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Micropropagación de Hedeoma drummondii Benth

Su Lin Zamora-Hierro y Ana Laura López-Escamilla

Resumen
La especie Hedeoma drummondii Benth (Lamiaceae) es una planta útil de Hidalgo, México, con uso me-
dicinal, comestible y con potencial de insecticida por el contenido de pulegona en sus aceites esenciales 
extraídos. En parte por su valor, la especie ha sido sobrecolectada en el medio silvestre, por lo que es 
necesario establecer estrategias como la micropropagación para la conservación de la misma y para la 
obtenció sus aceites esenciales. Este trabajo es un reporte de los avances en el cultivo de H. drummondii. 
Semillas de H. drummondii se desinfectaron superficialmente y se colocaron en cuatro medios de cul-
tivo diferentes: Murashige y Skoog (MS) (1962) al 50 y al 100% de sus componentes y medios de MS al 
100%, adicionados con 1 o 2 mg L–1 de ácido giberélico (AG3). Las plántulas que se desarrollaron a par-
tir de las semillas sirvieron como fuente de explantes (microesquejes con dos entrenodos), los cuales 
se transfirieron a cinco tratamientos: medio de MS 100% adicionados con 1 ó 2 mg L–1 de N6-bencila-
denina (BA) y medio de MS 100% adicionados con 1 ó 2 mg L–1 de N6-2, isopentenil adenina (2iP) y un 
control de MS al 100% de sus componentes. Los tratamientos de MS al 100% de sus componentes y MS 
al 100% adicionado con 2 mg L–1 de ácido giberélico fueron los mejores medios para promover la ger-
minación y los medios óptimos para la producción de brotes fueron MS 100% adicionado con 2 mg L–1 
de BA y MS 100% adicionado con 2iP. 

Palabras clave: Hedeoma drummondii, micropropagación, microesquejes

Introducción

El estado de Hidalgo cuenta con un gran número 
de especies de plantas útiles y medicinales, que han 
sido empleadas durante mucho tiempo como reme-
dios a diferentes padecimientos. Actualmente se ha 
tratado de investigar a que se debe su propiedad 
medicinal, por lo que se ha llevado a cabo la iden-
tificación de aceites esenciales provenientes de es-
tas plantas. Como en el caso de Hedeoma drummondii 
(Fig. 1), planta útil de Hidalgo (Villavicencio-Nieto 
y Pérez-Escandón, 1995). 

Esta especie es muy apreciada y se vende en los 
tianguis y mercados de la región (Villavicencio-Nieto 
y Pérez-Escandón, 1995). Se utiliza como aromati-
zante, es comestible y tiene propiedades medicinales 
ya que es utilizada para curar problemas digestivos 
como los cólicos (Pérez-Escandón et al., 2003). Los 
aceites esenciales extraídos de H. drummondii contie-
nen compuestos como la mentona, n-metil-piridona-
6-ácido carboxílico y pulegona, este último con po-

tencial como insecticida (Tovar, 2007).  Por lo cual, 
ejemplares de la especie se han sobrecolectado en el 
medio silvestre, por lo que es importante establecer 
estrategias de propagación para la conservación de 
la misma. Su valor para el uso del compuesto de in-
terés como materia prima de un insecticida natural 
subraya la importancia para el desarrollo de un mé-
todo de cultivo para la obtención de sus aceites esen-
ciales sin la extinción de la especie. 

Existen estrategias convencionales para la pro-
pagación por vía modo sexual (semilla) o asexual 
(esquejes, vástagos e injertos), pero se requiere de 
mucho tiempo para una limitada producción de 
plantas. El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es 
un alternativa para la continua y rápida produc-
ción de plantas (Malda et al., 1999) y una estrategia 
biotecnológica que permite el cultivo en condicio-
nes asépticas de órganos, tejidos, células y proto-
plastos empleando medios nutritivos artificiales 
(Jiménez, 1998). La técnica de CTV se ha utilizado 
en algunas plantas aromatizantes y medicinales a 
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partir de diferentes órganos como hojas, ápices, 
nudos, entrenudos de tallos y piezas florales (Rout 
et al., 2000).

El objetivo de este trabajo es establecer un mé-
todo para la germinación in vitro de semillas de 
H. drummondii, promover su germinación así como 
desarrollar la técnica de micropropagación, para ob-
tener un mayor número de plantas de las cuales se 
pueda posteriormente obtener el compuesto de inte-
rés. Finalmente, la producción in vitro de esta espe-
cie sirvirá como una estrategia de producir plantas 
para su uso directo sin colectar ejemplares en la na-
turaleza, y apoyar su conservación. 

Material y Método

Material biológico: Semillas de H.  drummnondii se 
obtuvieron de frutos provenientes de una planta 
adulta recolectada en la localidad de Magdalena en 
Actopan, Hidalgo, México. Las semillas se coloca-
ron en una caja Petri con agua destilada y cinco go-
tas de hipoclorito de sodio comercial (6% de cloro 
activo) durante 24 horas.

Escarificación y desinfección de semillas: Se escarifica-
ron 1000 semillas con ácido sulfúrico concentrado 
(H2SO4) durante 15 segundos, posteriormente se en-

Figura 1. Hedeoma drummondii colectada en la localidad de Magdalena, Actopan, Hidalgo. A. Planta silvestre de 29 cm de 
alto. B. Tallo con hojas opuestas. C. Tallo con hojas opuestas y flores de color morado.
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juagaron con agua destilada y se colocaron en so-
bres de papel filtro asegurados con grapas. Se trans-
firieron los sobres a 50 ml de hipoclorito de sodio 
comercial (6% de cloro activo) al 30% durante 20 mi-
nutos. Por último, en una campana de flujo laminar, 
se realizaron tres enjuagues de un minuto, cada uno 
en agua destilada esterilizada.

Siembra y establecimiento in vitro de semillas: Se es-
tablecieron las semillas escarificadas y desinfecta-
das in vitro en cuatro medios de cultivo diferentes: 
medios de Murashige y Skoog (MS) (1962) al 50 y 
al 100% de sus componentes y medios MS al 100%, 
adicionados con 1 ó 2 mg L–1 de ácido giberélico 
(AG3). Se sembraron cinco lotes de 50 semillas cada 
uno, con una diferencia de cuatro días entre cada 
lote.

Obtención y siembra de explantes con fitorreguladores: 
A partir de las plántulas germinadas in vitro, se ob-
tuvieron microesquejes con dos entrenudos que se 
establecieron en cinco medios de cultivo: MS 100% 
adicionado con 1 mg L–1 de N6-benciladenina (BA); 
MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de BA; MS 100% 
adicionado con 1 mg L–1 de N6-2, isopentenil ade-
nina (2iP); MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 
2iP; y MS 100% como control. Al concluir un mes se 
transfirieron todos a medio MS 100%, donde perma-
necieron 45 días para promover el desarrollo y cre-
cimiento de brotes. Se cuantificaron el número de 
brotes por explante, y se observaron las respuestas 
morfogenéticas y fisiológicas obtenidas.

Condiciones in vitro: Todos los cultivos se colocaron 
en un cuarto de incubación con un fotoperíodo de 
16 h/8 h (horas de luz/oscuridad) con una intensi-
dad luminosa de 54 µmol m-2 s–1 y una temperatura 
de 26 ± 1° C.

Análisis de resultados: Los resultados de la germi-
nación fueron analizados con ANOVA de una vía 
donde el factor fue el medio de cultivo con los cua-
tro niveles (MS 50%, MS 100%, MS 100% adicionado 
con 1 mg L–1 de AG3 y MS 100% adicionado con 2 
mg L–1 de AG3) y comparación múltiple de medias 
de Tukey. Los resultados de la cantidad de bro-
tes por tratamiento fueron analizados con ANOVA 
de una vía para datos desiguales (GLM), donde el 
factor fue el tratamiento hormonal con cinco nive-
les (control, 1 y 2 mg L–1 de 2iP y 1 y 2 mg L–1 BA) y 
comparación múltiple de medias de Tukey.

Se utilizó un microscopio óptico, marca Olym-
pus, modelo BX41, con un aumento de 4x en campo 
claro y obscuro para observar las semillas y las 

plántulas. Las imágenes fueron capturadas con 
una cámara digital, Olympus, modelo E-620 de 10 
megapixeles.

Resultados y Discusión

Germinación in vitro: En semillas de H.  drummon-
dii de 1 mm de largo por 0.5 mm de ancho, culti-
vadas in vitro en medio MS 100%, se hidrataron. Se 
observaron más turgentes, con un incremento de ta-
maño y cambio de color al quinto día, lo que llevó a 
la ruptura de la testa y la emergencia de la radícula 
al sexto día. Este criterio se utilizó como el inicio de 
la germinación. Al séptimo día se observó el creci-
miento de la radícula y al noveno día la diferencia-
ción de la misma; la cofia se formó a los 10 días y 
a los 11 días se desarrolló el hipocótilo. El alarga-
miento del hipocótilo se presentó a los 12 días y a 
los 13 días se desarrollaron los cotiledones. El creci-
miento de los mismos se inició a los 14 días (Fig. 2). 

En los cuatro medios de cultivo (MS 50%, MS 
100%, MS 100% adicionado con 1 mg L–1 de AG3 
y MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de AG3) utili-
zados para inducir la germinación en semillas de 
H.  drummondii se contaminaron con hongos en 
un porcentaje de 12.56%, 4.56%, 12.56% y 6.58%, 
respectivamente. La germinación inició al sexto día 
en los medios MS 50%, MS 100% y MS 100% adicio-
nado con 1mg L–1 de AG3. La germinación en el me-
dio MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de AG3 co-
menzó al cuarto día. El mayor número promedio de 
semillas germinadas se obtuvieron a los 43 días, con 
un promedio de 7.2 semillas germinadas en el me-
dio MS 100% y de 6.6 en el medio MS 100% adicio-
nado con 2 mg L–1 de AG3. En el medio de MS 100% 
adicionado con 1 mg L–1  de AG3 y de MS 50% se 
obtuvieron a los 27 días 5.2 y 1.8 semillas germina-
das, respectivamente (Fig. 3).

El número de semillas promedio germinadas fue 
muy bajo en los cuatro medios de cultivo. A pesar 
de la poca viabilidad en las semillas, la contamina-
ción también interfirió con la germinación. Sin em-
bargo, con los datos obtenidos se observa que el me-
dio MS 100% tiene un mayor número de semillas 
promedio germinadas, seguido de MS 100% adicio-
nado con 2 mg L–1 de AG3. Los tratamientos MS 50% 
y MS 100% adicionado con 1 mg L–1 de AG3  pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas 
(p≤0.05) con respecto a MS 100% y MS 100% adicio-
nado con 2 mg L–1 de AG3 (Tabla 1).

Usando el medio MS 50% permitió a Koroch et al. 
(1997) establecer semillas de Hedeoma multiflorum y 
micropropagarlos, pero en el presente trabajo el me-
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dio MS 50% tenía el menor número promedio de se-
millas germinadas. Los mejores tratamientos fue-
ron MS 100% y MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 
AG3; en este último tratamiento el inicio de la ger-
minación fue al cuarto día y en los otros tratamien-
tos fue en al sexto (Tabla 1). Podemos sugerir que 
esto resultó por la adición del AG3, ya que esta hor-

mona estimula la producción de enzimas, como la 
α-amilasa (Davies, 2005), relacionadas con la germi-
nación. Sin embargo las semillas de H. drummondii 
tenían poca viabilidad y un alto porcentaje de con-
taminación in vitro, lo que indica la posibilidad que 
esta especie de manera natural se reproduzca más 
por la vía vegetativa.

Figura 2. Germinación in vitro de semillas de H. drummondii. A. Semilla de H. drummondii (tamaño 1 x 05 mm) con hoja 
milimétrica de fondo. B. Imbibición de la semilla. C. Ruptura de la testa. D. Emergencia de la radícula. E. Crecimiento 
y diferenciación de la radícula. F. Diferenciación de la cofia e hipocótilo y formación de los primeros pelos radiculares. 
G. Diferenciación de los cotiledones. H. Desarrollo de cotiledones y desprendimiento de la cubierta seminal. I. Creci-
miento del raíz, el hipocótilo y los cotiledones.
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Siembra de explantes con fitorreguladores: En los mi-
croesquejes con dos entrenudos sembrados en todos 
los tratamientos se observó cicatrización en el área 
donde se realizó el corte y en todos hubo respues-
tas morfogenéticas. El conteo de brotes y la evalua-
ción de las respuestas morfogenéticas y fisiológicas 
de los diferentes tratamientos se realizaron después 
de 45 días (medio de inducción) con la finalidad de 
promover el mayor número de brotes y crecimiento 
de los mismos.

A los 15 días, en el medio de inducción, se ob-
servó la activación de las yemas axilares que die-
ron lugar a nuevas ramas, como también el desarro-
llo de brotes en cada uno de los tratamientos. Las 
respuestas morfogenéticas obtenidas fueron: ca-
llo, raíces adventicias, elongación de microesquejes 
y formación de brotes, así como la hiprehidratación 
como respuesta fisiológica (Fig. 4).

En el tratamiento de MS 100% adicionado con 1 
mg L–1 de 2iP, sólo el 76.2% de los explantes presen-
taron brotes, con 1,382 en total por tratamiento. En 
MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 2iP, el 83.7% 
de los explantes desarrollaron brotes con 1,525 ex-
plantes en total por tratamiento. En ambos trata-
mientos se observaron raíces adventicias, el 32.2% 
en MS 100% adicionado con 1 mg L–1de 2iP y el 
19.4% en MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 2iP.

En los medios MS 100% adicionado con 1 mg L–1 
de BA y MS 100% adicionado 2 mg L–1 de BA el por-
centaje de explantes con respuesta por tratamiento 
fue de 75.6% y 72.6% respectivamente, con 1084 y 
1467 brotes por tratamiento respectivamente (Tabla 
2). El porcentaje de raíces adventicias fue de 23.9% 
para MS 100% adicionado con 1 mg L–1 de BA y de 
28.9% para MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de BA.

El control (MS 100%) presentó diferencias esta-
dísticamente significativas (p=0.05) con respecto 
a los demás tratamientos. El tratamiento MS 100% 
adicionado con 1 mg L–1 de BA, mostró diferencias 
significativas con respecto a medio MS 100% adicio-
nado con 2 mg L–1 de 2iP y MS 100% adicionado con 

Figura 3. Germinación de semillas in vitro de H. drummon-
dii. Medios de MS 100%, MS 50%, MS 100% adicionado 
con 1 y MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de AG3. Regis-
tro hasta los 43 días de haber iniciado el cultivo.

Tabla 1. Inicio y días máximos de germinación, semillas germinadas y porcentaje de contaminación de semillas de H. drummon-
dii establecidas in vitro en cuatro diferentes medios de cultivo. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas  
(p ≤ 0.05).

Medio de cultivo	 Inicio de 	 Máximo de 	     Semillas  
(mg L-1)	 germinación (días)	 germinación (días) 	    germinadas                       Contaminación (%)

MS 100%	 6°	 43	 0.14 a	 4.56
MS 50%	 6°	 27	 0.04 b	 12.56
1 AG3	 6°	 27	 0.1 ab	 12.56
2 AG3	 4°	 42	 0.13 a	 6.58

Tabla 2. Número de brotes obtenidos a partir de microesquejes con dos entrenudos de H. drummondii después de un mes de incu-
bación con dos citocininas en diferentes concentraciones

 	 Citocinina 	 Explantes 		  Brotes por 	 Número de brotes  
	 mg L-1	 con respuesta	 %	 tratamiento	 promedio por explante

2iP	 1	 154/202	 76.23	 1382	 6.84 ab
	 2	 164/196	 83.67	 1525	 7.78 a
BA	 1	 152/201	 75.62	 1084	 5.39 b
	 2	 146/201	 72.63	 1467	 7.30 a
MS 100%		  85/201	 42.28	 352	 1.75 c
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2 mg L–1 de BA, los cuales desarrollaron un mayor 
número de brotes en el tiempo de inducción.

Con respecto a las respuestas morfogenéticas y la 
respuesta fisiológica, se observó que el tratamiento 
de medio MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 2iP 
generó una mayor cantidad brotes, con menor por-

centaje de raíces adventicias (19.3) e hiperhidrata-
ción (30.1%) con respecto a los otros tratamientos de 
fitorreguladores, sin embargo se distinguió un ma-
yor porcentaje de callo (20.4%) con respecto a los de-
más (Tabla 3), aunque en otros trabajos con el gé-
nero Hedeoma no reportan estas respuestas.

Figura 4. Respuestas morfogenéticas y respuesta fisiológica observadas en microesquejes de H. drummondii presentes in 
vitro en los cuatro diferentes tratamientos y en el control. A. Regeneración o elongación del microresqueje y formación de 
brotes. B. Raíces adventicias. C. Callo. D. Hiperhidratación.

Tabla 3. Número de brotes obtenidos a partir de microesquejes con dos entrenudos y porcentaje de respuestas morfogenética y 
fisiológica de H. drummondii, después de un mes de incubación con dos citocininas en diferentes concentraciones.

	 Medio de  	     Brotes por		      Raíces 	  
	 cultivo (mg L-1)	     tratamiento	 Elongación (%)	 adventicias (%)	 Callo (%)	 Hiperhidratación

2iP	 1	 1382	 5.9	 32.1	 19.3	 31.1
	 2	 1525	 3	 19.3	 20.4	 30.1
BA	 1	 1084	 3.4	 23.8	 18.4	 35.3
	 2	 1467	 5.4	 28.8	 18.9	 37.8
MS 100%		  352	 13.4	 36.3	 16.9	 16.4
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En cuanto a la formación de brotes por la adición 
de fitorreguladores al medio, hay dos trabajos de 
H. multiflorum donde reportan que los mejores trata-
mientos fueron el 0.5 mg L–1 y el 5 mg L–1 de BA (Ko-
roch et al., 1997; Brunetti et al., 2007) y en H. todsenii 
también reportaron 0.5 mg L–1 de BA para su micro-
propagación (Pence et al., 2009). En el presente tra-
bajo se observó que los mejores tratamientos fueron 
MS 100% adicionado con 2 mg L–1 de 2iP y MS 100% 
adicionado con 2 mg L–1 de BA (Tabla 4). Es posible 
que estas especies, incluyendo H.  drummondii, ten-
gan una gran cantidad de auxinas endógenas, por 
lo que sólo es necesario proporcionarles citocininas 
para promover la formación de brotes, ya que el ba-
lance de auxina-citocinina es determinado por el fac-
tor morfogenético. Cuando se observa la formación 
de brotes en un medio de cultivo adicionado con cito-
cinina, el explante debe contener auxinas endógenas 
suficientes o producirlas (Julliard et al., 1992).

Conclusiones

Los medios de MS 100% y MS 100% adicionado con 
2 mg L–1 de AG3 promovieron los más altos porcen-
tajes de germinación. Las semillas de H. drummondii 
mostraron poca viabilidad y un alto porcentaje de 
contaminación in vitro, lo que nos indica la proba-
bilidad de que esta especie se reproduzca más por 
la vía vegetativa de forma natural. La micropropa-
gación se presentó en todos los tratamientos utili-
zados, pero se obtuvo el mayor número de brotes 
en el medio MS 100% adicionado con 2 mg L –1 de 
2iP y en el medio MS 100% adicionado con 2 mg L 
–1 de BA. Con base en estos resultados, concluimos 
que el cultivo de tejidos vegetales es una técnica fa

vorable para la propagación de esta especie, como 
estrategia de conservación ex situ, así como tam-
bién para la obtención de metabolitos secundarios 
de interés. 
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