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RESUMEN

En este trabajo se describen las cinéticas de hidratacion y des-
hidratacién en plantas de Selaginella lepidophylla y su influencia en la
actividad de la trehalosa 6-fosfato sintasa y en los niveles de trehalo-
sa. Al hidratar plantas totalmente secas por 24 h, su contenido re-
lativo de agua aumenté de 3.2 % a 92.7 %, mientras que su poten-
cial hidrico se elevo de niveles indetectables en plantas secas a -0.3
MPa. Las plantas secas mostraron una actividad enzimatica de 0.023
U mg! proteina, al aumentar a 0.135 U mg"! proteina (581 %) a las 2
h de hidrataciéon; a las 24 h de hidratacion la actividad descendié a
0.081 U mg! proteina. La concentracion de trehalosa en las plantas
secas fue de 11.9 mg g™! ps, que se incrementé a 53 mg g! ps durante
las primeras 8 h de hidratacién. En las plantas totalmente rehidrata-
das y sometidas a desecacién por 24 h, la velocidad de pérdida de
agua fue rapida y su contenido relativo de agua se redujo de 94.4 %
a 4.8 %; su potencial hidrico descendié de -0.3 a -2.1 MPa durante
las primeras 12 h del tratamiento. La actividad de trehalosa 6-fosfato
sintasa disminuyé durante las primeras 2 h de deshidratacién, y luego
se increment6 hasta alcanzar una actividad maxima de 0.068 U mg™
proteina a las 8 h; a las 24 h de desecacion la planta conserva la acti-
vidad de trehalosa 6-fosfato sintasa afin con un contenido relativo de
agua de 4.4 %. La concentracion de trehalosa aumenté de 10.2 a 50.4
mg g ps a las 8 h de deshidratacién, y a las 24 h la concentracién de

trehalosa se mantiene alta (12 mg g ps).

Palabras clave: Selaginella lepidophylla, contenido relativo de agua,
estrés hidrico, trehalosa, trehalosa 6-fosfato sintasa.

SUMMARY

This paper describes the Selaginella lepidophylla plant hydration
and dehydration Kinetics and its influence on trehalose-6-phosphate
synthase activity and trehalose levels. After dry plants were fully hy-
drated for 24 h, their relative water content increased from 3.2 % to
92.7 %, and their water potential increased from undetectable levels
to -0.3 MPa. Dry plants had an activity of 0.023 U mg! protein,
which increased to 0.135 U mg™ protein (581 %) after 2 h of hydra-
tion and then it decreased to 0.081 U mg™! protein at 24 h. Trehalose
concentration in dry plants was 11.9 mg g! dw which increased to 53
mg g dw during the first 8 h of rehydration. Fully hydrated plants
subjected to desiccation for 24 h lost water rapidly, changing their
relative water content from 94.4 % to 4.8 %, and their water poten-
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tial from -0.3 to -2.1 MPa during the first 12 h. Trehalose 6-
phosphate synthase activity decreased during the first 2 h of desicca-
tion and then it increased to 0.068 U mg! protein at 8 h of treatment;
after 24 h of desiccation the plant still conserved trehalose-6-
phosphate synthase activity with a relative water content of 4.4 %.
Trehalose concentration increased from 10.2 to 50.4 mg g dw after 8
h of desiccation, and after 24 h the concentration is still high (12 mg
gldw).

Index words: Selaginella lepidophylla, relative water content, water
stress, trehalose, trehalose 6-phosphate synthase.

INTRODUCCION

El fenémeno de desecacion casi total es comin en es-
tructuras reproductivas de plantas, como granos de polen,
esporas y semillas. Sin embargo, es poco comin encontrar
plantas completas con la capacidad para sobrevivir a la
deshidratacion. Para que una planta sobreviva a un proceso
de deshidratacion, se ha propuesto que tenga capacidad pa-
ra proteger sus estructuras celulares durante la deshidrata-
cién, y pueda llevar a cabo el proceso de reparacion celu-
lar durante la hidrataciéon (Oliver, 1991; Platt et al.,
1994).

La trehalosa es un disacarido no reductor ampliamente
distribuido en microorganismos e invertebrados (Elbein,
1974), en los que desempefia un importante papel ante el
estrés hidrico y térmico (Crowe et al., 1984; Clegg, 1985;
Gadd et al., 1987; Hottiger et al., 1994). La trehalosa se
sintetiza a partir de la condensacién de glucosa 6-fosfato y
UDP-glucosa para formar trehalosa 6-fosfato, en una reac-
cién catalizada por la trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS;
E.C.2.4.1.15); posteriormente, una trehalosa 6-fosfato
fosfatasa (TPP; E.C. 3.1.3.12) defosforila a la trehalosa
(Cabib y Leloir, 1958).
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Durante una sequia extrema la trehalosa (a-D-
glucopiranosil-1,1-a-D-glucopirandsido) puede tener un
efecto protector sobre las enzimas y membranas celulares,
al evitar su desnaturalizaciéon (Crowe et al., 1984; Clegg,
1985; Crowe et al., 1998). El mecanismo por el cual este
disacérido estabiliza las membranas se ha tratado de expli-
car a través de dos hipdtesis: por remplazamiento de agua
y por vitrificacion (Burke, 1985; Crowe et al., 1998);
existen evidencias de que ambos mecanismos son necesa-
rios para explicar el papel de este disacarido (Crowe et
al., 1998).

La planta de resurreccidn, Selaginella lepidophylla
(Hook y Grev.), nativa del desierto Chihuahuense y distri-
buida desde Texas a varios estados de México, es una es-
pecie resistente a la desecacién (Adams et al., 1990). Es
reconocida su habilidad para secarse completamente y so-
brevivir durante largos periodos en estado deshidratado.

Se postula que las plantas de S. lepidophylla pueden
sobrevivir ciclos de deshidratacion-hidratacién-
deshidrataciéon debido a que acumulan trehalosa, la cual
protege a las membranas celulares a través de la interac-
cion de los grupos OH de las proteinas y de las cabezas
polares de los lipidos que forman las membranas, de
acuerdo con la teoria del remplazamiento de agua por tre-
halosa (Adams et al., 1990; Crowe et al., 1998). Adams et
al. (1990) encontraron concentraciones de trehalosa que
varian entre 71 a 106 mg g'ps en hojas de esta especie.

La acumulacién de trehalosa en plantas s6lo ha sido re-
portada en las plantas de resurreccidn (S. lepidophylla) y
en Myrothamnus flabellifolia (Adams et al., 1990; Drenan
et al., 1993). En plantas superiores no se ha detectado
acumulacion de trehalosa; sin embargo, se ha reportado la
presencia de los genes que codifican para las enzimas de
sintesis de trehalosa (Blazquez er al,. 1998; Goddijn y
Smeekens, 1998). Una posible explicacion para la falta de
acumulacién de trehalosa en plantas que contienen los ge-
nes y por tanto las enzimas de sintesis, es la alta actividad
de trehalasa (enzima que la hidroliza), propuesta por God-
dijn y Smeekens (1998).

Se han realizado varios estudios en S. lepidophylla para
entender los mecanismos que le permiten reasumir su ac-
tividad fisiolégica después de haber estado en un estado
completamente deshidratado (Eickmeier, 1987; Harten y
Eickmeier, 1986; Platt er al., 1994; Scott, 2000). Segin
Platt et al. (1994), las hojas de plantas secas de S. lepi-
dophylla, mantienen la configuracion e integridad estructu-
ral de sus membranas y organelos. Harten y Eickmeier
(1986) reportaron que 10 enzimas involucradas en el meta-
bolismo de carbohidratos, conservan un nivel de actividad
de aproximadamente 74 % en plantas secas de la misma

18

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 27 (1), 2004

especie. Pero ain no se tienen definidos todos los pasos
involucrados en el mecanismo que permite a las plantas de
resurreccién reactivar exitosamente todos sus procesos
bioquimicos y fisiolégicos al entrar en contacto con el
agua.

Los cambios en el volumen celular afectan las reaccio-
nes bioquimicas de las células vegetales (Kaiser, 1982).
Un parametro indirecto para determinar cambios en el vo-
lumen celular y el estatus hidrico de las plantas es el Con-
tenido Relativo de Agua (CRA) (Slavik, 1974). En este
trabajo se investigd el efecto de la hidratacién y deshidra-
tacién sobre la actividad de la enzima trehalosa 6-fosfato
sintasa y los niveles de trehalosa, y su correlacién con el
CRA de plantas de S. lepidophylla durante la toma y pér-
dida de agua.

MATERIALES Y METODOS
Tratamiento de hidratacién y deshidratacion

Las plantas de S. lepidophylla (Hook & Grev. Spring)
se colectaron en estado seco en la region arida del estado
de Morelos. Todas las plantas se colectaron secas con un
desarrollo similar y se almacenaron en el laboratorio a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad.

Posteriormente se colocaron en un recipiente con agua
destilada durante 48 h, en fotoperiodo de 10/12 h de
luz/oscuridad. Se usaron tres plantas en cada una de las
mediciones que se hicieron a 0, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h de
iniciada la hidratacién. Adema4s, plantas totalmente hidra-
tadas se sometieron a deshidratacién retirdndoles el agua,
en las mismas condiciones de fotoperiodo descritas arriba
y a 25 °C; en ellas se hicieron mediciones a las 0, 2, 4, 8,
12 y 24 h, en tres plantas por muestreo.

Estado hidrico de la hoja

El contenido relativo de agua (CRA) de las plantas se
determind en cada uno de los periodos de rehidratacion y
desecacion. Para la medicion se tom6 1 g de hojas de cada
uno de los tratamientos (peso fresco), luego se hidratd por
12 h en una caja petri que contenia tiras de hule espuma
himedas, y se selld cada caja con parafilm para saturar el
aire dentro de la caja. Al final de las 12 h, se pes6 nueva-
mente el tejido (peso turgente), y se llevo a sequedad en un
horno a 40 °C hasta alcanzar peso seco constante (peso se-
co) (Slavik, 1974). La férmula empleada para calcular el
CRA fue (peso fresco — peso seco/ peso turgente — peso
seco) x 100 (Slavik, 1974). Cada determinacién se llevd a
cabo por triplicado.
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El potencial hidrico de las plantas en cada tratamiento
se evalué con una bomba de presion, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Scholander pump. Corvallis,
Oregon. EE.UU.). De forma general el procedimiento
consistié en cortar una seccién de la parte interna de la
planta, que se colocd en la parte media de un tapén de hule
previamente horadado. Este tap6n se ensambl6 en la cAma-
ra de presion y se aplicd N2 gaseoso hasta que emergi6 la
primera gota de agua del peciolo de la muestra; se registrd
la presién necesaria para lograr tal efecto. Cada determi-
nacion se llevd a cabo por triplicado.

Extracto enzimético

Veinte gramos de tejido vegetal se homogeneizaron
con amortiguador Trizma 0.1 M, pH 8.0, el cual contenia
PMSF 1 mM, 0.5 uL mL" de una mezcla de inhibidores
de proteasas (v/v) (AEBSF, PMSF, bestatina, pestatina A,
leupeptina, 1, 10-fenantrolina), MgCl. 12.5 mM, -
mercaptoetanol 2 mM (amortiguador A) en una relacion
1:2 (p/v). El extracto se filtr6 a través de seis capas de ga-
sa y se centrifugd a 48 400 g por 1 h a 4 °C. El sobrena-
dante se llevo a 35 % de saturacion con sulfato de amonio
s6lido y se centrifugd a 35 000 g por 15 min a 4 °C. El
sobrenadante se llevo a 75 % de saturacion y se centrifugd
como se describié anteriormente.

El precipitado del paso anterior, se resuspendid en el
amortiguador A y se desald por cromatografia de exclusiéon
molecular mediante una matriz de Sephadex G-75, pre-
viamente equilibrada con un amortiguador Trizma 0.01 M,
pH 8.0, el cual contenia PMSF 1 mM, MgCl. 5 mM, f-
mercaptoetanol 2 mM (amortiguador B). La proteina se
eluyd con el amortiguador B.

Ensayo de actividad enzimatica

La actividad de la Trehalosa 6-fosfato sintasa se cuanti-
ficé por la formaciéon de UDP, mediante un ensayo aco-
plado como describen Hottiger er al. (1987), al ir regis-
trando espectrofotométricamente el cambio de absorbancia
a 340 nm.

La mezcla de ensayo de la primera reaccién contenia
HEPES-KOH 0.05 M, pH 7.1, UDP-glucosa 5 mM, glu-
cosa 6-fosfato 10 mM, MgCL: 12.5 mM, extracto enzima-
tico (5 pg de proteina) en un volumen final de 0.4 mL. Se
hicieron dos controles negativos, uno sin UDP-glucosa y el
otro sin glucosa 6-fosfato. La mezcla se incubd a 35 °C
por 30 min y la reaccién se detuvo por calentamiento de la
mezcla de reaccion a 100 °C por 5 min. Enseguida las
muestras se almacenaron en hielo por 10 min y se centri-
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fugaron a 2000 g, se tomo el sobrenadante para la segunda
reaccion.

La segunda reaccion se llevo a cabo en una mezcla de
reaccion con amortiguador HEPES-KOH 0.14 M, pH 7.6,
fosfoenol piruvato 2 mM, NADH 0.3 mM, lactico des-
hidrogenasa (5 U), piruvato cinasa (5U) y 100 pL del ex-
tracto enzimatico de la primera reaccién, en un volumen
final de 0.5 mL. La reaccién fue iniciada con la adicioén de
piruvato cinasa. Una unidad de actividad es igual a 1 pumol
de NADH oxidado por minuto por mililitro. Cada medi-
cién se realizé por triplicado.

Determinacion de proteina

La concentracién de proteina se determiné por el método
de Bradford, con albiimina de suero bovino como estindar
(Bradford, 1976).

Contenido de trehalosa

Para cuantificar la trehalosa se usaron 2.5 g de hoja de
cada tratamiento, que se homogeneizaron en 15 mL de
agua o de etanol 80 % (p/v) y se incubaron a 50 °C por 8
h. A continuacion los extractos se centrifugaron a 15 000 g
por 30 min, los sobrenadantes se decantaron y se guarda-
ron a 4 °C para luego determinar su concentracion de tre-
halosa. Para cuantificar la trehalosa se inyectaron 10 pL
del extracto a una columna Supelcosil LC-NH2 5 ym (4.6
mm X 25 cm) acoplada a un cromatégrafo liquido de alta
resolucién. Se utilizd una fase mdvil de acetonitrilo-agua
(80/20) a un flujo de 1.0 mL min, y un refractémetro di-
ferencial (RI) modelo 350, en una estacion de trabajo Star
version 5.51 (Varian Associates, Inc.).

La determinacién cuantitativa se hizo por comparacién
de tres andlisis sucesivos en cada uno de los extractos y la
mezcla de estindares de los azicares fructosa, glucosa,
sacarosa (40 mg mL™") y trehalosa (20 mg mL™).

RESULTADOS Y DISCUSION

El CRA de las plantas totalmente secas fue de 3.2 %, y
durante el proceso de rehidratacion se incrementé rapida-
mente a 93 % a las 10 h (Figura 1). El potencial hidrico de
las plantas totalmente secas no pudo ser determinado con
la bomba de presion utilizada en este estudio, cuyo limite
maximo es de -10 MPa. A las 5 h de hidratacion, el po-
tencial hidrico de la planta fue -4.4 MPa; este valor se
increment6 a -0.3 MPa a las 10 h de hidratacién (Figura
1). Luego, tanto el CRA como el potencial hidrico se
mantuvieron constantes hasta las 24 h de hidratacion.
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Figura 1. Efecto de la toma de agua sobre el contenido relativo de agua y
el potencial hidrico foliar en plantas de Selaginella lepidophylla (Medias
+SE; n = 3).

Al desecar por 24 h a las plantas rehidratadas, el CRA
decreci6 gradualmente desde 94 a 4.8 % (Figura 2), mien-
tras que el potencial hidrico descendié -0.03 MPa a -3.5
MPa en 18 h (Figura 2). Después de 18 h de desecacion el
potencial hidrico no pudo ser determinado.
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Figura 2. Efecto de la pérdida de agua sobre el contenido relativo de

agua y el potencial hidrico foliar en plantas de Selaginella lepidophylla
(Medias +SE; n = 3).

A la fecha no se ha publicado el potencial hidrico que
presentan las plantas de resurreccién totalmente deshidra-
tadas. De los datos de esta investigacion se infiere que di-
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cho potencial debe ser extremadamente bajo, muy inferior
al limite maximo de la bomba de presién utilizada en este
trabajo. Sin embargo, el contenido relativo de agua fue
una herramienta muy util para poder determinar el estado
hidrico de las plantas totalmente deshidratadas.

Segun Eickmeier (1987), las plantas de S. lepidophylla
pierden casi toda su agua en 24 h, proceso que lo definié
como una cinética de deshidratacién rapida. Nuestros re-
sultados comprueban lo reportado por Eickmeier (Figura
2), y ademés muestra que la cinética de hidratacién de la
planta (Figura 1) es mas rapida que la cinética de des-
hidratacion.

La actividad de trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS) y la
concentracion de trehalosa se determinaron a 0, 1, 2, 4, 8,
12, y 24 h de tratamiento de hidratacién. Las plantas to-
talmente secas (0 h) tuvieron una actividad de TPS de
0.023 U mg™* proteina, la cual aument6 hasta 0.135 U mg™
proteina (581 %) después de 2 h de hidratacion y con un
CRA de 22 % (Figura 3); a este CRA las hojas més inter-
nas de la planta muestran un color verde intenso. Confor-
me aumentd el CRA, la actividad de la enzima disminuyd
a los niveles observados a la primera hora de hidratacién
(Figura 3). A las 24 h de tratamiento, la actividad fue de
0.08 U mg"' proteina, que es superior en 394 % a la de la
planta seca (Figura 3), pero es apenas 50 % de la actividad
encontrada a las 2 h de hidratacion.
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Figura 3. Efecto de la toma de agua sobre la actividad de trehalosa 6-
fosfato sintasa (cada punto representa la media de tres mediciones) y el
contenido de trehalosa en plantas de Selaginella lepidophylla (Medias +
SE; n = 3).

En un estudio previo, Harten y Eickmeier (1986) re-
portaron la conservacion de la actividad en 10 enzimas in-
volucradas en el metabolismo de carbohidratos en plantas
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de S. lepidophylla totalmente deshidratadas. Dichos auto-
res no midieron la actividad de TPS, que en este trabajo se
muestra que también conserva actividad en plantas des-
hidratadas (Figura 2). Estos datos en conjunto sugieren que
las plantas secas de S. lepidophylla conservan varias de sus
actividades enzimaticas, lo que les permite recobrar rapi-
damente su actividad fisioldgica en cuanto el agua se en-
cuentra disponible nuevamente.

La concentracién de trehalosa en las plantas totalmente
secas fue de 11.85 mg g ps, la cual aumentd hasta alcan-
zar un maximo de 53 mg g'ps a las 8 h de hidratacion
(CRA = 70 %). Al final del tratamiento (24 h) la concen-
tracion de trehalosa en las plantas totalmente hidratadas
disminuy6 a 34 mg g'ps (Figura 3). El aumento en la acti-
vidad de TPS y la concentracién de trehalosa a un CRA
tan bajo (Figura 3) se puede explicar con base en la nece-
sidad de la célula de proteger su integridad, principalmente
la membranal, durante la hidratacion. Esta hipdtesis es
apoyada por los estudios de Platt e al. (1994), quienes re-
portaron que hojas deshidratadas de S. lepidophylla pre-
sentan una organizacion intacta de la bicapa membranal, la
cual también debe conservarse a lo largo del proceso de
hidratacion.

Una concentraciéon mayor de trehalosa en plantas de S.
lepidophylla hidratadas, en comparacién con plantas secas,
también fue reportada por Adams er al. (1990). Es posible
postular que debido a que las plantas de resurreccion en
condiciones naturales estin sujeta a periodos muy cortos de
hidratacion intensa y a periodos de deshidratacién largos y
lentos, sintetizan y almacenan trehalosa con el fin de estar
preparadas para un proceso de deshidratacion. Otra posibi-
lidad es que en condiciones de dptima disponibilidad de
agua, la TPS o sus productos trehalosa o trehalosa 6-
fosfato estén jugando un papel importante en la regulacién
del metabolismo de carbohidratos, como ha sido propuesto
para levaduras (Miiller, 2001; Leyman et al., 2001).

Durante el tratamiento de deshidratacion se cuantifico
la actividad de TPS y la concentracién de trehalosa a las 0,
2,4, 8, 12, y 24 h. La actividad de TPS en la planta to-
talmente hidratada fue de 0.081 U mg" proteina, la cual
disminuyé dramaticamente en las primeras 2 h de des-
hidratacién a 0.024 U mg” proteina (Figura 4). Poste-
riormente, a las 8 h de desecacién con un CRA de 52 %,
la enzima alcanzé una actividad méaxima de 0.068 U mg™*
proteina (Figura 4). A mayor grado de pérdida de agua la
actividad de TPS disminuy6 hasta 0.01 U mg" proteina a
las 24 h de deshidratacion.
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Figura 4. Efecto de la pérdida de agua sobre la actividad de trehalosa 6-
fosfato sintasa (cada punto representa la media de tres mediciones) y el
contenido de trehalosa en plantas de Selaginella lepidophylla (Medias +
SE; n = 3).

En cambio, la concentracién de trehalosa aumentd du-
rante la deshidratacion, al pasar de 10.2 mg g' ps en
plantas totalmente hidratadas a 50.4 mg g'ps a las 8 h de
deshidratacion, con un CRA de 52 % (Figura 4); luego se
observé un descenso en el contenido de trehalosa al dismi-
nuir la actividad de TPS y aumentar la pérdida de agua del
tejido (Figura 4).

A las 8 h de deshidratacion, las plantas tenfan un CRA
de 52 % y un potencial hidrico de -1.8 MPa. En este esta-
do hidrico las células vegetales deben tener un cambio sig-
nificativo en el volumen celular y probablemente estén
llevando a cabo cambios metabdlicos para responder a la
pérdida de agua. En este punto la trehalosa puede estar
desempefiando un papel importante en la proteccion de las
proteinas y lipidos contra la desecacion (Clegg, 1985;
Gadd er al., 1987; Hottiger et al., 1994). Esta capacidad
de respuesta de S. lepidophylla, a través de la sintesis de
trehalosa, es lo que ha llevado a algunos autores a propo-
ner que estas plantas pueden sobrevivir ciclos de deshidra-
tacidn-hidratacion-deshidratacion (Adams et al., 1990).

A las 24 h de deshidratacion la actividad de la enzima
disminuy6 a 0.02 U mg™' proteina, mientras que la concen-
tracién de trehalosa bajé a 36.29 mg g’ ps (Figura 4); en
este momento las plantas tenfan un CRA del 4.8 % y se
observaban totalmente secas. Es interesante que las plantas
totalmente secas conservaran la actividad de la TPS y co-
rrelaciona perfectamente con lo reportado por Harten y
Eickmeier (1986), quienes observaron que plantas secas de
S. lepidophylla conservan 10 enzimas involucradas en el
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metabolismo de carbohidratos, con 74 % de actividad. De
igual forma, nuestros datos coinciden con lo publicado por
Adams et al. (1990), quienes reportaron que las plantas
hidratadas de S. lepidophylla acumulan concentraciones de
trehalosa superiores a las de las plantas secas.

A pesar de que se considera que la acumulacién de tre-
halosa es una respuesta a estrés hidrico, recientemente se
ha propuesto que este disacarido pudiera estar involucrado
en el metabolismo de carbohidratos (Thevelein y Hoh-
mann, 1995), lo que explicaria en parte la acumulacién de
trehalosa en plantas no estresadas. Dado que S. lepidophy-
lla crece en un medio ambiente desértico, la acumulacion
de trehalosa en plantas no estresadas pudiera ser un meca-
nismo que le permita adaptarse rapidamente a la deseca-
cion.

CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo en el cual se estudia el efecto
del estatus hidrico de la planta Selaginella lepidophylla y
su relacion con la via de sintesis de trehalosa, a través de
la actividad de trehalosa 6-fosfato sintasa y la acumulacion
de trehalosa. El contenido relativo de agua mostré ser un
pardmetro adecuado para determinar el estado hidrico de
plantas con un potencial hidrico igual o menor a -10 MPa.
La cinética de toma de agua de las plantas fue mas rapida
que la cinética de deshidratacién. La actividad de TPS y la
concentraciéon de trehalosa varian en funcién del estatus
hidrico de la planta. Las plantas totalmente secas y las to-
talmente hidratadas presentan actividad de TPS (0.023 y
0.081 U mg"! proteina, respectivamente). Sin embargo, la
méxima actividad enzimética (0.135 U mg’ proteina) se
observa a CRA bajos (10 %). Finalmente, las plantas to-
talmente hidratadas acumulan mas trehalosa que las total-
mente secas (34 y 11.85 mg g ps, respectivamente).
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