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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un nimero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio



7.

12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayuscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.

. Cuerpo del texto: Fuente tamafio 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.

. Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.

. Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.

. Titulo de irpégenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su

descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300

dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA' Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:

a) on letter-size pages, Times New Roman font type, 12-point font size, double-spaced and 2 cm
margin

5. The figures, images, graphics in the article must be attached as follows:

a) in jpg format
b) with a minimum resolution of 300 dpi and a minimum size of 140 mm wide
¢) all characters must be legible and contrasted

6. All articles must include:

a) a title in both Spanish and English that clearly express the problem referred to. The format
for this section is: bold, font size 14 and centered.;

b) the name of the author or authors, with their initials, no titles and no academic degrees. The
format for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but
without spaces in-between and a superscript number indicating the affiliation;

c¢) complete affiliations of all authors (including laboratory or research institution). The format
for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but without
spaces in-between and a superscript number at the beginning of the affiliation;

d) correspondence author should be in the next paragraph, font size 12 and aligned to the left.
7. All work should be composed of the following chapters:

a) RESUMEN and ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. The format for this section is:
bold, font size 12 and centered. Both words (RESUMEN: and ABSTRACT:)must include a
colon, be in bold and aligned to the left. The body of the abstract must be justified and in font
size 12. Both palabras clave: and keywords:must include a colon, be in bold and aligned to the
left. Keywords must be separated by a comma or semicolon, must be justified and in font size 12.

b) INTRODUCTION y METHODS. In the case of techniques or methods that are already
known, they were mentioned only by appointment of the original publication in which they were
released.

c) RESULTS. Accompanied with presentation of the required number of graphs, tables, figures
or diagrams very close to the size which will be printed (19 x 14 cm).

d) DISCUSSION. A concise discussion of the results obtained, limited to what is original and
other related directly and considered new data.

¢) CONCLUSIONS. The format for sections Introduction, Results, Discussion and Conclusionsis:
bold, font size 16 and centered.



FORMAT SPECIFICATIONS FOR THE BODY OF WORK

1. Sections: Font size 16, centered, bold, with the first letter capitalized.

2. Subsections / Secondary Subtitles: Font size 14, centered, bold, with the first letter capitalized.
When there are second grade subsections format in size 13 bold and centered.

3. Body: Font size 12, justified. There should NOT be line breaks between paragraphs.

4. Footnotes should be at the bottom of each page, font size 12 and justified.

5. Textual quotation with more than three lines: Source size 12, left margin of 4 cm.

6. Image Title: Font size 12, centered and bold, separated by two points from its description. Des-
cription of the images: size 12.

7. Images Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the image, the first letter must be in
capital letters.

8. Images: must be in the body of the text, inserted in png or jpg format, at least 300 dpi resolution
and centered. Images should be in line with the text. Graphs, charts, photographs, diagrams and, in
some cases, tables and equations are considered images.

9. Text Tables: Only The title of the columns of the tables must be in bold. Scientific names must
be in italics. It is recommended to use the Tables as images, they should be centered (at least 300
dpi resolution).

10. Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the table, the first letter must be in upper
case.

11. Equations can be in Mathtype 1 or in image. In the latter case, follow the instructions in point 8.
12. Quotations of the author and year type must be in parentheses, with the author’s last name fo-
llowed by the year (Souza, 2007), first letter in capital letters.

8. LITERATURE CITED. All references must be cited using the APA stile. POLIBOTANICA requires
the use of Mendeley® (free reference manager) for the entire bibliography.

STRUCTURE AND FORMAT OF ACKNOWLEDGMENTS AND BIBLIOGRAPHICAL
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RESUMEN: La diafanizacién de plantas es una técnica que permite distinguir los
diversos tipos de arquitectura vegetal. Sin embargo, ha sido subestimada debido a las
complicaciones que presentan técnicas previas, como la técnica 5-5-5 (Arambarri, 2018),
como lo es el uso del hidrato cloral el cual es un componente que conduce a la sedacion,
deprimiendo el sistema nervioso central.

Los objetivos de este trabajo fueron: Estandarizar la técnica de diafanizacion 5,5,5 en las
especies de Adiantum pedantum L. (Pteridaceae) y Nephrolepis exaltata (L.) Schott
(Nephrolepidaceae) y Pyracantha koidzumii Hayata Rehder (Rosaceae) evitando el uso
de hidrato cloral; asi como comparar la eficacia de diferentes colorantes.

Como pruebas preliminares, se analizaron flores, hojas y tallos de siete especies
diferentes, y finalmente se seleccionaron hojas de dos especies de helechos Adiantum
pedantum L. y Nephrolepis exaltata (L.) Schott, asi como tallos y hojas de Pyracantha
koidzumii Hayata Rehder (Rosaceae). Se tomé como referencia la técnica de
clarificacion 5-5-5 (Arambarri, 2018), reduciendo el tiempo de exposicion de la solucién
clarificante para optimizar la absorcion de los colorantes.

Se seleccionaron siete colorantes y dos combinaciones. Mediante el uso de azul de
toluidina (AT), TS, ST, azul de metileno (AM) y violeta cristal (GV), se observo tejido
vascular, esporangios en las pinnas del helecho y estomas.

Se identifico que el tiempo de diafanizacion varia segun el tejido; se diferenciaron
diversas estructuras mediante el uso de los 7 colorantes, consiguiendo una reduccion del
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77% del tiempo de realizacion y una disminucion del 20% del costo, ademas al evitar el uso de
hidrato cloral se reduce el costo, haciendo mas accesible la técnica para la elaboracion de material
didactico.

Palabras clave: Diafanizacion, histologia, colorantes, tejidos vegetales, clarificacion.

ABSTRACT: Plant diaphanization is a technique that allows to distinguish the various types of
plant architecture; however, it has been underutilized due to complications associated with
previous

techniques, such as the 5-5-5 method proposed by Arambarri (2018); such as the use of chloral
hydrate, which is a component that leads to sedation, depressing the central nervous system.
The aims of this work were: Standardize the diaphanization technique 5,5,5, in the species
Adiantum pedantum L. (Pteridaceae), Nephrolepis exaltata (L.) Schott (Nephrolepidaceae) and
Pyracantha koidzumii Hayata Rehder (Rosaceae) avoiding the use of chloral hydrate; and
compare the effectiveness of different dyes.

As preliminary tests, flowers, leaves, stems of 7 different species were analyzed, and finally the
leaves of ferns of the species Nephrolepis exaltata (L.) Schott and Adiantum pedantum L. as well
as stems, leaves of Pyracantha koidzumii Hayata Rehder were selected. The 5-5-5 clarification
technique (Arambarri, 2018) was taken as a reference, reducing the exposure time of the
clarifying solution material to optimize the absorption of dyes.

Seven dyes and two combinations were selected. By using toluidine blue (AT), TS, ST, methylene
blue (AM) and crystal violet (GV), the vascular tissue, sporangia could be observed in the pinnae
of the fern and stomata.

It was identified that the diaphanization time varies depending on the tissue, several structures
were differentiated from the use of the 7 dyes; achieving a 77% reduction in completion time and
a 20% reduction in cost, furthermore, by avoiding the use of chloral hydrate, the cost is reduced,
making the technique more accessible for the production of didactic materials.

Key words: Diaphanization, histology, dyes, plant tissue, clarify.

INTRODUCCION

Identificar las caracteristicas anatomicas de las plantas resulta una herramienta basica para la
investigacion y la ensefianza en diferentes disciplinas de la botanica. Cada uno de los 6rganos de
la planta (raiz, tallo, hoja y flor) esta formado por diferentes tejidos, que derivan todos, por medio
de la proliferacion y la diferenciacion celular (Apostolo, 2021). Los tejidos pueden estar
conformados por un solo tipo de células formando un tejido simple o por varios tipos celulares
formando tejidos complejos (Valencia, 2014). De acuerdo con la clasificacién propuesta por el
botanico alemén Sachs, en el siglo XIX, los tejidos maduros se pueden agrupar en tres sistemas
de acuerdo con su funcion y continuidad en el cuerpo vegetal: sistema fundamental, sistema de
proteccion y sistema vascular, también se pueden usar otras clasificaciones basdndose en el
origen, la funcion o diferenciaciéon morfoldgica (Megias et al., 2020). Por ejemplo, los tejidos
meristematicos que pueden considerarse tejidos embrionarios que persisten en la planta durante
toda su vida y son responsables del crecimiento permanente de la planta. Los tejidos
meristematicos primarios dan origen a otros tejidos y estan relacionados con el crecimiento de
las plantas, posibilitan el crecimiento en longitud y los meristemos secundarios permiten el
crecimiento en espesor de las plantas dicotiledoneas lefiosas y gimnospermas (Chuncho, 2019).
Posteriormente aparecen los tejidos diferenciados o adultos, cuyas células han alcanzado diversos
grados de maduracion. Se incluyen aqui a la epidermis, tejidos mecanicos o de sostén, tejidos
conductores, y el parénquima (Lavalle y Mengascini, 1998).

Para la determinacion de caracteres anatdmicos el estudio de los tejidos vegetales tiene un valor
significativo en diferentes areas por ejemplo, la industria alimentaria, la medicina , la
paleontologia, la industria del papel y la académica; esto comprueba que los analisis anatdémicos
son necesarios para realizar estudios interdisciplinarios para lo cual se han utilizado diversas
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técnicas de estudio como: inclusiones en parafina, disociados, asi como, técnicas de tincion y
diafanizacion (Apostolo, 2021).

La diafanizacion es la obtencion de material transparente (clarificacion) a partir de una técnica
que aclara el tejido blando para equilibrar el indice de refraccion de la luz en un organismo
preservandolo, ademas de despigmentar las estructuras, dependiendo de su composiciéon y
funcion (Sandoval et al, 2017). Esta técnica es comunmente empleada en estudios de
morfofisiologia vegetal para resaltar principalmente la vascularizacion de las hojas y formar una
imagen tridimensional del tejido.

Es importante recalcar que, la técnica de diafanizacién en las plantas facilita la observacion de
tejido vascular, células epidérmicas, y utilizando la safranina como colorante, permite observar
la pared celular. Este pigmento es el mas utilizado en la tincidon vegetal ya que presenta afinidad
por las paredes secundarias lignificadas, mientras que para tefiir paredes no lignificadas (paredes
celulares primarias) es comun usar el cristal violeta o verde rapido.

A su vez, las plantas presentan pigmentos naturales como la clorofila, antocianinas y carotenos,
los cuales facilitan la observacion directa con el microscopio optico, las paredes celulares también
favorecen en la delimitacion celular y la identificacion de algunos tejidos con ciertas
caracteristicas morfologicas. De acuerdo con (Armifiana R. J. y Breijo G. F., 2006), en las
técnicas de histologia vegetal se pueden emplear tinciones, en las cuales la coloracion se produce
simplemente por inmersion en el colorante, como la tinciéon con Safranina, o se pueden utilizar
colorantes metacromaticos, como el Violeta de Cresilo el cual tifie de manera diferencial distintas
estructuras, por ejemplo, tifie color rojo violaceo paredes primarias no lignificadas y de color
verde azulado las paredes secundarias lignificadas. Ademas, se puede recurrir a las
combinaciones de colorantes, de forma sucesiva o simultinea, no obstante, en ocasiones las
laminillas no alcanzan la calidad o nitidez necesaria por lo que se tendrian que combinar con
alguna otra técnica como la diafanizacion.

En el caso de la técnica de clarificacion 5-5-5 (Arambarri, 2018), los reactivos utilizados son
Hidréxido de sodio (NaOH) al 5%, Hipoclorito de sodio (NaClO) al 5 % y 50% e Hidrato de
cloral (C,H3Cl303) al 5%, en el caso de este ultimo reactivo debido a su condicion de sustancia
regulada por ser un compuesto con propiedades sedantes, hipnoticas y anticonvulsivas es dificil
de obtener y con costo aproximado de $950.00 MXN por lo que, se optd por hacer una
modificacion a la técnica original de diafanizacion, reduciendo el costo y evitando el uso de
hidrato cloral cuya manipulacion de este reactivo puede representar un factor de riesgo para los
estudiantes, en caso de que ellos preparen las muestras.

Lo anteriormente mencionado deja en evidencia la relevancia que tendria el estandarizar la
técnica de diafanizacion en los tejidos vegetales por lo que, este estudio tuvo como objetivo
estandarizar la técnica de diafanizacion 5,5,5 en las especies de Adiantum pedantum L.
(Pteridaceae) y Nephrolepis exaltata (L.) Schott (Nephrolepidaceae) y Pyracantha koidzumii
Hayata Rehder (Rosaceae) (https://tropicos.org/home).

MATERIALES Y METODOS

Materiales biologicos empleados

Se obtuvieron muestras de material fresco recolectado en el Jardin Botanico de Iztacala (JABIZ)
de la FES Iztacala en el mes de marzo de 2024, considerando un total de 10 muestras por género.
Aunque inicialmente se analizaron flores, hojas, tallos y frutos de siete géneros, los datos sobre
las especies completas no fueron detallados en los analisis comparativos previos. En este estudio,
las especies que fueron evaluadas a profundidad fueron (Adiantum pedantum L. (Pteridaceae) y
Nephrolepis exaltata (L.) Schott (Nephrolepidaceae) y una Spermatophyta Pyracantha koidzumii
Hayata Rehder (Rosaceae).

Después del proceso de diafanizacion, las preparaciones se observaron en un Microscopio dptico
compuesto binocular “Motic” en el Laboratorio de Microscopia de la FES- Iztacala.
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Tabla 1. Comparacion de la técnica de clarificacion 5-5-5 (Arambarri, 2018) y las modificaciones realizadas.
Table 1. Comparison and modification of the 5-5-5 clarification technique (Arambarri, 2018).

Técnica de clarificacion 5-5-5

Modificacion

Tratamiento Material en fresco se fija 15 dias en etanol al 50% o en | El material fresco no se fijo en etanol,

previo FAA se sometio de inmediato al tratamiento
clarificante.

Aclaramiento | Material en solucion 1:1 de NaOH al 5% y NaClO al | Material en solucion 1:1 de NaOH al

5%, conservandolo a temperatura ambiente.

5% y NaClO al 5%. Tiempo de

El tiempo de decoloracion, de acuerdo al material es | decoloracion de 2-7 dias.
altamente variable desde horas a 15 dias, siendo el
promedio 4 a 5 dias.

Retirar y lavar en cajas petri con agua corriente o agua | -Retirar y lavar con agua corriente 30
destilada. segundos.

Colocar material en solucion hipoclorito de sodio al | -Colocar las muestras en etanol [80%]
50% unos segundos o minutos. durante 5 dias.

Retirar y lavar con agua destilada 3-5 veces.

Una vez lavado el material se coloca en solucion de
hidrato cloral al 5% minimo 24 horas.

En caso de obtener una total decoloracion en la mezcla
inicial de NaOH (5%) + NaClO (5%), se saltara el paso
de la decoloracion con hipoclorito de sodio (50%) y
continuard con el lavado y sumersiéon en hidrato de
cloral (CoH3Cl130,) al 5%, para su clarificacion.

El material puede permanecer varios dias (nunca menos
de un dia).

Tiempo total

25- 30 dias dependiendo de la especie 7 dias

Se tom6 como referencia la técnica de clarificacion 5-5-5 (Arambarri, 2018) misma que consiste
en la diafanizacion de tejido vegetal usando [NaClO 5%], [NaOH 5%] y (C2H3Cl150;) al 5%, con
un promedio de decoloracion de 5 dias en dicha solucion.

La estandarizacion consistid en someter de inmediato el material vegetal a las soluciones
clarificantes sin utilizar el hipoclorito de sodio al 50% y el hidrato cloral.

Tincién y montaje

En la técnica de clarificacion 5,5,5, se utiliza Safranina al 1%, Safranina a saturacion en alcohol
80% y Fucsina basica 0,5%. Para este estudio se optd por utilizar como colorante control la
solucion de safranina (S) y se probd con otros colorantes acuosos que suelen ser utilizados en
diferentes técnicas histologicas como, azul de toluidina (AT), azul de metileno (AM), gelatina
cristal-violeta (GV) o solo violeta de genciana (V), también se hicieron las combinaciones de azul
de toluidina y violeta de genciana (TV) y Azul de Toluidina-gelatina safranina (ST). Como
pruebas adicionales se utilizo la Fucsina basica (F) y la tinta china (TC).
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Para el montaje de las muestras se utilizo gelatina-glicerina y se le agregaron los colorantes
safranina y cristal violeta, las gelatinas se colocaron en bafio Maria durante 10 minutos hasta que
estuvieran en estado liquido, posteriormente se tomo cada una de las muestras y se colocd sobre
el portaobjetos nuevo y limpio, adicionando una gota de la gelatina y finalmente se coloco el

cubreobjetos limpio y seco en angulo de 45° y se dejo caer suavemente.

Tabla 2. Procedimiento de tincion y montaje de las hojas diafanizadas.
Table 2. Staining and assembly procedure of the diaphanized leaves.

Colorantes Técnica de clarificacion 5,5,5 Modificacion

-Safranina al 1% Parala coloracion con safraninase | La mitad de las muestras se
-Azul de Toluidina puede seguir la técnica indicada | sometieron directamente a los
-Azul de Metileno por Dizeo de Strittmatter (1973), | colorantes, y la otra mitad se

-Cristal violeta 0.5%

-Fucsina basica 0,5%

-Tinta china

-Gelatina cristal-violeta

-Azul de Toluidina-violeta de

el material se somete a etanol al
70% por 10 minutos,
posteriormente se sumerge el
material en solucion saturada de
safranina en etanol al 80%.

coloco en etanol por 5 dias y
posteriormente se enjuagaron en
agua corriente  durante 30
segundos después de realizar el
proceso de tincion.

genciana
-Azul  de
safranina

Montaje en directo en gelatina-

Toluidina-gelatina | safranina y gelatina-fucsina

RESULTADOS

Con el método anteriormente descrito se logr6 una buena diafanizacion en las hojas de Adiantum
pedantum, Nephrolepis exaltata y Pyracantha koidzumii. En el proceso de diafanizacion las
muestras fueron colocadas en una solucioén de [NaClO 5%] e [NaOH 5%] por 5 dias tal como se
menciona en la técnica original omitiendo el paso de colocar el material en hidrato de cloral al
5%. Considerando los tiempos propuestos por Arambarri en el 2018 la técnica de diafanizacion
podria completarse en un tiempo de 25 a 30 dias dependiendo la especie. Sin embargo, como se
observa en la Tabla 1, con las modificaciones sugeridas la diafanizacion podria efectuarse en un
tiempo promedio de 7 dias logrando una reduccion al menos del 77% del tiempo y al evitar el
uso de hidrato cloral se puede reducir entre 15- 20% del costo.

Dentro de las pruebas se observo que las hojas de Adiantum pedantum, Nephrolepis exaltata y
Pyracantha koidzumii, mostraron resultados favorables ya que se observo un mejor contraste
pudiendo identificar facilmente el tejido vascular, en el caso de Nephrolepis exaltata se
observaron los esporangios, soros y las células epidérmicas. El proceso de clarificacion fue de
dos a 7 dias, diafanizando rapidamente las hojas de las tres especies.

Inicialmente las pinnas de Nephrolepis exaltata estuvieron 5 dias en solucion de [NaClO 5%] e
[NaOH 5%], sin embargo, la manipulacion no fue sencilla, por lo que fue necesario reducir el
tiempo de exposicion en un rango de 24 a 48 horas.

Como se menciond anteriormente para poder realizar las tinciones, se enjuagé el material con
agua corriente por 30 segundos, la mitad de las muestras se sometieron directamente a los
colorantes, y la otra mitad fue colocada en etanol por 5 dias y un enjuague de 30 segundos para
después realizar el proceso de tincion.

Como primeros resultados se not6 que la fucsina no se impregno en las muestras, la fucsina basica
se utiliza como colorante de contraste y corresponde al reactivo denominado Violeta Acido
(C20N3H1709S3Nay), la funcion especifica de contraste se explica por la presencia tanto de los
anillos como del grupo NH> es un colorante bésico que se utiliza en histologia vegetal para
resaltar ciertas estructuras y componentes con cargas negativas,

Por otro lado, el AM, asi como el AT resultaron efectivos con tiempos de 10, 20 y 30 minutos,
las mejores tinciones fueron las que se sumergieron en los colorantes 30 minutos después de estar
en etanol [80%] por 5 dias. La S y la tinta china sobresaturd el tejido de todas las muestras dejando

84



POLIBETANICA

Nuam. 60: 79-89 Julio 2025 ISSN electronico: 2395-9525

residuos en la preparacion al momento del montaje e impidiendo la observacion de estructuras
vegetales nitidas, por lo que se descartaron. El uso de gelatina-glicerina, cristal violeta y safranina
(GV, GS), ya sea solas o en las combinaciones de azul de toluidina-violeta de genciana y azul de
toluidina - gelatina-glicerina- safranina (TV o TS) tuvieron resultados favorables, ya que, se
lograron observar diferentes estructuras celulares.

De todas las preparaciones que se realizaron en ensayos previos no se lograron buenos resultados
con flores y tallos. Sin embargo, los resultados fueron satisfactorios para las hojas de Adiantum
pedantum, Nephrolepis exaltata y Pyracantha koidzumii teiiidas con AT, AM, GS, GV, TV y TS,
descartando los colorantes que no se impregnaron o dejaron residuos en las muestras, ya que
impedian la identificacion de estructuras vegetales.

Al usar el AT, TS, AM y GV en las pinnas del helecho se pudo observar el tejido vascular y los
soros, tal como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Pinna de Nephrolepis exaltata (L.), se aprecia la pinna con esporangios a diferentes aumentos 4x (A, C, E,
G) y (10x (B, D, F, H), resaltando la venacion y los soros. A) Soros AT (30 min), B) Soros AT (30 min), C) Soros ST
(30 min), D) Soros ST (30 min), E) Soros AM (30 min), F) Soros, AM (30 min), G) Pinna, GV (0 min), H) Soro GV
(30 min).

Figure 1. Pinna de Nephrolepis exaltata (L.), the pinna with sporangia can be seen at different magnifications 4x (A,
C, E, G) and (10x (B, D, F, H)., highlighting the venation and sori. A) Soros AT (30 min), B) Soros AT (30 min), C)
Soros ST (30 min), D) Soros ST (30 min), E) Soros AM (30 min), F) Soros, AM (30 min), G) Pinna, GV (0 min), H)
Soro GV (30 min).

En las preparaciones de AT, GV y TV se potencia el contraste de estructuras pues permite
diferenciar el tejido vascular y los soros con mas claridad. Sin embargo, al usar TS se pierde la
claridad en la diferenciacion de las estructuras.

(o)
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Figura 2. Pinna de Adiantum pedantum L. se aprecia la pinna con esporangios marginales en diferentes aumentos 4x
(A, C,E, G) y (10x (B, D, F, H). A) Soros AT (30 min), B) Esporangio, AT (30 min), C) Soros ST (30 min) D)
Esporangio ST (30 min) E) Soros AM (30min), F) Esporangio AM (30min), G) Pinna GV, H) Esporangio, GV.
Figure 2. Pinna de Adiantum pedantum L. The pinna with marginal sporangia can be seen at different magnifications
4x (A, C, E, G) and (10x (B, D, F, H). A) Soros AT (30 min), B) Sporangium AT (30 min), C) Soros ST (30 min) D)
Sporangium ST (30 min) E) Soros AM (30min), F) Sporangium AM (30min), G) Pinna GV, H) Sporangium GV.

Cuando se utiliza inicamente GV se tifien con mayor intensidad las paredes celulares, pero se
pierden detalles de la pinna del helecho, en el caso de ST se tifien bien las paredes celulares, sin
embargo, el color rojo se impregna de tal forma que impide ver con claridad la diafanizacion del
tejido tanto en los helechos como en Pyracantha koidzumii.

En la figura 3 la tincion con AM en Pyracantha koidzumii presenta una coloracion mas clara en
comparacion con AT y TV, el AM tifié con claridad las venaciones de la hoja, sin embargo, 30
minutos no fue suficiente para que se impregnara el colorante por lo que no se observaron con
nitidez las paredes celulares.

(o]
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Figura 3. Hoja de Pyracantha koidzumii Hayata Rehder se aprecia las venas y el tejido epidérmico en diferentes
aumentos 4x (A, C, E, G) y (10x (B, D, F, H). A) AT (30min) B) Hoja AT (30min)10 C) Hoja TV (30min) D) Hoja
TV (30min) E) Hoja AM (30min) F) Hoja AM (30min).

Figure 3. Leaf of Pyracantha koidzumii Hayata Rehder the veins and epidermal tissue can be seen at different
magnifications 4x (A, C, E, G) and (10x (B, D, F, H). A) AT (30min) B) Hoja AT (30min)10 C) Hoja TV (30min) D)
Hoja TV (30min) E) Hoja AM (30min) F) Hoja AM (30min).

DISCUSION

El método de Arambarri (2018) describe cuatro etapas, que son el tratamiento previo, la
clarificacion, la tincion y el montaje. El método propuesto en este articulo consta de cinco
procesos en dos etapas omitiendo la fijacion en alcohol y comenzando el proceso de aclaracion
vegetal en las soluciones clarificantes NaOH al 5% y NaClO al 5% (1:1), se excluyeron las fases
de introducir el material en hipoclorito de sodio al 50%, retirar y lavar de 3 a 5 veces, y colocar
el material en solucion de hidrato cloral al 5%.

Arambarri indica que el tratamiento previo es importante, considerando que el trabajo con
material fresco generalmente es mas dificil que hacerlo con material herborizado, sin embargo,
depende del 6rgano y su composicion quimica. En la técnica original se menciona que debe de
permanecer el material fresco por lo menos 15 dias en etanol [50%] antes de comenzar la
clarificacion. En la modificacion que se realizd, los materiales fueron colocados de inmediato en
la solucion clarificante con un tiempo menor a los 5 dias indicados por Arambarri para
posteriormente ser fijados en etanol [80%] por 5 dias.

En la técnica 5-5-5 Arambarri (2018) utiliza safranina liquida al 1% con agua destilada y etanol
al 80%, este método se aplico en las muestras, pero en cuanto se sumergieron en la safranina el
tejido se sobresaturd, por lo que se optd por utilizar gelatina-safranina para montar y tefiir, sin
embargo, se perdio la transparencia y nitidez de las estructuras vegetales.

Se uso fucsina basica como una alternativa mas en las tinciones, pero al someter las muestras en
esta solucion no se tifio la muestra, contrario a lo realizado por Arambarri, quién utilizé gelatina
con fucsina basica, el cual es un colorante catidnico, esta caracteristica le confiere afinidad por
las estructuras celulares y los componentes acidos de los tejidos. Por lo tanto, se utiliza
ampliamente en técnicas de tincion para resaltar y visualizar estructuras como los nucleos
celulares, considerando que permite una tincion selectiva de ciertos componentes celulares, las
muestras vertidas en este colorante no se pigmentaron por lo que también fue descartado.
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Se observo que las pinnas de helechos pueden ser un modelo adecuado para la diafanizacion por
su resistencia a la solucion clarificante, un facil manejo a la tincion y montaje, ademas al tefiirlas
con AM y AT, solos o con una doble tincion genera un contraste de color lo que permite ver con
claridad el tejido vascular, estomas y soros. Estas observaciones concuerdan con las de Tejero, et
al., 2010, quién por medio de la diafanizacion de las hojas pudo identificar patrones de venacion
en Polypodium plesiosorum sensu Moran (Polypodiaceae) junto con la posicion de los soros
usando hidréxido de sodio al 2% en lugar de 1%, con la modificacion propuestas en este trabajo
la estructura de los esporangios y esporas se observan mas nitidamente, lo que implica una buena
alternativa para la identificacion taxonémica de dichas estructuras.

Los métodos de aclaracion en en las hojas son utilizados principalmente para observar la
arquitectura foliar y caracteres especificos que ayudan a diferenciar los taxones, tal como lo
reportan Rodriguez y Romero en 2007 en donde observaron los patrones de venacion, areolas y
estomas en hojas de diez especies de encinos, en esta investigacion seleccionaron hojas que
sometieron a un proceso de aclaramiento, para lo cual se sumergieron en una solucion de
hidréxido de sodio (NaOH) a 5% y se dejaron hervir durante 10 minutos, después se lavaron en
agua corriente y se colocaron en una solucion caliente de hipoclorito de sodio (NaClO) a 30%
hasta que quedaron blancas, enseguida se lavaron con agua corriente. Para realizar la tincion, las
hojas aclaradas se colocaron en safranina alcoholica a 1% durante 45 minutos. Después se
hicieron cambios graduales de alcohol, a 60%, 70%, 80% y 96%, de 15 minutos cada uno;
posteriormente se colocaron en xilol hasta lograr su aclaramiento.

Por otro lado, Hernandez y colaboradores en 2021, estudiaron las hojas de diez especies de
Gouania (Rhamnaceae) para México con el proposito de identificar aspectos morfologicos y
anatomicos foliares que pudieran permitir la diferenciacion de los taxones. Las hojas completas
de cada una de las especies fueron diafanizadas por separado mediante la técnica de Aguirre-
Claveran y Arreguin-Sanchez (1988, p. 11). Las laminas aclaradas permanecieron en cajas de
Petri con agua y se tomaron fotografias de este material. Posteriormente una parte de las hojas,
fueron tefiidas con dos gotas de azul de metileno comercial fish care por un minuto y después se
pasaron a otra caja con agua. A la otra parte de las laminas foliares se les afadi6é dos gotas de
safranina por dos minutos y se colocaron en cajas de Petri con agua, como medio de montaje se
utilizé una solucion de miel de maiz con agua 1:1 y trazas de fenol, para posteriormente tomar
fotografias de este material.

Cabe mencionar que en los métodos de montaje se deben de considerar el objetivo del estudio, el
origen y caracteristicas de la muestra, por ejemplo, se pueden obtener preparados frescos en
donde el medio de montaje es agua o glicerina-agua y los preparados se descartan posterior a su
visualizacion, en los preparados semipermanentes, como medio de montaje se utiliza glicerina-
agua o gelatina-glicerina. Los bordes del cubreobjeto se sellan sobre el portaobjeto con esmalte
o un adhesivo, para reducir la deshidratacion y el ingreso de contaminantes. Este tipo de
preparados duran varios meses o afios, dependiendo del cuidado durante la manipulacion de la
muestra, montaje y sellado y finalmente los preparados permanentes, generalmente la secuencia
se organiza como conservacion, fijacion, deshidratacion, inclusion, cortado, pegado, coloracion,
montaje y observacion. El resultado es un preparado que puede utilizarse por décadas (Suarez et.
al.,2022).

Es importante destacar que en la FES Iztacala contamos con materiales limitados para la
preparacion de muestras sobre todo para la ensefianza, por lo cual se utilizaron los materiales con
los que se disponia en el laboratorio.

CONCLUSIONES

Se redujeron costos ya que se utilizo para el lavado agua corriente en lugar de agua destilada y se
omiti6 el uso de hipoclorito de sodio al 50% e hidrato cloral.

Las mejores tinciones fueron las que se sumergieron en los colorantes 30 minutos después de
estar en etanol [80%] por 5 dias.
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En hojas diafanizadas de Adiantum pedantum L., Nephrolepis exaltata (L.) Schott
(Nephrolepidaceae) y Pyracantha koidzumii Hayata Rehder, se compararon siete tinciones con
colorantes simples y dos combinaciones, considerando que los de mayor efectividad fueron cristal
violeta, azul de toluidina, azul de metileno, gelatina cristal violeta, azul de toluidina, y la
combinacion de azul de toluidina-violeta de genciana.

Finalmente es importante destacar que los estudios anatdmicos e histologicos del tejido vegetal
se relacionan con diferentes intereses cientificos, tecnolégicos y educativos, por ello la técnica
propuesta puede ser 1til y de bajo costo para generar colecciones para la docencia e investigacion.
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