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Introduccion. El efecto antiinflamatorio de Sphaeralcea
angustifolia, especie comdnmente conocida como hierba
de vara de San José, ha sido demostrado en modelos de
inflamacion aguda y crénica, atribuyéndose el efecto a la
interaccion de la escopoletina (hidroxicumarina) con otros
constituyentes en la planta (1). S. angustifolia es una
planta medicinal cuya colecta se encuentra restringida
(SEMARNAT) (2), lo que ha llevado a la aplicacion de
métodos biotecnologicos y a la produccion de los
compuestos activos en cultivos de células en suspension.
Considerando que la escopoletina como fitoalexina esta
asociada a condiciones de estrés (3), se disefiaron
modelos de sefializacion inter e intracelular a través del
cultivo de células en suspension.

Objetivo. Establecer cultivos de células en suspension
de S. angustifolia para estimular la produccion de las
hidroxicumarinas escopoletina y esculetina, o bien
detectar compuestos intermediarios que participan en la
ruta biosintética (4cido cumérico, acido caféico, acido
ferdlico).

Metodologia. El cultivo de células en suspension se
inicié6 con biomasa de callos derivados de explantes de
hojas en medio de cultivo MS (Murashige and Skoog)
liquido (80 mL) complementado con sacarosa 30 g/L, 1
mg/L de ANA en combinacién con 0.1 mg/L de CN. Los
cultivos se incubaron a 26 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas
luz (intensidad luminosa de 32 uM/seg.mz) por 8 de
oscuridad en un agitador orbital a 110 rpm. Durante el
desarrollo de las suspensiones se evaluaron
caracteristicas como el color, disgregacién del callo y
crecimiento. Posteriormente, se realizaron cinéticas de
crecimiento en cultivos tipo lote evaluando los pesos
frescos y secos de las biomasas desarrolladas en 3
matraces cada 3 dias durante 30 dias. Con el fin de
favorecer el metabolismo secundario de las células en
suspension se disminuyd la concentracion total de
nitratos en el medio de cultivo de 27.4 a 2.74 y 0.274
mM. Para el andlisis quimico, las biomasas celulares se
extrajo exhaustivamente con CH3;0H a temperatura
ambiente, el extracto obtenido fue particionado con
CHCI; y la fase orgénica se recupero para su andlisis por
HPLC. Asimismo, el medio de cultivo se particiond con
CHCI; para analizar la fase organica mediante HPLC. La

cuantificacion de los compuestos se realizé por medio de
curvas de calibracion utilizando referencias comerciales.
Resultados y discusién. Los cultivos celulares
desarrollados con las distintas concentraciones de
nitratos en el medio mostraron diferencias de coloracién y
textura. En el medio 27.4 mM las células conservaron su
color verde y textura friable, en tanto que con niveles
reducidos de nitratos, se observé coloracién beige
(oxidacién) y formacién de agregados celulares. Estos
cultivos no presentaron diferencias significativas en la
velocidad maxima de crecimiento y tiempo de duplicacién
(ANOVA, p>0.05); sin embargo, el indice de crecimiento
(ANOVA, p<0.05) y las fases de adaptacion fueron
menores (2 dias) con las concentraciones disminuidas
de nitratos. Los cultivos celulares acumularon en las
células acido ferdlico (0.15 mg totales/L) y escopoletina
(0.006 mg totales/L), la cual se excreté también al medio
(0.15 mg totales/L) a los 4 dias. La excrecion de
escopoletina (1.56 mg totales/L) se favorecio al dia 2 al
disminuir a 2.74mM la concentracion de NOj,
posteriormente la liberacién disminuyé y se mantuvo
constante sin que fuera detectado en el cultivo un
fenilpropanoide. La mayor limitacibn de nitratos
(0.274 mM) no incrementd la acumulacién de
escopoletina (0.029 mg totales/L) ni su liberacién al
medio (0.009 mg totales/L) y en estos cultivos se
determind la presencia del &cido trans-cinamico (0.065
mg totales/L) en la biomasa celular.

Conclusiones. Los cultivos celulares de S. angustifolia
producen Unicamente la hidroxicumarina escopoletina, la cual
es liberada al medio de cultivo. La deficiencia de nitratos a
2.74 mM estimuld la biosintesis y liberacién de este compuesto;
por el contrario, la reduccion de nitratos a 0.274 mM incrementd
su acumulacién Unicamente en las células; detectandose
ademas acido trans-cinamico en el medio de cultivo.
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