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RESUMEN

Hypericum brasiliense es una hierba medicinal que contiene compuestos quimicos, que pueden ser utilizados en
la medicina como analgésico, antinflamatorio y antidepresivo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar
cémo influyen el tipo de sustrato y la adicién o ausencia de acido naftalenacético (ANA) en el enraizamiento de
estacas de tallos. Para realizar el estudio se obtuvieron estacas de diez cm de longitud de plantas de H. brasiliense
que fueron mantenidas en invernaculo durante un afio. El 50% de éstas fueron sometidas a tratamientos
hormonales con ANA en una concentracion de 100 mg kg1, durante 30 minutos y las restantes no recibieron ese
tratamiento. Posteriormente las estacas fueron colocadas en recipientes de 50 cm3 con los sustratos arena,
corteza de pino o perlita y diferentes combinaciones de estos. La arena sola o combinada con perlita fueron los
mejores sustratos para inducir rizogénesis adventicia y promover el crecimiento de brotes y la corteza de pino
el menos eficiente. Las estacas de H. brasiliensis posee una alta capacidad de desarrollo de raices sin la adiciéon
de ANA, pero el desarrollo de raices es afectado por el tipo de sustrato.
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ABSTRACT

Hypericum brasiliense is a medicinal herb that contains chemical compounds, which can be used in medicine as
an analgesic, anti-inflammatory and antidepressant. The aim of the present work was to evaluate the influence
of substrate type and the addition or absence of naphthaleneacetic acid (NAA) on the rooting of stem cuttings.
To carry out the study, 10 cm cuttings were obtained from H. brasiliense plants that were maintained in
greenhouses for one year. Fifty percent of these were subjected to hormonal treatments with NAA at a
concentration of 100 mg kg-1 for 30 minutes and the rest did not receive this treatment. Subsequently, the
cuttings were placed in 50 cm3 containers with the substrates sand, pine bark or perlite and different
combinations of these. Sand alone or combined with perlite were the best substrates for inducing adventitious
rhizogenesis and promoting shoot growth, and pine bark the least efficient. H. brasiliensis cuttings have a high
root development capacity without the addition of NAA, but root development is affected by the type of
substrate.
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INTRODUCCION

La familia Hypericaceae es reconocida por contar
con plantas que poseen un alto valor medicinal
(Moraes et al,, 2009), estd compuesta por hierbas,
arbustos o arboles pequefios (Stevens, 2007).
Dentro de esta familia se encuentra el género
Hypericum, que estd conformado por unas 488
especies que crecen en regiones templadas y
subtropicales de todos los continentes (Slusarski et
al,, 2006; Robson, 2012). Algunas de ellas poseen
sustancias que tienen un efecto clinico, razén por la
cual son empleadas en la medicina popular para
aliviar distintas afecciones (Marrelli et al., 2016;
Milevskaya et al., 2019).

Hypericum brasiliense Choisy es una de las especies
en las que se han identificado compuestos quimicos
con accién antinflamatoria, analgésica 'y
antidepresiva al igual que en H. perforatum
(Mendes et al.,, 2002; Abreu et al.,, 2004; Perazzo et
al,, 2008; Franca et al, 2013; Vuko et al,, 2021),
pero también se demostr6 que H. brasiliense tiene
actividad bactericida sobre una cepa clinica de
Staphylococcus aureus (Pereira et al,, 2021). Es una
hierba que se desarrolla naturalmente en el sur de
Brasil y noreste de Argentina (Slusarski etal., 2006;
Keller & Crockett, 2015), que por sus propiedades
medicinales es  necesario  aumentar el
conocimiento de esta especie, estudiando las
caracteristicas de su biologia reproductiva, para
generar informacion base que seria de utilidad para
crear y mantener bancos de germoplasma, los
cuales pueden emplearse en programas de
mejoramiento genético (Moraes et al, 2009).
Consecuentemente resulta de importancia estudiar
alternativas de  multiplicacién, como la
propagacion vegetativa, para propagar los
ejemplares con mayor produccién de metabolitos.
La propagacién vegetativa y en especial por
estacas, es una técnica simple y de facil
implementaciéon, que ofrece la capacidad de
obtener plantas de individuos selectos en un corto

periodo de tiempo para la plantacién comercial a
gran escala con el fin de maximizar las ganancias
productivas (Kesari et al, 2009; Balestri et al,
2012; Correia et al,, 2015). Ademads, esta técnica
podria emplearse para la domesticacion y
conservacion de especies medicinales (Feria-
Arroyo et al, 2010; Duarte et al, 2018). Sin
embargo, el proceso de enraizamiento de estacas
estd regulado por una combinacién 6ptima de
procesos fisiolégicos (aspectos relacionados a la
calidad, edad, tipo y estado fitosanitario de las
estacas), condiciones ambientales (humedad del
ambiente 'y caracteristicas del sustrato),
caracteristicas genotipo de la planta madre y
condiciones de propagacién (Castillo-Flores et al,,
2013; Pefia-Baracaldo et al, 2018; Bannoud &
Bellini, 2021). Entre las condiciones ambientales y
de propagacién que se pueden manipular con
facilidad para hacer mas eficiente el desarrollo de
raices adventicias se destacan la composicién del
sustrato, el tipo y dosis de hormona, que si no se
emplean de manera apropiada pueden limitar
altamente la obtencién de rizogénesis adventicia.
(Pefia-Baracaldo et al, 2018; Akoumianaki-
Ioannidou et al,, 2019; Bannoud & Bellini, 2021). E1
sustrato debe reunir las caracteristicas apropiadas
de humedad, nutricidn, aireacién y ausencia de
sustancias toxicas (Fornes-Sebastia et al.,, 2013), en
tanto que para las hormonas es importante
considerar el tipo y la dosis 6ptima de ésta para
maximizar el enraizamiento (Shekhawat &
Manokari, 2016).

Por lo antes expuesto el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto independiente y
combinado de los sustratos arena, corteza y perlita,
asi como la ausencia o adicién exégena de acido
naftalenacético, sobre el enraizamiento y brotaciéon
de estacas de H. brasiliense.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue realizado en las
instalaciones de propagacién vegetativa y cultivo
de plantas de la Facultad de Ciencias Forestales
(Universidad Nacional de Misiones), ubicada en
Eldorado (Misiones-Argentina). El material vegetal
utilizado, fueron 25 plantas de H. brasiliense
(Figura 1A) que fueron recolectadas en la Reserva
de Uso Multiple (Guarani-Misiones), identificada
por el doctor Héctor Keller y la muestra fue
depositada en el herbario CTES de la ciudad de
Corrientes (Argentina), voucher H. A. Keller 7649.
Las plantas después de la recolecciéon fueron
colocadas inmediatamente y mantenidas en
macetas de 1000 cm3 de capacidad que contenian
corteza de pino compostada y fertilizante de
liberacién lenta en una dosis de tres g.dm-3 de
sustrato, en un invernaculo con riego por goteo con
una humedad relativa del 65% - 70% y una tempe-
ratura promedio de 27 °C.

Luego de un afio de ser sometidas las plantas a las
condiciones antes mencionadasy en el momento de

mayor brotacién después de la floracién, se
procedid a obtener estacas terminales sin dpices de
una longitud de diez cm con cuatro a seis nudos y
Unicamente con las dos hojas en el extremo
superior. De las estacas obtenidas el 50% fueron
sometidos a una inmersién de éstos en una
soluciéon de acido naftalenacético (ANA) en una
concentraciéon de 100 mg.kg!, durante 30 minutos.
Después del tratamiento con o sin hormona las
estacas fueron colocadas en bandejas plasticas con
contenedores de 50 cm3 con los sustratos arena
(100%), arena-perlita (75:25%), arena-perlita
(50:50%), arena-perlita (25:75%), perlita (100%),
corteza (100%), corteza-perlita (75:25%), corteza-
perlita (50:50%) y corteza-perlita (25:75%), con
fertilizante de liberacién lenta en una dosis de 3
g.dm-3, inmediatamente después fueron colocadas
y mantenidas en un inverndculo con riego por
aspersién manteniendo una humedad relativa de
85% - 90% y una temperatura media de 23 - 25 °C
durante 30 dias.
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El experimento se llevd a cabo empleando un
disefio completamente aleatorizado con una
distribuciéon factorial de los factores sustrato
(arena, perlitay corteza) y auxina (con o sin adicién
de ANA), los cuales conformaron 18 tratamientos
(Tabla 1) representados por cuatro repeticiones de
seis estacas. Transcurrido los 30 dias se procedi6 a

analizar las variables porcentaje de enraizamiento,
brotacion, numero y longitud de las raices y brotes.
Los datos fueron analizados por medio del analisis
de variancia no paramétrica aplicando el test de
Kruskal Wallis con un nivel de significancia del
0,05; empleando el software INFOSTAT version
2020 (Di Rienzo et al,, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis estadistico revel6 diferencias
significativas en el porcentaje de enraizamiento
(K=47,71; p=<0,0001), numero de raices por
estacas (K=46,90; p=<0,0001) y en la longitud
promedio de las raices (K=63,91; p=<0,0001) en los
diferentes tratamientos. Los mejores porcentajes
de enraizamiento y numero de raices se
observaron en los sustratos arena (Figura 1B) y sus
combinaciones con perlita, en estacas tratadas con
y sin adicién exégena de ANA. Contrariamente,
cuando se incrementd la proporcién de corteza de
pino en el sustrato el porcentaje de enraizamiento
disminuy6 significativamente (Tabla 1). En la
variable longitud de raices, el mayor valor se
observé en las estacas sin tratar con ANA en el
sustrato 100% arena. En el caso de las
combinaciones de corteza de pino con perlita, la
mejor combinacién se observé cuando la perlita
tuvo una proporcion del 75 % en el sustrato, pero
sin diferencias significativas en las variables
porcentaje de enraizamiento y longitud de raices
entre las estacas cony sin adiccién exdgena de ANA.
El sustrato que contenia corteza de pino en un
100%, inhibi6 significativamente el desarrollo de
raices adventicias, independientemente de que las
estacas fueran tratadas o no con ANA (Cuadro 1;
Figura 1C).

Las concentraciones de ANA para inducir
enraizamiento adventicio en especies del género
Hypericum comunmente son de 100 a 1000 mg.L-t,

Tabla 1

aunque se ha observado desarrollo de raices
adventicias en varias especies cuando no se
adiciona auxinas (Thetford & Miller, 2004;
Sarropoulou et al., 2018; Akoumianaki-loannidou
et al,, 2019; Kamila et al.,, 2020). En estudios de
propagacion  vegetativa realizados a H.
empetrifolium Willd. subsp. empetrifolium, se
obtuvieron porcentajes de enraizamiento del 57 y
60% en los tratamientos libres de fitohormona
(Sarropoulou et al., 2018; Akoumianaki-loannidou
et al, 2019). En cambio, Kamila et al. (2020)
demostraron que en las estacas de H. gaitii, la
induccién de raices adventicias fue del 30% en el
tratamiento control y se produjo un incremento en
el porcentaje de enraizamiento adventicio a
medida que aumento6 la dosis de ANA.

La adicidn de auxinas ex6genas ademds de inducir
el desarrollo de raices también puede promover el
crecimiento de brotes (Ballesteros & Alvarez,
2017). En este trabajo no se observé diferencias
significativas en el porcentaje de brotacién en las
estacas tratadas con ANA de aquellos que no
tuvieron induccién con la auxina. Estos resultados
difieren a lo observado por Kamila et al. (2020),
quienes detectaron en H. gaitii un aumento en el
porcentaje de brotacién respecto del tratamiento
control cuando se incremento la dosis de ANA hasta
los 300 mg.L-1, aunque sin diferencias significativas
en el namero de brotes.

Efecto del sustrato y la adiccion de ANA sobre las variables de enraizamiento

Sustrato Hormona Variables de enraizamiento
Tratamiento Arena  Perlita Corteza ANA Enraizamiento Numero de Longitud de
(%) (%) (%) mgkg! (%) raices raices
1 100 - - 100 100,00 £ 0,004 19,08 +£3,514 2,64+0,59f
2 75 25 - 100 100,00 £ 0,004 19,58 £4,914 2,41 £ 0,57 defe
3 50 50 - 100 100,00 0,00 ¢ 18,14 + 4,084 2,72+0,34 fe
4 25 75 - 100 100,00 £ 0,004 16,19 +3,474 1,02 + 0,19 abed
5 - 100 - 100 91,66 + 9,62 bed 10,67 + 4,61 b¢ 0,92 + (0,24 abed
6 100 - - - 95,83 + 8,33 «d 18,33 £ 2,684 2,84+0,21¢8
7 75 25 - - 95,83 +8,33 cd 16,50 3,76 4 2,42 £ 0,52 defe
8 50 50 - - 100,00 £ 0,004 16,33 +£2,944d 2,59 £0,78 <8
9 25 75 - - 95,8 3+ 8,33 cd 13,67 £3,49¢ 1,25 +0,27 bede
10 - 100 - - 100,00 + 0,004 11,58 +3,90bc 1,18 + 0,08 bede
11 - 75 25 100 100,00 £ 0,004 12,21+ 0,64 bc 2,08 £ 0,40 defe
12 - 50 50 100 79,16 + 15,96 be 8,42 £ 3,26" 0,55+0,032
13 - 25 75 100 33,33+ 19,25 11,08 £8,55 be 0,54 £ 0,032
14 - - 100 100 20,83 +15,962 1,88+1,312 0,19+0,172
15 - 75 25 - 100,00 £ 0,004 16,71+ 1,254 2,12 £ 0,21 defe
16 - 50 50 - 54,16 + 15,96 abc 11,02 £ 5,85 be 0,84 + 0,41 abe
17 - 25 75 - 29,16 + 25,002 6,44 £ 3,103 0,30+0,11 ab
18 - - 100 - 20,83 +15,962 2,00+1,352 0,14+0,13a

Los valores representan la Media * Desvio Estandar. Letras distintas dentro de la columna indican diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Kruskal Wallis con un nivel de 0,05.
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Las distintas combinaciones de sustrato también
influyeron sobre el proceso de brotacidén
observandose diferencias significativas en el
porcentaje de brotacién (K = 47,66; p= <0,0001),
numero de brotes por estacas (K = 40,52; p =
<0,001) y en la longitud promedio de brotes (K =
58,13; p=<0,0001) entre los distintos tratamientos
ensayados. Al igual que las variables de
enraizamiento, el sustrato arena y sus
combinaciones con perlita fueron los que
mostraron mejores resultados en las variables de
brotacién (Tabla 2).

Los sustratos que contenian corteza de pino en un
75 0 100% produjeron efectos negativos sobre la
cantidad de estacas brotadas, como asi también en

Tabla 2

el nimero y longitud de los brotes, sin embargo, a
medida que se incrementé la proporcion de perlita
al sustrato con corteza de pino se produjo aumentd
en el ndmero y longitud de brotes en las estacas de
H. brasiliensis (Tabla 2; Figura 1D).

Los distintos tipos de sustratos ensayados en este
trabajo mostraron diferencias significativas en la
formacién de raices, destacindose los sustratos
arena y perlita sobre los sustratos que contenian
corteza de pino, observandose a este tltimo como
el menos eficiente para la induccién de raices de
estacas de H. brasiliense, debido a que cuando se
increment6 la de corteza de pino en el sustrato se
observé una disminucién en la rizogénesis
adventicia y mayor mortalidad de estacas.

Efecto del sustrato y la adicciéon de ANA sobre las variables de brotacién

Sustrato Hormona Variables de brotacion

Tratamiento A{(;Sa P?(I;/Ll)ta Co(l(;;)e)za mAgl.\lI<Ag-1 Brotacion (%) Numero de brotes Lo%%:)tt":l de
1 100 - - 100 100,00 £ 0,004 3,33 £ 0,61 bedef 3,11+0,41¢f
2 75 25 - 100 100,00 + 0,004 2,67 + 0,61 abc 3,57+0,88f
3 50 50 - 100 100,00 + 0,00 ¢ 2,44 + 0,46 2 2,24 + 0,95 bedef
4 25 75 - 100 100,00 + 0,004 2,54 +0,323b 2,25 + 0,35 cdef
5 - 100 - 100 91,67 £ 9,62 bed 2,170,332 2,13 £ 0,33 bedef
6 100 - - - 100,00 + 0,004 3,42 + 0,17 bedef 3,04 £ 0,21 <
7 75 25 - - 100,00 £ 0,004 3,58 + 0,63 cdef 3,48 +1,23f
8 50 50 - - 100,00 £ 0,004 3,42 + 1,52 bedef 3,12+ 0,80 ¢f
9 25 75 - - 95,83 + 8,33« 2,83 + 0,43 bed 2,38 + 0,47 cdef
10 - 100 - - 100,00 £ 0,004 3,92 + 0,50 def 1,56 + 0,39 abed
11 - 75 25 100 100,00 + 0,004 4,21 +£0,98 ¢ 1,74 + 0,19 bede
12 - 50 50 100 79,17 £15,96bcd 3,40 + 1,07 bedef 1,44 + 0,16 abcd
13 - 25 75 100 33,33+19,253 2,75+ 0,50 abc 1,16 £ 0,56 abe
14 - - 100 100 20,83 £ 15,962 2,00+ 1,632 0,52 +0,452
15 - 75 25 - 100,00 £ 0,004 4,46 £ 0,34 f 2,51 + 0,32 def
16 - 50 50 - 54,17 £ 15,96 ¢ 3,71 £ 0,57 cdef 1,40 £ 0,17 abed
17 - 25 75 - 29,17 + 25,00 ab 3,11+ 0,57 bedef 0,91 +0,393a
18 - - 100 - 54,17 + 8,33 abe 2,46 + 0,574 0,52+0,107

Los valores representan la Media * Desvio Estandar. Letras distintas dentro de la columna indican diferencias

estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Kruskal Wallis con un nivel de 0,05.
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Figura 1. Enraizamiento de H. brasiliense. Planta madre (A). Estaca tratada con ANA y enraizada en el sustrato arena (100%)
(B). Estaca enraizada en corteza de pino con (derecha) y sin (izquierda) adicién de ANA (C). Estaca enraizada en corteza de
pino y perlita (25:75%) (D). Las flechas indican las raices. La barra negra representa 10 cnen Ay 2 cmen B, Cy D. Fotos: E.
R. Duarte.
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La corteza de pino compostada es frecuentemente
utilizada como sustrato en viveros y en la
propagaciéon vegetativa de H. reductum, sin
embargo, la corteza de pino cuando se mezcla con
otros componentes se puede mejorar sus
caracteristicas y en consecuencia la obtencién de
plantas (Arrieta & Terés, 1993; Thetford & Miller,
2004), tal como se observé en este trabajo. Cuando
la proporcién de corteza de pino fue del 25% la
brotacién y el enraizamiento manifestaron altos
valores y difirieron estadisticamente respecto del
sustrato que contenia 100% corteza de pino.

La perlita y la arena también son sustratos que se
utilizan en la propagacion vegetativa de especies de
Hypericum con o6ptimos resultados en enraiza-
miento y brotaciéon (Sarropoulou et al, 2018;
Kamila et al, 2020), consecuentemente en este
trabajo los sustratos que contenian arena y perlita

fueron los mas apropiados para obtener plantas
vigorosas y de calidad de H. brasiliense.

El tipo de sustrato fue el factor mas influyente
sobre el enraizamiento y brotacion de estacas de H.
brasiliense, observandose que los mejores
sustratos para la propagacién asexual de esta
especie son aquellos a los que se incorpora arena o
perlita y disminuye la proporcién de corteza de
pino. Por lo tanto, si bien las auxinas influyen en la
formacidn y el crecimiento de raices adventicias y
de brotes, es un requisito necesario tener en cuenta
las cualidades del sustrato para lograr una
propagacion exitosa (Fornes-Sebastia et al.,, 2013;
Maldonado-Peralta et al, 2017). Si las caracteris-
ticas del sustrato son las adecuadas se pueden
potenciar las condiciones enddgenas de las estacas
favoreciendo asi, el enraizamiento (Pigatto et al,,
2018).

CONCLUSIONES

La adicién ex6égena de ANA no ejerce un efecto
positivo sobre la induccién y desarrollo de raices.
Los sustratos con mayor proporcién de arena o
perlita favorecen al enraizamiento. El sustrato con
100 % de corteza de pino fue el menos eficiente
para promover rizogénesis adventicia y Brotacion,
pero la incorporacién de perlita en altas
proporciones (75%) a éste, conlleva a una mejor
induccidn y desarrollo de raices y brotes.

Se recomienda investigar otras auxinas como el AIB
(acido indolbutirico), probar otros sustratos, edad
de las estacas o planta madre, procedencia y
genotipo a fin de lograr plantas de buena calidad
con una alta producciéon de metabolitos secun-
darios que permitan la produccién de medica-
mentos de alta eficacia que puedan ser utilizados
por la sociedad.
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