematuria enzodética bovina (HEB) es una enfermedad crénica no infecciosa,
causada por la intoxicacion por Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (da Silva et al., 2009). Es una de
las intoxicaciones mas comunes en los bovinos y se caracteriza por el desarrollo de
inflamaciones, neoplasmas y hemorragias en la vejiga urinaria (Rodriguez-Salazar & Chacén-
Villalobos, 2023). La HEB se ha reportado a nivel mundial en zonas con una alta invasion de
helecho macho de diversos continentes como América Central, América del Sur, Asia y Europa
(Vetter, 2022). Esta enfermedad representa un problema de gran importancia para la
agricultura dependiente del ganado, pues ocasiona una serie de cuadros clinicos y sufrimiento
a los animales (Stefani¢ et al., 2022).

La HEB es considerada un sindrome incurable, que afecta negativamente la economia
de la industria pecuaria (Sharma et al., 2024). En Latinoamérica, la intoxicacién por P.

aquilinum (L.) Kuhn representa el factor de riesgo principal relacionado con la aparicién de
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lesiones en la vejiga urinaria y hematuria (Ramirez-Velazquez et al., 2019). La caracteristica
principal de esta enfermedad es la presencia de sangre en la orina del ganado, y se ha visto
que produce un cuadro clinico prolongado que conlleva a la caquexia (Calderoén et al., 2011).
Pacheco y Cevallos (2020) mencionan que las zonas ganaderas en Ecuador son consideradas
endémicas a la Hematuria Enzootica Bovina.
Factores de exposicion del ganado

La intoxicacion por P. aquilinum (L.) Kuhn puede darse por diversas razones,
generalmente en el ganado se da por habitar en zonas de pastoreo infestadas por helechos, lo
cual disminuye la calidad de alimento, obligando a los animales a consumir el helecho debido al
hambre y a la dificultad de poder discriminar el helecho del pasto (Marrs & Watt, 2006; da Silva
et al., 2009). Sin embargo, en varias regiones se ha reportado que el ganado consume de
manera voluntaria las frondas jévenes debido a su palatabilidad (Pacheco & Cevallos, 2020). El
riesgo de exposicion incrementa también por factores como un manejo de pasturas ineficiente,
contaminacién del heno e incluso sobrepoblacién animal (Borena et al., 2025). Segun Ramirez-
Veldzquez et al. (2019) existe una relacién entre la exposicion al helecho y la incidencia de
HEB, donde el riesgo en animales expuestos es hasta 33 veces mayor.
Sintomatologia clinica

El consumo de P. aquilinum (L.) Kuhn tiene graves consecuencias en la salud animal y
publica, en bovinos la ingesta a largo plazo provoca HEB, que puede presentarse como
microhematuria (sin sintomas) o bien, como macrohematuria (Rodriguez-Salazar & Chacén-
Villalobos, 2023). La macrohematuria se caracteriza por la presencia de sangre en la orina, lo
que deriva en anemia e incluso la muerte, aunque también se observan hemorragias
subcutaneas, neoplasias, uUlceras, tumores y mayor susceptibilidad al virus del papiloma bovino
(Burgos-Alvarez et al., 2021).

Los animales afectados por la enfermedad desarrollan una pérdida progresiva de peso,

junto con cuadros de debilidad y anorexia (Rodriguez-Salazar & Chacoén-Villalobos, 2023). La
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pérdida constante de sangre se evidencia por la palidez que presentan las mucosas
conjuntivales (Borena et al., 2025). Conforme avanza la enfermedad también pueden llegar a
desarrollar disfagia a causa de los tumores relacionados con el tracto alimentario (Marrero
et al., 2004). En bovinos donde la enfermedad esta muy avanzada, se ha reportado taquicardia,
taquipnea, desordenes en la actividad ruminal (Ramirez-Velazquez et al., 2019), convulsiones
febriles, sangrado por el ano y epistaxis (Sharma et al., 2024).

A nivel bioquimico, el ganado enfermo se ve afectado por hipocalcemia, hipofosfatemia
e hipoglucemia (Malik et al., 2024). Presentan un incremento de creatinina y urea en los niveles
plasmaticos (Falbo et al., 2005). Asi como también, una trombocitopenia y una reduccién en la
actividad hematopoyética (Sharma et al., 2024). La exposicion a largo plazo al PTA puede
alterar también la expresion de genes, por ejemplo, el gen p53 y de esta manera, causar
problemas en la regulacién de los procesos de apoptosis celular (Rodriguez-Salazar & Chacon-
Villalobos, 2023). Ademas, puede afectar la mucosa gastrica, haciéndola mas susceptible a
otras enfermedades, al inducir una mayor expresion de mucinas acidas (O’Connor et al., 2019).
Figura 12

Signos clinicos en 6rganos bovinos intoxicados por Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
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Nota. (A) Pérdida de peso; (B) hematuria; (C) vejiga urinaria con petequias y nédulos rojos

multifocales; (D) hemorragia endocardica; (E) rifdn palido e inflamado; (F) carcasa y visceras
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palidas; (G) mucosa ruminal con crecimiento papilar y (H) intestino con hemorragias
subserosas. Tomada de Borena et al. (2025).
Pruebas de deteccién

Para el diagnéstico de la HEB, una de las pruebas principales es la deteccion mediante
el uso de tiras reactivas urinarias (TRU), que permiten identificar la presencia de sangre oculta
en la orina, incluso si el animal no presenta signos clinicos (Verde et al., 2017). Para cuantificar
la intensidad de la HEB se utiliza el analisis microscépico de sedimento urinario (AMSU),
gracias a su mayor sensibilidad para la deteccion de eritrocitos durante la fase subclinica
(Pacheco & Cevallos, 2020). Otro andlisis utilizado es el analisis hematolégico, en el cual se
evidencia la disminucion de los niveles de hemoglobina, hematocrito y el conteo eritrocitario
total en animales enfermos (Calderdn et al., 2011). Para animales con HEB avanzada,
Rodriguez-Salazar y Chacén-Villalobos (2023) mencionan que lo mas recomendable es realizar
ecografias y examenes rectales para evaluar el engrosamiento de la pared de la vejiga y la
presencia de neoplasmas.

Gil da Costa et al. (2024) mencionan que se ha detectado la presencia de glucésidos de
tipo iludano en la leche y carne de vacas que consumen helecho macho. Por lo que en analisis
de inocuidad se utiliza la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para evaluar los
niveles de PTA y pterosina B en muestras de plasma, orina y leche (Burgos-Alvarez et al.,
2021). Sin embargo, el método de diagndstico definitivo es la necropsia y el examen
histopatoldgico para la identificacion de lesiones, formacion de adenocarcinomas,
papilomatosas y hemangiosarcomas en la mucosa vesical (Ramirez-Velazquez et al., 2019).
Factores de incidencia

La incidencia de la HEB depende mucho de la variabilidad de la toxina en el helecho,
pues el estado fenolégico de la planta influye en la concentracion del PTA, siendo mucho
mayor en brotes tiernos en comparacion con las frondas maduras (Burgos-Alvarez et al., 2021).

Los factores geograficos también influyen, pues en Ecuador, P. arachnoideum (Kaulf.) Maxon
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se presenta de manera invasiva en altitudes medias de 1698 m.s.n.m., lo que coincide con las
areas mas afectadas por la enfermedad (Calderon et al., 2011). Sin embargo, a altitudes
mayores de 1700 m.s.n.m. se ha visto que la produccién de metabolitos secundarios sufre una
disminucion (Calderdn et al., 2014). Otros factores importantes suelen ser la genética de la
planta, la disponibilidad de nutrientes, el pH del suelo, entre otros (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
Comportamiento ambiental del ptaquilésido

La naturaleza quimica del ptaquilésido le permite poder transferirse mediante lixiviacion
desde la planta al suelo y a su vez al agua (Rasmussen et al., 2003). Gracias a la alta
solubilidad del PTA en agua, la lixiviacion de esta toxina ocurre con el simple contacto de la
planta con la lluvia (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023). Segun Garcia-Jorgensen
et al. (2021) en promedio aproximadamente el 0,2 % del PTA presente en el helecho es lavado
por cada milimetro de lluvia, lo que termina en la liberacién de hasta 13,1 mg de PTA por metro
cuadrado durante un unico episodio de precipitacion. En zonas con una alta invasién de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, la lixiviacion de PTA puede incluso ocasionar la contaminacion
de aguas superficiales o subterraneas (Aguirre et al., 2023).

El PTA puede transferirse hacia el suelo tanto de las frondas vivas como de la hojarasca
del helecho (frondas muertas) (Wu et al., 2021). El tiempo de vida media del PTA en el suelo
suele estar dentro de un rango de 3,3 a 180 horas (Garcia-Jorgensen et al., 2021). Sin
embargo, el PTA no es el unico compuesto que puede ser lixiviado por el agua de lluvia, pues
O’Connor et al. (2019) mencionan que también se han detectado concentraciones
relativamente altas de otros analogos como el CAU y PTE. Diversos paises del mundo, como
Espafa, han reportado la presencia de estas toxinas en cuerpos de agua de ciertas localidades
(Aguirre et al., 2023). Rodriguez-Salazar y Chacén-Villalobos (2023) mencionan que la
presencia de PTA y otras toxinas en el agua plantea la necesidad de monitorear los cuerpos de

agua con mayor riesgo de exposicion.
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La degradacion del ptaquilésido en el ambiente se ve influenciada por dos factores
principales: el pH y la temperatura (Wu et al., 2021). En cuanto al pH, el PTA presenta una
mejor estabilidad dentro de rangos de pH acidos entre 4,5 a 6,5 (Skrbic et al., 2020). Mientras
que para la temperatura, la menor tasa de degradacion del PTA ocurre a temperaturas de 4 °C
(Rasmussen et al., 2003). La prevalencia del PTA en cuerpos de agua representa una via de
exposicion para el ser humano, junto con el consumo de alimentos provenientes de animales
expuestos a la toxina, como la leche y carne de vacas (Gil da Costa et al., 2012). Dicha
transferencia de la toxina a la cadena alimentaria humana (Figura 13) esta relacionada con un
mayor riesgo de carcinogénesis oral (Skrbic et al., 2020), y de cancer en el tracto digestivo
superior (Vetter, 2022).

Figura 13

Cadena alimentaria de helechos (Pteridium) y mecanismo de accién del PTA

?‘\‘gfd o Sio

£ 77)
== DN o
= 1 0, St
"ii% HEANAY ¥ o i | >
9 OH- \ =
- oy - [\ ~C + Gl
\ /—cHs ucosa
l Ho—A o HC /\//
OH
m Ptaquildsido Ptaquilodienona
l OH+ l H20

Pterosina B
l CHy
H20
— —_ e en
Ptaquilodienona ¥ Y o

Nota. Imagen tomada de Rodriguez-Salazar y Chacén-Villalobos (2023).

Cadena Alimentaria

ADN

Para intentar solucionar esta problematica, existen métodos de control para el helecho
macho, aunque debido al extenso sistema de rizomas resulta complejo de llevar a cabo
(Rodriguez-Salazar & Chacon-Villalobos, 2023). Una de las estrategias es el control mecanico,
qgue consiste en el corte total de la vegetacion de una zona invadida por Pteridium, el cual

puede llevarse a cabo mediante arado o quema controlada de los rizomas (Aguirre et al., 2023).

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



53

Por otro lado, se tiene el control quimico, en el cual se emplean herbicidas generalmente
cuando el helecho ha alcanzado su produccion maxima (Vetter, 2022). Sin embargo, debido a
la dificultad de la erradicacion total del helecho macho, los productores suelen preferir
abandonar sus terrenos infestados (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Marco conceptual

Aducto de ADN: subproducto obtenido tras la unién covalente entre un agente
alquilante y las bases nitrogenadas del ADN (Vetter, 2022).

Caudatésido (CAU): analogo al ptaquildsido. Glucdsido norsesquiterpénico de tipo
iludano cuya hidrélisis produce pterosina A y posee un sistema de anillo de ciclopropano
reactivo responsable de sus propiedades genotédxicas (O’Connor et al., 2019).

Cromatografia en capa fina (TLC): técnica analitica de separacién que permite la
determinacion y purificacion de compuestos presentes en una muestra de interés (Tabata,
2024).

Estado fenolégico: hace referencia a las distintas etapas de desarrollo biologico y
crecimiento de una planta (Aguirre et al., 2023).

Fase movil: sistema de disolventes eluyentes que transporta la muestra analizada a
través de la fase estacionaria para la separacién de sus compuestos (Feito et al., 2026).

Fase estacionaria: sistema que permanece fijo dentro de la columna cromatografica e
interactua con los compuestos de la muestra para su separacién diferencial (Feito et al., 2026).

Factor de retencién (Rf): parametro numérico utilizado en la TLC para identificar
sustancias segun la relacion entre la distancia recorrida por el compuesto y la distancia
recorrida por el solvente (Calderdn et al., 2014).

Carcinégeno / carcinogénesis: cualquier agente capaz de inducir neoplasmas

malignos en organismos vivos (Rodriguez-Salazar & Chacon-Villalobos, 2023).
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Genotoxicidad: capacidad de una sustancia para ocasionar dafno en el material
genético dentro de las células, que puede derivar en aberraciones cromosoémicas o mutaciones
genéticas (Feito et al., 2026).

Glucésido iludano: es un tipo de norsesquiterpenoide caracterizado por su estructura
de tipo iludano con un sistema de ciclopropano altamente reactivo (Vetter, 2022).

Hematuria Enzoética Bovina (HEB): sindrome crénico y no infeccioso caracterizado
por la presencia de hemorragias y tumores en la mucosa de la vejiga en bovinos, tras el
consumo de helechos (da Silva et al., 2009).

Macrohematuria: fase clinica avanzada de la HEB en la que los sintomas, como
sangre en la orina, se observan a simple vista (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Metabolito secundario: compuestos organicos sintetizados por los organismos vivos y
que no participan directamente en procesos vitales basicos, sino que desempenan funciones
de defensa (Vetter, 2022).

Microhematuria: etapa inicial o fase subclinica de la HEB en la cual el animal no
presenta sintomas o no son evidentes a simple vista (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos,
2023).

Prunasina: glucésido cianogénico que funciona como mecanismo de defensa quimica
para proteger los tejidos vegetales de la planta (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Ptaquilésido (PTA): Principal glucdsido norsesquiterpénico de tipo iludano que posee
un sistema de anillo de ciclopropano reactivo que le confiere propiedades genotéxicas (Feito
et al., 2026).

Pterosina A: compuesto aromatico no toxico obtenido al final de la degradacion del
caudatosido (Vetter, 2022).

Ptesculentésido (PTE): analogo al ptaquilésido recientemente identificado. Posee un
sistema de anillo de ciclopropano reactivo responsable de sus propiedades genotdxicas y su

hidrélisis produce Pterosina G (O’Connor et al., 2019).

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



55

Capitulo Il
Metodologia

Enfoque de investigacion

El enfoque cuantitativo de esta investigacion esta basado en la recoleccion de datos
medibles y verificables mediante técnicas analiticas y estadisticas, que permiten determinar la
presencia o ausencia de compuestos de origen toxico en ejemplares de Pteridium aquilinum
(L.) Kuhn y comparar los resultados entre las distintas variables definidas previamente.
Tipo y diseio de investigacion

La investigacion es de tipo descriptivo-correlacional con un disefio observacional de
corte transversal, puesto que las variables del estudio no se manipulan, sino que son
analizadas en su estado natural. Se describe la presencia o ausencia de compuestos toxicos
reportados en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, en muestras recolectadas de distintos estados
fenoldgicos y correlacionados con la incidencia de HEB reportada en las fincas de estudio.
Poblacién y muestra

La parroquia de Plaza Gutiérrez esta ubicada en la zona de Intag del cantén Cotacachi,
en la provincia de Imbabura (Figura 14). Plaza Gutiérrez se extiende sobre una superficie de 76
km?, posee un clima subtropical y ecuatorial mesotérmico himedo, con temperaturas que
varian entre los 12 °C y 15 °C. La economia de la parroquia depende mayoritariamente de la
agricultura y la ganaderia, pues son el sustento econémico de gran parte de sus pobladores y
se desarrollan en aproximadamente 624,92 hectareas de terreno. Los productores suelen
acceder a préstamos de entre 1 000 y 5 000 USD para la adquisicion de ganado bovino y poder
participar activamente en ferias de animales clave para la comercializacién, como las ferias de
Otavalo e Ibarra (Gobierno Autbnomo Descentralizado Parroquial Rural de Plaza Gutiérrez,
2026). Sin embargo, estas actividades pueden verse afectadas gravemente por la invasién del
helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), una especie que compite de manera agresiva

con los pastizales necesarios para la alimentacion del ganado. Estudios realizados en la zona
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evidencian una alta incidencia del helecho macho en fincas ganaderas, lo que representa un
alto riesgo tanto para la salud animal como humana (Baez Gémez, 2023).
Figura 14

Ubicacion geogréfica de la parroquia Plaza Gutiérrez, canton Cotacachi.

1 Vacas Galindo

11 6deJuliode Cuellaje
[ Imantag
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1 Quiroga

1 SanFranciso

B sagrario

I Petaberere COTACACHI

Nota. Elaboracién propia a partir de Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal de Santa
Ana de Cotacachi (2019) y Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial Rural de Plaza
Gutiérrez (2026).

Figura 15

Contexto general de la zona de estudio

A B " C

Nota. (A) Parroquia Plaza Gutiérrez; (B) actividad ganadera en fincas muestreadas y (C)

diversidad de especies de helechos en la zona. Fotografias de autoria propia.
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La poblacion del estudio esta conformada por todos los ejemplares de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn presentes en las fincas ganaderas con incidencia de HEB en la parroquia
Plaza Gutiérrez. La muestra consiste en un total de 24 ejemplares recolectados en 3 fincas de
la parroquia de estudio. Cada finca se dividié en 2 zonas y en cada zona se realizaron 2 puntos
de muestreo. Por cada punto de muestreo se recolectd un ejemplar maduro y un inmaduro,
teniendo un total de 12 muestras de helecho maduro y 12 muestras de helecho inmaduro.
Figura 16
Rutas de recoleccion en fincas de estudio de la parroquia Plaza Gutiérrez

Finca 1 Finca 2 Finca 3

Zona alta 1 / Zona alta
1976-2206 [ 2001-2009
m.s.n.m

Zona baja
1916-1919 |
m.s.n.m ]

Zona baja
1955-1971
Zona alta . m.s.n.m 1 .
1939-1942 / Zona baja
m.s.n.m 1973-1977

Nota. Elaboracion propia a partir de rutas de recoleccion registradas en Wikiloc.
Técnica e instrumento
Recoleccién de muestras

Se recolectaron ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn segun el disefio
mencionado anteriormente, las rutas realizadas para las 3 fincas junto con cada punto de
muestreo se encuentran georreferenciadas con GPS gracias a la aplicacién Wikiloc (Datos
geograficos en la Tabla 1A del Apéndice A). Para diferenciar los helechos maduros de los
inmaduros, se tomaron en cuenta los criterios establecidos por Tryon (1941) los cuales se
pueden observar en la Tabla 2. Las muestras fueron etiquetadas y almacenadas correctamente

para asegurar su preservacion hasta llegar al laboratorio para los procesos posteriores.
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Figura 17

Recoleccion de ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en la parroquia Plaza Gutiérrez

Nota. Fotografia del proceso de recoleccién de muestras. Tomada por Tatiana Paez, 2026.
Tabla 2
Criterios morfol6gicos y fenolégicos para la diferenciacion de ejemplares maduros e inmaduros

de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Criterio Inmaduro Maduro

Vernacion Presente (fronda enrollada) Ausente (fronda extendida

completamente)

Color de raquis Verde en tonos claros Marrén en tonos oscuros

Pubescencia Ausente 0 muy escasa Presente

Soros Ausente o con indusio Presentes, con indusio
verdoso/tierno marron

Nota. Elaboracion propia basada en Tryon (1941).
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Figura 18

Muestras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn recolectadas en la parroquia de Plaza Gutiérrez
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Nota. (A) Helecho inmaduro y (B) helecho maduro. Fotografias de autoria propia.
Caracterizacion botanica

Para la caracterizacién botanica se tomaron los ejemplares que tuvieran menos dafo y
que tuvieran las caracteristicas de los criterios establecidos mas notables a simple vista. Se
tomaron fotografias tanto a macroescala como a microescala con ayuda de microscopios y
estereoscopios, de las hojas, tallos y soros para cada ejemplar escogido. Adicionalmente, se
realizé una tincidn de esporas usando azul de toluidina, un colorante metacromatico que
permite diferenciar entre paredes primarias y secundarias, nucleos celulares, esporopolenina e
incluso fenoles (Rincén-Baroén et al., 2020). Para lo cual, con ayuda de pinzas estériles, se
raspo el envés de las hojas sobre un portaobjetos para hacer que los esporangios caigan sobre
la superficie. A continuacion, se afadieron unas gotas de azul de toluidina, se coloc6 un
cubreobjetos para que el colorante se distribuya de forma uniforme y finalmente se observé

bajo el microscopio.
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Procesamiento de muestras

Al llegar al laboratorio, se pesaron las muestras para asegurar que todos los ejemplares
tengan un peso de entre 15 a 45 gramos de material fresco. El material vegetal sobrante se
conservo como un respaldo para pruebas y repeticiones de los métodos. Se opté por
almacenar las muestras en bolsas de papel Kraft debido a sus propiedades de permeabilidad y
capacidad de intercambio gaseoso, las cuales permiten que la muestra llegue a un equilibrio
higroscopico en el ambiente y evite la acumulacién de humedad y calor, asegurando que no
haya una degradacion del material vegetal (da Silva et al., 2024).

Posteriormente, las muestras se colocaron en una estufa (WiseVen Horizontal Flow
Oven. WOF-50) a 35 °C. Las muestras se dejaron por aproximadamente 4 dias hasta que se
obtuvo un peso constante, es decir, que la diferencia de un dia a otro en el peso tenga una
variacién menor al 0,05 % de peso. Con el fin de mejorar la superficie de contacto, se molieron
las muestras con un molino de cuchillas (Thomas Wiley Mini Mill Knife Grinder Cutting Crusher
Lab Scientific) con un Tamiz 20 mesh que deja un polvo fino con un tamafo de particula
aproximado de 0,85 mm.

El polvo obtenido se peso6 y almacend en tubos Falcon de polipropileno de 50 mL. Para
el calculo de la cantidad de pérdida de agua, Unicamente se calculd la diferencia entre el peso
fresco y el peso seco, para el porcentaje de humedad se empled la ecuacion mencionada en
Sanchez et al. (2022) y para el célculo del rendimiento de molienda se usoé la ecuacién usada
en D’Emanuele Ares et al. (2017):

Pérdida de agua = Peso fresco — Peso seco

Peso fresco — Peso seco

% Humedad = Poso fresco x 100

Peso molido
Rendimiento de molienda = —— % 100
Peso seco
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Figura 19

Proceso de secado de muestras
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Nota. (A) muestras de helechos conservadas en buen estado hasta llegar al laboratorio; (B)
muestras almacenadas en bolsas de papel Kraft y (C) muestras de helechos inmaduros
(izquierda) y maduros (derecha) tras el proceso de secado. Fotografias de autoria propia.
Figura 20

Proceso de molienda de muestras

A B

Nota. Muestra antes (A) y después (B) del proceso de molienda. Fotografias de autoria propia.
Extraccion

Para la extraccion de compuestos de interés se siguié un protocolo basado en los
procedimientos de Otgonsugar et al. (2018) y Guo et al. (2025). Para lo cual, se pesaron 2

gramos de muestra molida y se anadié 20 mL de etanol absoluto en una relacién 1:10 (m/v). La
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muestra se dejé macerando durante 3 dias en oscuridad y con agitacion constante con ayuda
de un agitador orbital (WiseShake SHO-2D WS004012). Después, las muestras se llevaron a
un ultrasonicador horizontal en bafio (ColerParmer 08855-10, 140 W, 44 kHz + 6 %) durante 30
minutos controlando que la temperatura no pase de los 30 °C. Luego, se centrifugaron a 3000 g
durante 10 minutos con ayuda de una centrifuga para tubos Falcon (HERMLE Z 206 A), se
guardo el sobrenadante en otro tubo Falcon de polipropileno de 50 mL y al residuo solido se le
afiadié 20 mL de etanol acuoso al 70 %. Se dejé macerar nuevamente por 3 dias mas y se
repitieron los mismos pasos, el sobrenadante obtenido se mezclé con el anterior y el residuo
solido se desechd.

Figura 21

Proceso de extraccion de compuestos a partir de las muestras recolectadas

A B C

Nota. (A) Pesaje, (B) macerado y (C) ultrasonicacion de muestras. Fotografias de autoria
propia.
Concentracion

Se tomé un volumen de 5 mL del macerado final obtenido y se paso a tubos de ensayo
de vidrio. Los tubos de ensayo se colocaron en un concentrador (ThermoScientific Reacti-
Therm Il #TS-18824) a una temperatura de 40 °C y con un flujo de gas nitrégeno (N,)

constante a 2 psi durante aproximadamente 90 minutos hasta llegar a sequedad.
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Figura 22

Proceso de concentracion del producto de maceracion de las muestras
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Nota. Macerado obtenido del proceso de extraccion antes (A) y después (B) de concentrar.
Fotografias de autoria propia.
Desengrasado

Para desengrasar y quitar clorofila de las muestras se realizé una extraccion liquido-
liquido con ayuda de un solvente organico como el heptano, siguiendo un protocolo modificado
de los autores (Tzima et al., 2020). Las muestras concentradas fueron resuspendidas en 3 mL
de metanol acuoso al 70 %, un alcohol acuoso para favorecer la separacion de fases al afadir
el solvente organico. El resuspendido se colocd en un embudo de decantacion junto con
heptano en una relacién 1:1 (v/v), se llevé a agitar por 5 minutos a 130 rpm con un agitador
orbital (WiseShake SHO-2D WS004012) y se recupero la fase acuosa desengrasada.
Figura 23

Proceso de desengrasado de muestras

X
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Nota. (A) Proceso de extraccion liquido-liquido, se observa la formacion de la fase organica y la
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fase acuosa de interés. (B) Comparacion entre muestras con y sin el proceso de desengrasado.

Fotografias de autoria propia.
Hidrdélisis
Una vez desengrasadas las muestras, se realizé la hidrdlisis basica con el fin de
transformar todo el caudatdsido presente en su forma mas estable, es decir, la pterosina A.
Para esto se siguié el protocolo modificado de Kisielius et al. (2020), para lo cual se anadio a
cada muestra una soluciéon de NaOH 1M hasta alcanzar un pH basico. En el protocolo no
establecen un rango de pH especifico, por lo que se decidié dejar el pH en un rango de 10-11,
con el fin de no causar modificaciones graves en las estructuras de las moléculas presentes en
la muestra, pues segun bibliografia, condiciones de alcalinidad extrema (>12) promueven
procesos de degradacion como la formacién de dienonas estables en lugar de pterosinas, o la
formacion masiva de enolatos que desencadenan reacciones irreversibles (Carey & Sundberg,
2007; Wu et al., 2021). Posteriormente se llevaron a incubar a 40 °C durante 1 hora en un bafio

Maria (Fisherbrand CPXH Series, FIS2019BU) y finalmente se neutralizaron con una solucién

de HCI 1M.
Figura 24
Proceso de hidrdlisis de las muestras
4§€§sq.f.533§9-35:
WIS S B F| | kR |
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A B

Nota. Muestras antes (A) y después (B) del proceso de hidrélisis. Fotografias de autoria propia.
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Cromatografia de capa fina (TLC)

La Cromatografia de Capa Fina (Thin Layer Chromatography — TLC) es una técnica
analitica liquida, que permite el estudio de metabolitos secundarios mediante su separacién e
identificacion (Kowalska & Sajewicz, 2022). Se caracteriza por su capacidad para generar
huellas dactilares quimicas, que permiten comparar entre muestras de diferentes taxones,
estados de desarrollo de una planta, entre otros (Otgonsugar et al., 2018). Esta técnica se basa
en la migracion diferencial de los compuestos presentes en una muestra, impulsada por una
fase movil que asciende a través de una fase estacionaria (Bele & Khale, 2011).

Para la cromatografia se siguio el protocolo modificado de Otgonsugar et al. (2018),
utilizando como fase estacionaria placas de silica 60 de aluminio de 20X20 cm y como fase
movil, el sistema de elucion consistid en una mezcla de Diclorometano:Metanol (9:1). Las
muestras se distribuyeron en dos placas, una placa para todas las muestras inmaduras y otra
para las muestras maduras, dejando en cada una un carril en el medio para el estandar de la
Pterosina A. El tiempo de corrida fue de aproximadamente 90 minutos, una vez transcurrido el
tiempo se dejé evaporar el solvente de las placas y se aplicé el revelador mediante un sistema
de pulverizacién con bomba de aire. Para preparar el revelador se utilizé por cada 10 mL de
solucién: 375 pL de p-anisaldehido, 1 mL de acido acético glacial, 8,5 mL de metanol y 500 uL
de acido sulftrico. Tras aplicar el revelador, las placas se calentaron usando una Hot Plate a
temperatura >100 °C hasta que las manchas se hicieran visibles y posteriormente se visualizé
utilizando una camara de luz ultravioleta bajo longitud de onda larga.

Estadistica

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el software R. Las variables
gravimétricas y cromatograficas se resumieron mediante estadistica descriptiva utilizando
media, mediana, desviacidén estandar, rango intercuartilico y valores minimo y maximo, segun
correspondiera. Para el perfil cromatografico se utilizd la suma del niumero de bandas

detectadas en cada muestra y para la comparacion entre ejemplares inmaduros y maduros se
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utilizé una prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas, debido a que
ambos estados fenoldgicos fueron recolectados de los mismos puntos de muestreo. Para la
banda cromatografica de interés los datos se registraron como una variable dicotémica
(1=banda detectada; 0=banda no detectada) y se comparé para los estados fenoldgicos
mediante la prueba exacta de McNemar y para asociacion por finca y zona, la prueba exacta de
Fisher. Los datos de la prevalencia de HEB se obtuvieron de estudios previos realizados por
docentes de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, en este caso se utilizé el método
de Wilson para estimar los intervalos de confianza, y para correlacionar la prevalencia de HEB
con la frecuencia de deteccion de la banda cromatogréfica de interés se utilizé el coeficiente de
correlacion de rangos de Spearman, con valores de probabilidad obtenidos por permutaciones.
Para todas las pruebas se establecié un nivel de significancia de a=0,05.

Durante la planificacion del analisis estadistico se utilizé una herramienta de Inteligencia
Artificial como recurso de apoyo orientativo, su uso se limité Unica y exclusivamente a consultar
alternativas de analisis acordes con el tipo de variables y el reducido nimero de muestras.
Validacion y confiabilidad del instrumento

Para asegurar que el método es valido se utiliz6 como control positivo el estandar de la
Pterosina A (PtrA; CAS No. 35910-16-8), donado por el Laboratorio de Productos Naturales
(LPN) de la Universidad Regional Amazodnica IKIAM. Para escoger el método se realizaron
pruebas hasta obtener la presencia de una Unica banda visible en la placa de silica en el carril
del estandar, lo cual confirma la integridad del reactivo y que el método de revelado fue el
adecuado. En el caso de la muestra, la presencia de una banda a la misma altura que la banda
del estandar, confirma que el método de extraccion es el adecuado y que el compuesto
extraido es en efecto la pterosina A.

Como prueba confirmatoria adicional se realiz6 el analisis mediante espectrofotometria
usando un espectrofluorometro (DUETTA Horiba) de las muestras obtenidas y el estandar de

Pterosina A. Posteriormente, los datos obtenidos fueron procesados con el software OriginPro,
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aplicando un pretratamiento de los datos y el calculo de la segunda derivada, con el fin de tener
3 pruebas confirmatorias para los resultados obtenidos: (1) coincidencia de banda visual en
cromatografia de capa fina (TLC), (2) comparacion de espectros de absorbancia y (3)
aplicacion de la segunda derivada a los datos espectrales obtenidos.

De esta manera, la metodologia aplicada asegura que la presencia de una banda en un
factor de retencion aproximado de 0,82 o visualmente a la misma altura que el estandar, indica
que el compuesto de interés se encuentra en el ejemplar de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Por
otro lado, la ausencia de la banda puede indicar que el compuesto no se encontraba presente
en el ejemplar de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn analizado o que no fue detectado bajo el
método utilizado, lo cual es util para poder correlacionar después si la incidencia de HEB en
cada finca se debe o no al helecho.

Consideraciones éticas

El estudio fue realizado como parte de las actividades planificadas en el proyecto social
de Vinculacion con la Sociedad denominado “Apoyo Técnico para el Desarrollo de los sectores
rurales del Ecuador mediante la participacion de las Fuerzas Armadas y la Academia” de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, por lo que se contaba con el compromiso y la
autorizaciéon del GAD parroquial de la parroquia de Plaza Gutiérrez quién coordiné con los
diferentes actores la gestion necesaria para la toma de las muestras vegetales.

Sobre el manejo de residuos, como los solventes organicos y objetos cortopunzantes
utilizados, fueron almacenados de manera adecuada en botes etiquetados con la codificacion
correspondiente para su disposicién segun los protocolos establecidos por el laboratorio para el
manejo adecuado de desechos peligrosos. Ademas, durante la investigacion se trabajé
unicamente de material vegetal de una especie considerada maleza en el Ecuador, por lo que
no fue necesario obtener una aprobacién por parte de un comité de ética o permisos para el

manejo de muestras biologicas de ADN.
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Capitulo IV
Analisis y discusion de los resultados
Caracterizacion botanica del helecho Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
La caracterizacion botanica permite ir mas alla de una simple descripcion de las
caracteristicas visibles de una planta, sino que nos permite comprender a fondo la relacion
morfofisioldgica de sus eventos vegetativos y reproductivos (Rincén-Barén et al., 2020). En el
caso del género Pteridium, resulta de gran importancia pues su taxonomia es considerada una
de las mas complejas y controvertidas (Marrs & Watt, 2006). Esto debido a que presentan una
notoria plasticidad fenotipica en respuesta a multiples factores ambientales como el clima y el
tipo de suelo (Kato-Noguchi & Kato, 2026).
Figura 25

Ubicacion y morfologia de los esporangios en el género Pteridium

Nota. (A) Pinna, (B) superficie inferior de una pinula fértil que muestra el falso indusio y el
cenosoro (soro marginal continuo), (C) esporangio maduro y (D) esporangio después de la
liberacion de esporas. Adaptada de Marrs y Watt (2006).

En los ejemplares recolectados de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en la parroquia de
Plaza Gutiérrez se pudo realizar la caracterizacion boténica de las frondas tanto inmaduras
como maduras tanto de forma macroscopica como microscépica, obteniendo rasgos claves
para cada estado fenolégico. En la figura 25, se presentan las caracteristicas botanicas

esperadas en base a la revisién de bibliografia realizada. En base a esto, en la Figura 26 se
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puede observar a nivel macroscopico la fronda de un ejemplar inmaduro (A) y un ejemplar
maduro (B), las cuales presentan una lamina pinnada con una silueta triangular o deltoide, lo
cual coincide con la descripcion botanica estandar de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Malik

et al., 2024). Al llegar al estado de madurez, el helecho macho se caracteriza por presentar
configuraciones que van desde bipinnadas hasta tetrapinnadas dependiendo del vigor de la
planta y el habitat (Stefanié et al., 2022). Sin embargo, para la caracterizaciéon se tomé
Unicamente una pinna primaria, es decir una parte representativa de la fronda completa debido
a la facilidad de ser almacenada y transportada.

Por otro lado, en la Figura 26 también se puede observar a nivel macroscopico la
superficie adaxial del ejemplar inmaduro (C) y el ejemplar maduro (D), en donde se evidencia
qgue los margenes se encuentran enrollados hacia abajo, lo cual es una caracteristica botanica
clave de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Marrs & Watt, 2006). Esta curvatura del margen hacia
el envés actiia como un indusio falso para proteger a los esporangios durante su maduracion, y
suele verse mas pronunciada en frondas maduras debido a cambios fisiolégicos y mecanicos
(Tryon, 1941).

Respecto al color del estipe, se puede observar un cambio notorio entre el ejemplar
inmaduro, que presenta un color claro, en comparacién con el ejemplar maduro, que presenta
un marcado color oscuro, lo cual coincide con los criterios establecidos en la Tabla 2. En
cuanto a la morfologia de las pinnas, se observa que presentan una disposicién subopuesta en
la base, que conforme avanza hacia el apice cambia a una disposicién alterna; su forma es
lanceolada u oblonga y los segmentos secundarios presentan apices obtusos o redondeados,
caracteristicas descritas por Tryon (1941).

Por otra parte, se pueden observar las estructuras reproductivas, las cuales se localizan
en la superficie abaxial de las pinnas, distribuyéndose de forma continua alrededor de los
bordes (Malik et al., 2024). Sin embargo, en el ejemplar inmaduro, se puede observar que los

soros, si bien se encuentran bordeando el margen de las pinulas, parecen estar agrupados
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dejando espacios entre cada agrupaciéon. Sobre esto Page (1976) menciona que los soros
siguen una sucesién basipeta inicial, lo cual explica que en frondas jovenes se presenten como
agrupaciones discretas antes de fusionarse en una linea continua. El sistema vascular se
observa que presenta una venacion libre y dicotémica, en donde las venas se dirigen sin
cruzarse entre si y de forma paralela hacia el margen, lo cual coincide con lo mencionado por
(Marrs & Watt, 2006).

Figura 26

Vista macroscopica del haz y el envés de frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

B Cc

Nota. Se observa el envés de un ejemplar inmaduro (A) y uno maduro (B), asi como el haz de
un ejemplar inmaduro (C) y uno maduro (D). Fotografias de autoria propia.

En la figura 27, se puede observar de manera similar a la figura 26, el haz y el envés de
los ejemplares maduros e inmaduros, pero ahora vistos desde un estereoscopio. En cuanto al
haz del ejemplar inmaduro (A) y del ejemplar maduro (B), se puede confirmar las
caracteristicas antes mencionadas respecto a la distribucién y forma de las pinnas, asi como la
diferencia en el color de los raquis entre ambos estados fenoldgicos. Adicionalmente, se puede
observar que presentan glabrescencia en su superficie epidérmica, es decir, que carecen de
pelos 0 escamas en la cara superior de las frondas (Tryon, 1941). En cuanto al envés del

helecho inmaduro (C) y maduro (D), se puede observar de mejor manera como se distribuyen
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los soros a lo largo de los bordes de cada pinula, y como se encuentran protegidos por el
mismo, que forma el pseudoindusio el cual se ve mas pronunciado en el ejemplar maduro,
confirmando las caracteristicas mencionadas por Stefani¢ et al. (2022).

Figura 27

Vista estereoscépica del haz y el envés de frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. Se observa el haz de un ejemplar inmaduro (A) y uno maduro (B), asi como el envés de
un ejemplar inmaduro (C) y uno maduro (D), vistas en un estereoscopio con un aumento de 2x.
Fotografias de autoria propia.

En la figura 28 se puede observar con mas detalle las estructuras reproductivas de las
frondas inmaduras y maduras del helecho macho. En las Figuras 28A y 28C se evidencia que
el soro se organiza en agrupaciones de esporangios individuales, lo cual corresponde con la
sucesion basipeta inicial de las estructuras reproductivas del género Pteridium (Marrs & Watt,
2006). Se puede visualizar también que presentan una coloracién verde-amarilla de naturaleza
trasllcida, lo cual es una caracteristica de frondas en las etapas iniciales de desarrollo previas

a la finalizacion de la esporogénesis (Stefani¢ et al., 2022). Se distingue con claridad el sistema
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de venacion libre, confirmando que las venas secundarias no se cruzan entre si y ademas,
sirven como soporte vascular para cada agrupacion de esporangios (Malik et al., 2024).

Por otro lado, en las figuras 28B y 28D se evidencia que durante el proceso de
maduracién ocurre una pérdida de translucidez de los esporangios, pasando de un color claro
hacia una coloracién marrén-rojiza, lo cual suele estar relacionado con la lignificacién del anillo
del esporangio (Rincon-Barén et al., 2020). A diferencia de la distribucién en las frondas
inmaduras, en las maduras se observa que el aumento del nimero de esporangios, es el
responsable de la formacion de un cenosoro marginal continuo (Thomson, 2014). Una de las
caracteristicas mas importantes que se puede observar en la Figura 27, es la presencia de
pelos blanquecinos y la ausencia de escamas en las muestras, caracteristicas que permite
diferenciar al género Pteridium de otros helechos (Thomson, 2014).

Figura 28

Vista estereoscépica de estructuras reproductivas de frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota. Se observan los soros distribuidos alrededor de los margenes de un ejemplar inmaduro

(A) y uno maduro (B) usando luz transmitida y con un aumento de 4x. Asi como los soros de un
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ejemplar inmaduro (C) y uno maduro (D) bajo iluminacion incidente y con un aumento de 4x.
Fotografias de autoria propia.

Finalmente, en la Figura 29 se visualizan la morfologia de los esporangios inmaduros
(A), maduros (B) y las esporas libres (C) tefidas con azul de toluidina. En ambos estados del
esporangio se identifica la forma de un leptosporangio, pues presenta las estructuras
mencionadas por Marrs y Watt (2006) y se puede observar en la Figura 30. El esporangio
inmaduro (Figura 29A) presenta un color translucido, debido a que se encuentra en una fase
temprana de la esporogénesis, previo a la sintesis masiva de otros componentes del
esporodermo (Rincon-Baron et al., 2020). En el esporangio maduro (Figura 29B) las
caracteristicas cambian completamente, pues se evidencia una coloracién marrén oscura en la
capsula del esporangio, lo cual evidencia que ya ha ocurrido la saturacion de esporas y otros
posibles compuestos secretados por el tapete celular (capa interna que recubre y nutre a las
esporas) (Yafez, 2016)

En la Figura 29C se pueden observar las esporas ya liberadas del esporangio, este
proceso ocurre mediante un mecanismo de catapulta hidromecanica, en el cual, las células del
anillo mecanico tras perder humedad generan una tension necesaria para la apertura de la
capsula (Rincén-Baron et al., 2020). Esta apertura ocurre en la zona de debilidad mecanica del
esporangio denominada estomio, la cual esta conformada por células especializadas (Marrs &
Watt, 2006). De esta manera, las esporas son eyectadas a una distancia de 1 a 2 cm
aproximadamente fuera de la superficie de la fronda (Page, 1976), lo que les permite ser
transportadas y dispersadas grandes distancias gracias a las corrientes de viento (Stefanié

et al., 2022).
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Figura 29

Vista microscépica de estructuras reproductivas de frondas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

A B C

Nota. (A) esporangio inmaduro; (B) esporangio maduro y (C) esporas de los ejemplares de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn recolectados, visualizados bajo microscopio con un aumento de
40x% y tefiidas con azul de toluidina. Fotografias de autoria propia.

En la Figura 30 se puede observar una comparacion entre una ilustracion del
esporangio (A) y el resultado obtenido en el laboratorio (B), en donde se puede identificar
notablemente las diferentes partes del esporangio. El anillo mecanico (Elemento 1, Figura 30)
presenta células de engrosamiento secundarios que tienen la forma de U y suelen estar
altamente lignificados (Malik et al., 2024). El estomio (Elemento 2, Figura 30), como se
menciond anteriormente, es la zona de ruptura de la capsula y permite la liberacion de las
esporas (Marrs & Watt, 2006). En el interior de la capsula, se puede visualizar a las esporas
(Elemento 3, Figura 30), que actian como las unidades de dispersion del helecho, y se
encuentran protegidas por la pared del esporangio (Elemento 4, Figura 30), ya que las rodea y
nutre gracias a su capacidad de produccién de sustancias de reserva y estructurales. Por
ultimo, el pedicelo (Elemento 5, Figura 30) es el encargado de dar soporte al esporangio y esta

compuesto por una o dos filas de células alargadas (Rincén-Barén et al., 2020).
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Figura 30

Partes del esporangio

Nota. (1) Anillo mecanico, (2) estomio, (3) esporas, (4) pared del esporangio y (5) pedicelo. (A)
llustracion tomada de Marrs y Watt (2006) y (B) Fotografia de autoria propia vista en
microscopio con un aumento de 40x y mediante tinciéon con azul de toluidina.
Extraccién y evaluacion de compuestos
Procesamiento y analisis cromatografico de muestras

Se realizo la extraccion de un total de 24 muestras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn,
recolectadas en 3 fincas lecheras con alta incidencia de HEB en la parroquia Plaza Gutiérrez,
ubicada en el cantén Cotacachi. De las 24 muestras totales, 12 correspondian a ejemplares
inmaduros y 12 a ejemplares maduros. Previo a la extraccién de compuestos, las muestras
fueron procesadas mediante un proceso de secado y molienda, con el fin de mejorar el
rendimiento de la extraccion. Peternel et al. (2024) evidenciaron que el pretratamiento de
muestras vegetales favorece una mejor extraccion de compuestos bioactivos, pues el secado
permite eliminar el agua para evitar dafos causados por la humedad, y la molienda genera una
superficie de contacto mayor entre la muestra y el solvente.

Con los datos de los pesos registrados durante el proceso se determind la cantidad de
agua perdida durante el proceso de secado, asi como el porcentaje de humedad y el

rendimiento del proceso de molienda, resultados que se evidencian en la Tabla 3 (En la Tabla

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



76

2A del Apéndice A se presenta la informacién completa por muestra). De manera general, se
puede observar que las muestras de helechos inmaduros presentaron un mayor porcentaje de
humedad (63,4 + 6,9 %), en comparacién con los helechos maduros (57,7 + 4,4 %). Sin
embargo, la cantidad de agua perdida durante el secado fue similar en ambos estados
fenoldgicos, presentando valores de 20,5 £ 6,7 g y 20,8 £ 4,9 g respectivamente. Este resultado
indica que si bien, tanto los ejemplares inmaduros como los maduros perdieron la misma
cantidad de agua, los helechos maduros presentaron una mayor proporcion de materia seca.
De igual forma, los ejemplares maduros evidenciaron un mayor peso seco (15,6 = 2,0
g), peso molido (7,99 + 1,42 g) y rendimiento de molienda (50,0 £ 4,7 %) frente a los
ejemplares inmaduros. No obstante, el rendimiento de molienda indica la recuperacion fisica
del material, por lo cual, no debe interpretarse como un problema de la muestra, sino mas bien
a pérdidas operativas durante el proceso de molienda.
Tabla 3

Parametros del procesamiento de muestras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Estado n Peso Peso Peso Pérdida Humedad Rendimiento

fresco seco molido agua (g) (%) molido (%)

(9) (9) (9)

Inmaduro 12 32,0 % 11,5 4,84 + 20,5+6,7 63,4 £6,9 41,0+ 5,6
7,6 1,7 1,17

Maduro 12 36,4+ 15,6 = 7,99 £ 20,8+4,9 57,7+4,4 50,0 £4,7
5,8 2,0 1,42

Nota. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar.

El método de extraccién utilizando como solvente etanol, permitié la obtencion de varios
compuestos presentes en las muestras de helechos tanto inmaduros como maduros, como se
puede observar en las Figuras 31 y 32. La metodologia aplicada para la Cromatografia de

Capa Fina (TLC) usando como fase movil un sistema de DCM:MeOH en una proporcién de 9:1
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y como revelador p-anisaldehido, permitié la visualizacion del estandar de Pterosina A (CAS
35910-16-8) con un factor de retencién de 0,82 y un color de banda azul bajo luz UV.

Posterior al revelado con p-anisaldehido y la observacion bajo luz UV, los extractos de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn evidencian perfiles cromatograficos con una diversa composicién
de compuestos, debido a la presencia de multiples bandas con caracteristicas diferentes en su
coloracién, intensidad y distancia recorrida. En la regién inferior de ambas placas se observa
una predominancia de bandas con sefales fluorescentes de colores entre verde y celeste,
mientras que en las regiones superiores, predominan principalmente bandas de colores entre
rojo, rosado y magenta. Se distingue también diferencias entre la intensidad y el numero de las
bandas entre carriles.

Durante las pruebas realizadas se pudo observar la presencia de bandas a la misma
altura y con la misma coloracion que el estandar de Pterosina A. Sin embargo, al momento de
replicar el proceso con las muestras de estudio, no se logra visualizar una banda con las
mismas caracteristicas que las del estandar ni en las muestras de ejemplares inmaduros
(Figura 31), ni de ejemplares maduros (Figura 32). Por lo tanto, no se obtuvo evidencia
concluyente mediante la técnica utilizada respecto a la presencia del compuesto en los
extractos. En base a esto, no se puede confirmar que la Pterosina A no se encuentra en las
muestras analizadas, simplemente, no fue posible detectarla bajo las condiciones empleadas.

Por otro lado, se puede visualizar en algunos de los extractos una banda fluorescente
en tonos de color celeste-verde con un Rf alrededor de 0,25; lo cual, coincide con lo
encontrando en bibliografia sobre que la prunasina presenta un factor de retencién de 0,25 bajo
condiciones similares a las utilizadas en este estudio (SiO,, DCM:MeOH 9:1) (Santa Cruz
Biotechnology, 2026). La coincidencia entre el factor de retencion y el sistema utilizado, pueden
sugerir la presencia del compuesto en las muestras analizadas. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la TLC presenta una baja sensibilidad, cuyos resultados pueden variar por una

amplia gama de factores como la saturacion de la camara, la humedad del ambiente, la
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temperatura, el nivel del solvente, entre otros (Shah et al., 2026). Por lo que no se puede
confirmar que la banda observada corresponda a la prunasina, pero si se puede considerar
como una banda cromatografica de potencial interés para los analisis posteriores, pues es un
indicador de caracter exploratorio de la variacién fitoquimica entre las muestras.

Figura 31

Resultados de la cromatografia de capa fina para muestras inmaduras

Nota. Las muestras se encuentran etiquetadas segun como se indica en la Tabla 2A del
Apéndice A. El valor de Rf de 0,25 corresponde al dato bibliografico de la prunasina y el valor

de Rf de 0,82 corresponde al dato obtenido mediante pruebas para la Pterosina A.

Cadigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cadigo de proceso: GDOC-ATAD-1



79

Figura 32

Resultados de la cromatografia de capa fina para muestras maduras

Rf=0.82 Pp

Nota. Las muestras se encuentran etiquetadas segun como se indica en la Tabla 2A del
Apéndice A. El valor de Rf de 0,25 corresponde al dato bibliografico de la prunasina y el valor
de Rf de 0,82 corresponde al dato obtenido mediante pruebas para la Pterosina A.
Evaluacion del perfil cromatografico

El perfil cromatografico, también denominado huella dactilar en la cromatografia de
capa fina representa la composicion quimica de la muestra analizada mediante la visualizacion
completa de las fracciones separadas en una sola placa, lo que permite la comparacioén entre
distintas muestras a la vez (Kowalska & Sajewicz, 2022). En este caso, los perfiles
cromatograficos obtenidos mediante TLC fueron evaluados considerando dos componentes

principales: (1) la riqueza de bandas, que se expresa como el numero total de bandas
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detectadas en una muestra y (2) la frecuencia de visualizacién de una banda de interés con
valores de Rf cercanos a 0,25.

De manera general en las Figuras 31 y 32, se observa una diferencia notoria entre los
perfiles cromatograficos de los ejemplares maduros e inmaduros. En el caso de las muestras
de helecho maduras (Figura 32) se puede observar que presentan perfiles mas parecidos entre
las muestras, a comparacion de las muestras de helecho inmaduras (Figura 31), en donde se
puede observar una cierta curvatura hacia el centro de la placa, lo cual es compatible con el
efecto de borde o frente de disolvente curvo. Este fendmeno suele ocurrir cuando existe una
fuga de gases en los bordes de la cdmara de cromatografia y las diferencias entre bandas no
deberian relacionarse con naturaleza quimica (World Health Organization, 2025). Por esta
razon, la interpretacién de las bandas no se baso6 Unicamente en la coincidencia de los valores
de Rf, sino que también se considerd la coloracion, posicion relativa y el patrén de las bandas.

De esta manera, para el analisis de la riqueza de bandas se realiz6 de manera
individual para cada muestra, cuantificando el nimero de bandas visibles para cada carril sin
tener en cuenta su factor de retencion. En la Tabla 4 se puede observar una tabla resumen
sobre los datos obtenidos del recuento de bandas y analisis de prueba pareada para cada
muestra segun su estado fenoldgico. Los resultados indican que las muestras de helechos
inmaduros presentaron un promedio de 10,25 + 1,76 bandas cromatograficas, mientras que las
muestras de helechos maduros presentaron un promedio de 7,67 + 1,92 bandas. La mediana
de las muestras inmaduras fue mayor (10,5) que la mediana que presentaron las muestras
maduras (8).

La prueba de pares realizada con Wilcoxon evidencio que en diez de las doce parejas
hubo una disminucion del numero de bandas en los ejemplares maduros, mientras que dos
parejas mantuvieron el mismo niumero de bandas. Ninguna de las parejas presenté un mayor
numero de bandas en los ejemplares maduros respecto a los ejemplares inmaduros. Con la

prueba pareada de Wilcoxon se obtuvo que las diferencias son estadisticamente significativas
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entre los estados fenoldgicos (T = 0; p = 0,002), con lo cual, se rechaza la hipotesis de
igualdad y, por tanto, se evidencia que los ejemplares inmaduros presentan una mayor riqueza
de bandas cromatograficas respecto a los maduros.

Tabla 4

Riqueza de bandas cromatograficas segun el estado fenolégico de Pteridium aquilinum (L.)

Kuhn
Estado n Media = DE Mediana RIC Min -Max
fenologico
Inmaduro 12 10,25+ 1,76 10,5 9,00-11,25 7-13
Maduro 12 7,67 +£1,92 8,0 6,75-9,00 3-10

Nota. DE: desviacion estandar y RIC: rango intercuartilico. La comparacion se realizé6 mediante
la prueba exacta de rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas: T=0y p = 0,002.
Elaboracién propia.

La presencia de un mayor numero de bandas en los ejemplares inmaduros sugiere un
perfil cromatografico mas complejo en comparacion con los maduros. Este hallazgo puede
estar relacionado con la diferencia de desarrollo vegetal, pues Kowalska y Sajewicz (2022)
mencionan que diversos factores ambientales causan cambios ontogénicos en la composicion
quimica de los perfiles analiticos. Ademas, coincide con lo descrito por Malik et al. (2024) sobre
las variaciones en la concentracion de PTA, pterosinas y otros componentes de P. aquilinum
(L.) Kuhn conforme se va desarrollando la fronda. Sin embargo, estos resultados solo sugieren
un mayor numero de compuestos, pero no confirma la presencia de un compuesto en particular
0 una mayor concentracion de toxinas, pues Unicamente se evidencia la diversidad de bandas

detectables bajo las condiciones cromatograficas utilizadas en el proceso.
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Figura 33

Distribucion del nimero de bandas cromatograficas segun el estado fenoldgico

14 Wilcoxon pareado: p = 0,002
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Nota. Las cajas representan el RIC, la linea interna marca la mediana y los puntos representan
a cada muestra analizada. La comparacién se realizé mediante la prueba exacta de rangos con
signo de Wilcoxon para muestras pareadas (n = 12; T=0y p = 0,002).

Ademas de la riqueza del perfil cromatografico de las muestras, se evalué la frecuencia
de la banda cromatografica de interés que presenta coincidencias con el Rf de 0,25 descrito por
(Santa Cruz Biotechnology, 2026). En la tabla 5 se resume los datos recopilados sobre la
presencia o ausencia de la banda de interés en las muestras, la cual se identificd en ocho de
los doce ejemplares inmaduros (66,7 %) y en siete de los doce ejemplares maduros (58,3 %).
En este caso, se empleo la prueba exacta de McNemar debido a que los datos respecto al
estado fenoldgico son pareados (Sundjaja et al., 2023). La prueba no evidencié diferencias
estadisticamente significativas entre los estados fenoldgicos (p=1,000), por lo cual, aunque las
muestras inmaduras presentaron una mayor riqueza total de bandas, la presencia de la banda

de interés fue similar a la de las muestras maduras.
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Tabla 5

Frecuencia de deteccion de la banda cromatografica de interés bajo distintos parametros

Detectada No detectada Prueba
Factor Categoria
n (%) n (%) estadistica
Estado Inmaduro 8 (66,7) 4 (33,3) McNemar
fenoldgico Maduro 7 (58,3) 541,7) exacta
Finca 1 7 (87,5) 1(12,5)
Finca Finca 2 8 (100,0) 0 (0,0) Fisher exacta
Finca 3 0 (0,0) 8 (100,0)
Zona 1 7 (58,3) 5(41,7)
Zona Fisher exacta
Zona 2 8 (66,7) 4 (33,3)

Nota. Elaboracion propia.

En cuanto a los resultados de la frecuencia de deteccion de la banda de interés por
finca y zona, se empled la prueba exacta de Fisher la cual es utilizada para variables nominales
con datos binarios y muestras que no estén pareadas (Sundjaja et al., 2023). Respecto a la
zona, la presencia de la banda se detecto en siete de las doce muestras de la zona 1 (58,3 %)
y en ocho de las doce muestras de la zona 2 (66,7 %). La prueba exacta de Fisher no mostré
una asociacion estadisticamente significativa entre la zona y la deteccién de la banda de
interés (p = 0,001).

Los resultados del analisis segun la finca evidencian que la presencia de la banda
cromatografica de interés si presenta diferencias notables entre fincas. En la finca 1 se detecto
la banda en siete de ocho muestras (87,5 %), en la finca 2 se detect6 en todas las muestras
(100 %), mientras que en la finca 3 ninguna de las ocho muestras presenté la banda (0 %)
(Figura 34). La prueba exacta de Fisher resulté en una asociacion estadisticamente significativa
entre la finca de estudio y la deteccién de la banda (p < 0,001).

La diferencia observada entre fincas puede deberse tanto a variaciones biolégicas como

ambientales, pues, por un lado, la cromatografia es una técnica cuyos resultados dependen de
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factores experimentales que son dificiles de controlar, como la saturacion de la camaray la
viscosidad del solvente; por lo que es importante mencionar que el analisis del perfil
cromatografico es de caracter exploratorio (Poole & Poole, 2011). Dicho esto, la diferencia
observada entre fincas puede deberse a varias razones, entre ellas esta la influencia de
factores ambientales y bioldgicos que influyen significativamente en la composicién fitoquimica
de la planta (Malik et al., 2024). Por otra parte, también podria deberse a factores
experimentales como la ubicacién en el borde de la placa de cromatografia (Broeckhoven &
Desmet, 2007). Por lo que no podria afirmarse que el compuesto se encuentra ausente en la
finca 3 Unicamente por no visualizar la banda durante el proceso de revelado, pues esto puede
ser muy subjetivo (Poole & Poole, 2011).

Figura 34

Frecuencia de la deteccion de la banda cromatogréfica de interés segun la finca de estudio

Prueba exacta de Fisher: p < 0,001
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Nota. Las barras representan el porcentaje de muestras en las que se visualizé la banda
cromatografica de interés. La asociacion se analizd usando la prueba exacta de Fisher

(p<0,001). Elaboracién propia.
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Evaluacioén espectral de los extractos

Con el fin de complementar los resultados obtenidos en la evaluacion cromatografica
para la Pterosina A, se compararon los espectros de absorcion UV de los extractos de P.
aquilinum (L.) Kuhn con el espectro obtenido para el estandar. En la Figura 35 se puede
observar que los espectros de absorcion de las 24 muestras presentan una similitud entre si, lo
cual sugiere que los extractos comparten una composicién quimica general, aunque presentan
variaciones en la magnitud de la absorbancia, no se identifica una separacién visual
significativa entre ejemplares inmaduros y maduros. Este hallazgo sugiere que a pesar de que
la bibliografia menciona que existen cambios ontogénicos en el contenido de toxinas segun el
estado fenoldgico (Malik et al., 2024), exhiben un espectro en el rango UV similar a lo largo del
desarrollo de la fronda.

La diferencia en la intensidad de las curvas de las muestras puede deberse a
variaciones en la concentracidon de los compuestos presentes, lo cual suele atribuirse a
distintos factores como condiciones ambientales, geograficas y el estado fisiolégico de la planta
(Kisielius et al., 2020). Respecto al estandar de la Pterosina A, se puede observar que presenta
un espectro notablemente distinto, pues presenta una curva separada de las curvas obtenidas
para los espectros. Esta diferencia sugiere que la respuesta UV de los extractos puede estar
dominada por otros compuestos de la matriz vegetal, causando una superposicion de las
bandas en mezclas complejas. La superposicion representa un problema para la identificacion
de sefales individuales, es aqui donde entra la espectrofotometria derivativa, que segun
Lépez-Martinez y Lopez-de-Alba (2018) permite discriminar bandas ocultas en las anchas
sefales de la matriz y visualizar hombros espectrales que no se visualizan en un espectro de

orden cero.
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Figura 35
Espectros de absorciéon UV de los extractos de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn y el estandar de

PtrA.
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Nota. Espectros UV-Vis de los 24 extractos: estandar en negro, 12 extractos inmaduros en
verde y 12 maduros en marron, registrados entre 200 y 500 nm. Elaboracion propia.

En base a esto, se calcul6 la segunda derivada de los espectros obtenidos para
descartar que la diferencia entre los espectros de los extractos y el estandar se deba a bandas
superpuestas debido a la compleja composicién de metabolitos en los extractos (Lépez-
Martinez & Lopez-de-Alba, 2018). Para la comparacion de las curvas se utilizé un rango
comprendido entre los 230 y 260 nm, que es donde se observé los mayores valores de
absorbancia de los hombros espectrales en los extractos (236,5 nm aproximadamente) y el
estandar (246,5 nm). En cuanto a las curvas de la segunda derivada promedio de las muestras
inmaduras y maduras, se puede observar en la Figura 36 que presentan perfiles estrechamente
parecidos, mostrando variaciones similares y una superposicion durante gran parte del
intervalo. Esto confirma lo ya mencionado anteriormente sobre que el estado fenoldgico de las

muestras no produce una diferencia significativa en el espectro UV general de la matriz vegetal.
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Por el contrario, cuando se compara las curvas obtenidas para las muestras analizadas
frente a la curva del estandar, se observa una diferencia notoria en el patron de las curvas,
pues mientras las curvas de las muestras permanecen juntas a lo largo del intervalo, la curva
del estandar se encuentra separada de estas. Aunque cerca de la zona de 250-255 nm
parecen coincidir en una elevacion positiva puntual, esta coincidencia puntual no puede
interpretarse como una composicion similar, pues el patrén de las curvas presenta mas
diferencias notorias que similitudes.

Es importante mencionar que, aunque los resultados obtenidos de los espectros UV de
las muestras no evidenciaron una diferencia significativa entre los ejemplares maduros e
inmaduros, esto no contradice los resultados obtenidos anteriormente sobre la riqueza de
bandas identificadas mediante Cromatografia de Capa Fina (TLC). Pues, mientras que la TLC
permite separar visualmente las fracciones individuales de la muestra vegetal (Kowalska &
Sajewicz, 2022), la espectrofotometria muestra la respuesta combinada de todos los
componentes presentes en dicha muestra (Lépez-Martinez & Lopez-de-Alba, 2018).

Figura 36
Grafica de la segunda derivada promedio de los espectros UV de los extractos de Pteridium

aquilinum (L.) Kuhn y el estandar de PtrA.
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Nota. En color negro se observa la curva del estandar, en verde el promedio de la segunda
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derivada de las 12 muestras inmaduras y en marrén el promedio de las 12 muestras maduras.
Elaboracién propia.

Los resultados obtenidos permiten asegurar que la indetectabilidad de bandas
comparables con la banda de la Pterosina, en las muestras de los helechos de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn recolectados en Plaza Gutiérrez no estuvo relacionada con errores técnicos
durante el proceso de la cromatografia de capa fina, pues se pudo verificar por dos métodos
adicionales que en efecto no existe coincidencias entre las muestras y el estandar. Sin
embargo, la ausencia de coincidencias no implica que la Pterosina no se encuentre presente en
las muestras, sino que su concentracion pudo estar por debajo de los limites de deteccion de la
metodologia aplicada (Shah et al., 2026), o verse afectada por diferentes factores durante todo
el proceso de laboratorio llevado a cabo o incluso por el origen de las muestras (Aguirre et al.,
2023).

Durante el procesamiento de las muestras, una de las etapas mas criticas es el secado,
pues O’Connor et al. (2019) mencionan que tras un proceso de secado se han visto pérdidas
sustanciales de pterosinas y sus precursores. Aunque en el proceso se utilizé una temperatura
controlada de 35 °C, la manipulacion excesiva y el tiempo de secado son variables que pueden
causar la degradacién de la toxina (Rincon Alarcon et al., 2016). De igual forma, la deteccion
indirecta de los glucodsidos de iludano va a depender de su conversion total a pterosinas
mediante el proceso de hidrdlisis (Aguirre et al., 2023). Si bien se siguié un protocolo basado en
Kisielius et al. (2020), los mismos autores mencionan que cualquier variaciéon que haga que las
condiciones de pH, temperatura o tiempo de incubacion no sea optimas, derivaran en la
formacion de otros productos de degradacién en lugar de pterosinas.

Asimismo, la presencia de componentes como lipidos y clorofilas en la matriz vegetal
pueden limitar el método analitico al enmascarar senales de interés (Poole & Poole, 2011). Por
esta razén, se decidié implementar un proceso de desengrasado mediante extraccién liquido-

liquido con el objetivo de eliminar dichas interferencias, aunque es un método facil de ejecutar,
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Tzima et al. (2020) reportaron que su eficiencia es menor en comparacién con otros métodos y
que puede dejar residuos en la matriz vegetal, lo cual, pudo afectar los resultados obtenidos.
Finalmente, a todas estas limitaciones se le suman los factores ambientales, pues esta mas
que evidenciado que las condiciones ambientales y geograficas afectan en el contenido de
toxinas en helechos del género Pteridium. De hecho, Marrs y Watt (2006) mencionan que la
concentracién del PTA es menor en helechos que se encuentran a alturas superiores a los
1700 m.s.n.m., y dado que los puntos de muestreo en Plaza Gutiérrez estuvieron entre los
1837 y 2206 m.s.n.m., es probable que el contenido de compuestos de iludano en los
ejemplares recolectados fuera bajo inicialmente.

Correlacion de la presencia de toxinas con la incidencia de HEB

Los resultados obtenidos sobre la presencia de la banda cromatografica de interés en
las muestras de helechos maduros e inmaduros obtenidos anteriormente se utilizaron para
evaluar la relacion entre la frecuencia de deteccion de la banda de interés y la prevalencia
clinica de HEB a nivel de finca en la parroquia de Plaza Gutiérrez. Cabe recalcar que la banda
cromatografica de interés se utilizé unicamente como un indicador exploratorio de la variacién
en el perfil fitoquimico de los extractos. Su uso en el analisis de correlaciéon no implica que el
compuesto responsable de la senal correspondiera a prunasina, ni que esté relacionado con el
desarrollo de HEB. Simplemente se usa como un indicador del posible potencial téxico del
helecho muestreado, por lo que su interpretacion fue completamente indirecta, descriptiva y no
causal.

Para esto, se utilizé el coeficiente de correlacion de rangos de Spearman, una prueba
estadistica que permite cuantificar la asociacion entre variables segun los rangos de cada
grupo de sujetos y es util para casos en los que se trabaja con un tamano de muestra pequefio
(Ortega et al., 2009). Dado que la HEB es una enfermedad relacionada con la exposicién del
ganado a toxinas del helecho Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, la frecuencia de sefales quimicas

asociadas con la posible presencia de toxinas en la planta sugiere que los animales de la zona
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de estudio probablemente tengan una disponibilidad constante a dichas toxinas y, asimismo, de
acumularlas en su organismo para posteriormente desarrollar la enfermedad (Feito et al.,
2026). En la Tabla 6 la prevalencia clinica de HEB se observa unicamente en las fincas 1y 2
con valores del 25,0 %, lo cual puede relacionarse con estudios previos en regiones andinas
del Ecuador, que reportan incidencias variables de la enfermedad en areas infestadas por
helechos del género Pteridium (Calderon et al., 2011).

Por otro lado, en la finca 3 no se registraron animales positivos para la HEB (0,0 %), y
es aqui donde el empleo del método de Wilson para el calculo del intervalo de confianza en
muestras pequefias es de gran utilidad para expresar qué tan confiable son los resultados
obtenidos (Cepeda Cuervo et al., 2008). De esta manera, el limite superior del 43,4 % obtenido
para la finca 3 demuestra que no es posible afirmar que la enfermedad esta ausente en la
zona, sino que los casos positivos para la HEB pudieron no haber sido capturados dentro del
pequefio grupo de estudio. Una de las razones por las cuales puede ser que no se haya
detectado la enfermedad, es que probablemente los animales se encontraban en la fase inicial,
conocida como microhematuria, la cual se caracteriza por no presentar sintomas lo que
representa una limitacion para la deteccion de la enfermedad en etapas tempranas (Calderon
et al., 2014).

En cuanto a la correlacion de la frecuencia de la banda cromatografica de interés y la
incidencia de HEB en las fincas de estudio, se puede observar que muestran un patrén similar,
con frecuencias del 87,5 % (Finca 1) al 100 % (Finca 2) en fincas positivas a HEB y la ausencia
total de la sefial en la finca 3. Esta distribucion dio como resultado una correlacion de direccion
positiva, lo que coincide con la bibliografia sobre que el consumo constante del helecho abre
paso al desarrollo de lesiones neoplasicas en la vejiga (Rodriguez-Salazar & Chacon-
Villalobos, 2023). De igual forma, O’Connor et al. (2019) mencionan que el tiempo de inicio y la
gravedad de la HEB estan relacionados con el grado de exposicion a los compuestos

bioactivos del helecho. Por lo tanto, los resultados sugieren que existe una concordancia entre
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la posible presencia de compuestos téxicos en el helecho Pteridium aquilinum (L.) Kuhny la
incidencia de HEB en la zona de estudio.
Tabla 6

Prevalencia clinica de HEB y frecuencia de deteccion de la banda cromatografica de interés

Bovinos Porcentaje Inmaduros Maduros Total con
Finca evaluados de HEB, % con banda con banda banda
con HEB (IC 95 %) n/N (%) n/N (%) n/N (%)
25,0 (7,1-
Finca 1 2/8 59.1) 4/4 (100,0) 3/4 (75,0) 7/8 (87,5)
25,0 (7,1-
Finca 2 2/8 59.1) 4/4 (100,0) 4/4 (100,0) 8/8 (100,0)
Finca 3 0/5 0,0 (0,0-43,4) 0/4 (0,0) 0/4 (0,0) 0/8 (0,0)

Nota. HEB: Hematuria Enzodtica Bovina; IC 95 %: intervalo de confianza del 95 % calculado
mediante el método de Wilson.

Para la correlacion entre la frecuencia de deteccion de la banda cromatografica de
interés y la prevalencia clinica de HEB en fincas de la parroquia Plaza Gutiérrez, se utilizo el
coeficiente de correlacién de rangos de Spearman (p). Este método es recomendado cuando
los datos presentan una distribucién no normal o cuando el tamafio de muestra es reducido.
Dado que las unidades de estudio son solo tres (numero de fincas), es decir una muestra
pequena, el calculo de los valores de p se obtuvo mediante permutaciones para obtener una
estimacion fiable de la probabilidad (Ortega et al., 2009).

En la Tabla 7, se puede observar que los ejemplares inmaduros presentan una
correlacion positiva perfecta (ps=1,000), lo que se interpreta como una concordancia total, es
decir, el comportamiento de ambas variables sigue el mismo orden: las fincas con mayor
frecuencia en la deteccion de la banda cromatografica de interés fueron también las mismas
fincas que presentan animales con HEB. Este resultado coincide con lo mencionado por Rincon
Alarcon et al. (2016) sobre que los helechos jovenes suelen presentar mayores niveles de PTA
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y otros compuestos toxicos, ademas de que presentan mayor palatabilidad para el ganado
(Pacheco & Cevallos, 2020).

Por otro lado, tanto los ejemplares maduros como el conjunto total de muestras se
obtuvo una correlacion positiva elevada (ps= 0,866), lo cual sugiere que existe una relacion la
frecuencia de la deteccion de la banda de interés y la incidencia de HEB en las fincas de
estudio. Este hallazgo es consistente con lo ya antes mencionado sobre la correlacion
inequivoca entre el contenido de toxinas en el helecho y la prevalencia de HEB en areas de
pastoreo (Vetter, 2022). Sin embargo, la falta de significancia estadistica (p = 0,333y p =
0,667) indica que, utilizando un nivel de confianza del 95 %, no es posible asegurar que dichas
concordancias no hayan sido al azar debido al nimero pequefio de datos analizados (Ortega
et al., 2009).

Tabla 7

Correlacién entre la deteccion de la banda cromatogréfica de interés y la prevalencia de HEB

Categoria Ps p exacto Interpretacion
Ejemplares inmaduros 1,000 0,333 Positiva perfecta; no
significativa
Ejemplares maduros 0,866 0,667 Positiva elevada; no
significativa
Total de ejemplares 0,866 0,667 Positiva elevada; no
significativa

Nota. HEB: Hematuria Enzodtica Bovina; ps: coeficiente de correlacion de rangos de
Spearman. Los valores de p fueron calculados mediante las seis permutaciones posibles para
tres fincas. Se considerd un nivel de significancia de a = 0,05.

En la Figura 37, se puede observar de manera grafica la correlacion entre ambas
variables de estudio: frecuencia de deteccion de banda cromatogréfica de interés y prevalencia
clinica de HEB. Especificamente, la finca 3 se puede observar que se encuentra ubicada en el

punto de origen (0;0), es decir, donde la ausencia de bandas de interés coincide con la
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ausencia de casos de HEB. Sin embargo, aunque los resultados obtenidos sugieren que existe
una correlacion positiva entre las variables analizadas, se debe tener en cuenta que el
coeficiente de Spearman es meramente matematico y libre de relaciones causa-efecto, por lo
tanto, los resultados deben ser considerados estrictamente como exploratorios (Ortega et al.,
2009). A esto se suma la baja sensibilidad de la Cromatografia de Capa Fina (TLC), donde la
deteccién de bandas es subjetiva y depende de los limites de deteccién de concentracién, por
lo que no se puede asegurar la presencia 0 ausencia de un compuesto en las muestras
analizadas sin utilizar algun otro método analitico mas especializado (Poole & Poole, 2011).
Figura 37

Relacion entre la frecuencia total de deteccion de banda de interés y la prevalencia de HEB

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

100 % -

80 %

60 %

40 % 1

Finca 2
Finca 1'O

20 %4

Prevalencia clinica observada de HEB (%)

Finca 3
0 D/D- T T T T T T
0% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

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

Nota. HEB: Hematuria Enzod6tica Bovina; evaluada mediante el coeficiente exacto de
correlacion de rangos de Spearman ( ps = 0,866;p = 0,667;n = 3). Cada punto representa una

finca: verde claro (Finca 1), verde oscuro (Finca 2) y amarillo (Finca 3). Elaboracion propia.
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CapituloV
Conclusiones

La caracterizacidon macroscopica y microscoépica de los ejemplares muestreados de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en la parroquia de Plaza Gutiérrez confirmo la presencia de
rasgos morfolégicos caracteristicos de la especie y permitié diferenciar las frondas maduras de
las inmaduras. Las frondas presentaron una lamina dividida en pinnas y pinulas, con un
contorno marcadamente deltoide, ademas de un indumento compuesto por pelos simples y
ausencia de escamas. En cuanto al estado fenoldgico, las frondas inmaduras presentaron una
coloracion verde brillante, mientras que las frondas maduras una tonalidad mas oscura. En el
margen de las pinulas se identificé la formacion de un cenosoro continuo protegido por un falso
indusio originado por el repliegue del margen de la lamina. Gracias al analisis microscopico de
las estructuras reproductivas mediante tincién con azul de toluidina se reconocieron
esporangios de tipo leptosporangiado, constituidos por una capsula con un anillo mecanico,
cuya coloracion varié de color claro a oscuro segun el grado de maduracion, ademas del
estomio, la pared de la capsula y las esporas. En conjunto, estas estructuras reproductivas
presentaron caracteristicas compatibles con el género Pteridium y respaldaron la identificacion
botanica de las muestras analizadas.

No se detecté la presencia de Pterosina A en ninguna de las 24 muestras analizadas
mediante la cromatografia de capa fina, resultado que fue respaldado mediante
espectrofotometria derivativa, descartando que el resultado obtenido haya sido causado por
errores técnicos. Este hallazgo no confirma que la Pterosina A no esté presente en las
muestras, sino simplemente que no fue posible detectarla probablemente porque se encuentra
fuera del limite de deteccidn, lo cual puede estar relacionado con diferentes factores tanto de
laboratorio, como las condiciones naturales de la muestra en si. Sin embargo, el método de

extraccion realizado resulté en la obtencion de un perfil fitoquimico complejo para las muestras,
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el cual permitié detectar la presencia de una banda con un factor de retencién cercano a 0,25;
lo cual coincide con valores bibliograficos sobre la prunasina, un compuesto toxico
caracteristico del helecho macho. Aunque no se pudo confirmar la presencia de ninguna toxina
en las muestras, las evidencias sugieren que las muestras presentan una diversa composicién
quimica con una probable relevancia toxicoldgica.

Se correlaciond la frecuencia de deteccién de la banda cromatografica de interés y la
prevalencia clinica de HEB en las fincas de estudio de Plaza Gutiérrez, lo cual evidencio una
asociacion positiva, aunque no estadisticamente significativa debido al nimero reducido de
datos. En base a esto, no se puede establecer que exista una relacion de causalidad, sin
embargo, si resulta consistente con la hipétesis exploratoria de una posible relacién entre la
exposicion a compuestos del helecho Pteridium aquilinum (L.) Kuhn y el desarrollo de la HEB
en animales de la zona de estudio.

Recomendaciones

Se recomienda evaluar tiempos y temperaturas de secado, o alternativas como la
liofilizacion, con el fin de minimizar la posible degradacion de compuestos de interés durante el
procesamiento de las muestras. Asi como también, probar diferentes condiciones de protocolos
como la hidrdlisis, macerado y desengrasado con el objetivo de optimizar la conversion de
glucésidos iludanos a sus productos de degradacion detectables y evitar la formacién de
productos no deseados.

Se recomienda confirmar la identidad de la banda cromatografica compatible con
prunasina, asi como también la ausencia o presencia de la Pterosina A, mediante técnicas
analiticas mas especificas como HPLC o espectrometria de masas, que permitan la deteccién
de compuestos a bajas concentraciones y una identificacion inequivoca del compuesto.

Se recomienda ampliar el nimero de fincas y puntos de muestreo en estudios futuros,
con el fin de mejorar la precision y reducir la incertidumbre de las pruebas estadisticas para el

analisis de la correlacion entre presencia de toxinas en muestras vegetales y la incidencia de
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HEB en el ganado de la zona de estudio. Se recomienda también evaluar otras variables
respecto a las muestras vegetales, como muestreos en distintas épocas del afio, rangos
altitudinales mas amplios, diferentes partes de la planta, entre otros; con el fin de evaluar a
mayor profundidad la influencia de diferentes factores sobre la concentracion de compuestos

toxicos en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.
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Apéndices
Apéndice A
Tabla 1A

Coordenadas geogréficas y altitudes de los puntos de muestreo en la parroquia Plaza Gutiérrez

Punto de muestreo Coordenadas Altitud

PG-F1-Z21-M1 0,350217; -78,495127 1916

PG-F1-Z1-M2 0,350587; -78,495278 1919

PG-F1-Z22-M1 0,351052; -78,4955 1941

PG-F1-Z22-M2 0,351768; -78,495248 1939

PG-F2-Z21-M1 0,342928; -78,488377 2176

PG-F2-Z21-M2 0,342952; -78,488067 2197

PG-F2-Z2-M1 0,34422; -78,48835 2155

PG-F2-Z2-M3 0,343902; -78,488398 2171

PG-F3-Z21-M1 0,377483; -78,46914 1973

PG-F3-Z1-M2 0,377387; -78,468875 1976

PG-F3-Z2-M1 0,378598; -78,464597 2005

PG-F3-Z2-M2 0,379195; -78,464152 2009

Nota. Elaboracién propia a partir de los datos obtenidos de la aplicacion Wikiloc.
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Tabla 2A

Resultados del procesamiento de muestras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
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Peso Peso
Peso Pérdida Humedad Rendimiento
Cédigo Muestra fresco seco
molido (g) agua (g) (%) molido (%)
(9) (9)
PG-F1-
M1 33,05 14,50 7,0620 18,55 56,13 48,70
Z1-M1
PG-F1-
2111 11 21,95 9,87 3,3939 12,08 55,03 34,39
PG-F1-
M2 34,54 14,95 7,6812 19,59 56,72 51,38
Z1-M2
PG-F1-
12 25,07 10,80 4,3003 14,27 56,92 39,82
Z1-12
PG-F1-
M3 40,60 15,79 8,1372 24,81 61,11 51,53
Z2-M1
PG-F1-
13 22,38 9,90 3,5100 12,48 55,76 35,45
Z2-11
PG-F1-
M4 23,14 11,04 4,5598 12,10 52,29 41,30
Z2-M2
PG-F1-
14 35,97 13,66 5,7076 22,31 62,02 41,78
Z2-12
PG-F2-
M5 32,90 14,30 6,7690 18,60 56,53 47,34
Z1-M1
PG-F2-
2111 15 34,17 12,00 5,3998 22,17 64,88 44,99
PG-F2-
M6 38,43 16,55 8,9351 21,88 56,93 53,99

Z1-M2
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Peso Peso
Peso Pérdida Humedad Rendimiento
Cédigo Muestra fresco seco
molido (g) agua (g) (%) molido (%)
(9) (9)
PG-F2-
16 38,40 13,65 6,4663 2475 64,45 47,37
Z1-12
PG-F2-
M7 40,50 17,39 7,4513 23,11 57,06 42,85
Z2-M1
PG-F2-
g 20,18 9,92 4,0030 10,26 50,84 40,35
Z2-11
PG-F2-
M8 39,74 16,13 8,5493 23,61 59,41 53,00
Z2-M2
PG-F2-
18 32,85 12,02 4,8241 20,83 63,41 40,13
Z2-12
PG-F3-
M9 40,36 15,35 8,2608 25,01 61,97 53,82
Z1-M1
PG-F3-
2111 19 40,80 9,84 3,4525 30,96 75,88 35,09
PG-F3-
M10 4195 15,58 8,2211 26,37 62,86 52,77
Z1-M2
PG-F3-
10 31,84 9,51 3,0703 22,33 70,13 32,28
Z1-12
PG-F3-
M11 38,88 19,56 9,0775 19,32 49,69 46,41
Z2-M1
PG-F3-
(11 40,37 13,78 6,6391 26,59 65,87 48,18
Z2-11
PG-F3-
M12 4412 16,02 9,1758 28,10 63,69 57,28

Z2-M2
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Peso Peso

Peso Pérdida Humedad Rendimiento
Cédigo Muestra fresco seco
molido (g) agua (g) (%) molido (%)
(9)
PG-F3-
79,12 12 40,00 12,96 5,3626 27,04 67,60 41,38

Nota. Los valores de humedad y rendimiento de molienda se determinaron a partir de los

calculos de los pesos que se registraron durante el procesamiento de muestras.
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