DETERMINACION DEL ACIDO ABSCISICO EN PAPA
(Solanum sp.) COMO RESPUESTA A BAJAS TEMPERATURAS

Abscisic acid determination in potato (Solanum sp.) as a response to low temperature
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RESUMEN

En Colombia, existen importantes dreas con amplio potencial
agricola, las cuales presentan restricciones ambientales para su
utilizacioén durante determinadas épocas del afio, a causa de las
heladas que provocan las bajas temperaturas. Este es el caso
del Altiplano Cundiboyasence, en el cual el fenomeno en men-
cidn afecta, drasticamente, los cultivos hasta ocasionar dismi-
nucién del rendimiento o perdidas totales. El presente trabajo
tuvo como finalidad detectar la presencia de Acido Abscisico
(ABA) en las siguientes variedades de papa de la especie
Solanum sp.: ‘Capiro’, ‘Unica’, ‘Chitaga’, ‘Morita’, ‘Pastusa’,

‘ICA-Zipa’ y ‘Nativa’ (silvestre). El analisis se hizo en el estadio

de prefloracion bajo condiciones de temperatura ambiente
(~20°C) y expuestas a una simulacion de helada (-4°C). Para la
extraccion de ABA, se recolectaron hojas del tercio superior de
la planta y se sometieron a extraccion Liquido-Liquido y, para
su cuantificacion, se utilizo el bioensayo de la inhibicién del
coleoptilo de trigo (Triticun tensa vulgare L.), el cual se realizé
por cromatografia de capa fina. Entre las variedades estudiadas,
se obtuvieron dos grupos de respuesta: susceptibles y toleran-
tes, las cuales estan asociadas con la posible ausencia o pre-
sencia de ABA. En las variedades ‘ICA-Zipa’ y ‘Chitagd’ no se
detectd la presencia de ABA, como tampoco, se observd tole-
rancia a las bajas temperaturas. En las variedades ‘Capiro’,
‘Pastusa’, ‘Nativa’, ‘Unica’ y ‘Morita’, se observd mayor tole-
rancia a las bajas temperaturas.
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SUMMARY

There are many important geographical areas in Colombia with
a high agricultural potential. They have environmental
constrains, however, to be used in certain periods during the
year because of the low temperature. This happens in the
Cundiboyasence plateau, in which, this phenomenon affects
dramatically the growing of potato crops up to the point of
causing a decrease in production or total loss. The purpose of
this trial was to determine the presence of ABA in the following
varieties of Solanum sp.: ‘Capiro’, ‘Unica’, ‘Chitaga’, ‘Morita’,
‘Pastusa’, ‘ICA-Zipa’ and ‘Nativa’. The analysis was carried
out in the pre-flowering period under an average environmental
temperature of 20°C and exposed to simulated freezing
conditions of -4°C. For the ABA extraction, leaves were

collected, and subjected to liquid-liquid extraction and to thin
layer chromatography technique. For the quantification, the
length inhibition of wheat coleoptile (Triticum tensa vilgare
L.) bioassay was used. In the study there were two kinds of
response: susceptible and tolerant varieties. The varieties
‘ICA-Zipa’ and ‘Chitagd’ form the first group in which tolerance
to frost stress was not observed. The varieties of the second
group: ‘Capiro’, ‘Pastusa’, ‘Nativa’, ‘Unica’ and ‘Morita’
showed tolerance to low temperature.
Key Words: Frost, ABA, chromatography, bioassay.

INTRODUCCION

En Suramérica, el cultivo de papa se originé en la Cuenca del Lago
Titicaca (3.810 msnm), pero, aun, se desconoce su antigiiedad.
Actualmente, la papa se cultiva para obtener el maximo rendi-
miento de tubérculos de alta calidad, es decir, con el objetivo final
de producir tubérculos con el mayor contenido de masa seca
(carbohidratos), depositada, en forma de almidén, el cual repre-
senta de 70 a 85% del peso del tubérculo.

La papa es uno de los alimentos mas importantes en el mundo
y es un producto de consumo doméstico en los paises producto-
res. En Colombia, la papa es el principal cultivo de produccion de
clima frio, ubicado en la region Andina entre los 2000 y 3200
metros de altitud, la cual corresponde a los altiplanos frios y a los
paramos localizados, principalmente, en los departamentos de
Cundinamarca, Boyacé, Narifio y Antioquia. En estas regiones,
las bajas temperaturas son uno de los factores limitantes. Ade-
mas de la exclusion de extensas areas para uso agricola, cuando
se presenta el fendmeno de la helada éste ocasiona pérdidas par-
ciales o totales de las cosechas.

Entre los grupos de hormonas vegetales mas estudiados
en cuanto a estrés por enfriamiento se refiere, se encuentran el
etileno y el acido abscisico (ABA); este ultimo es una
fitohormona que pertenece a los sesquiterpenoides de 15 car-
bonos, sintetizado por dos vias, una directa que parte del 4ci-
do mevalénico, la cual implica la ciclacién y oxidacion de un
precursor de C ; para formar al ABA (Davies, 1995). En la ma-
yoria de las plantas superiores (quizas, en todas) la biosintesis
del ABA se realiza, por via indirecta, o sea, por degradacién de
algunos carotenoides (C, ) presentes en plastidios. En la parte
aérea, los cloroplastos contienen los carotenoides de los cua-
les se forma el ABA, mientras que en raices, frutos, embriones
de semilla y otras partes del vegetal, los precursores del ABA
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se encuentran en otros plastidios (Zeervaart y Creelman, 1988;
Azcon-Bieto y Talon, 1993). Como, en las demas fitohormonas,
la respuesta a ABA depende de su concentracion en el tejido,
asi como de la sensibilidad de éste a la hormona. Los procesos
de sintesis, catabolismo, compartimentacion y transporte con-
tribuyen a la concentracion de la hormona activa en el tejido,
en un determinado estadio de desarrollo de la planta (Taiz y
Zeiger, 1998). Los efectos que produce el ABA en las plantas
son: regulacién y apertura estomatica, latencia en yemas y
semillas, inhibicion de las sintesis de RNA y proteinas e inhi-
biciéon de muchas partes de la planta (coleoptilos, radiculas,
hojas, raices, etc).

Las hormonas vegetales se encuentran en concentraciones
muy bajas en las plantas y se caracterizan por poseer un bajo
peso molecular. Entre las propiedades conocidas del ABA, la
dispersion rotatoria (Cornforth er al., 1965) y la
espectropolarimetria (Milborrow, 1967) resultan utiles para su
identificacion en muestras vegetales con bajo contenido de
ABA. Para su separacion y cuantificacion, segun Florez (1997),
se utilizan técnicas que en orden creciente de eficiencia son los
bioensayos (Ohkuma et al., 1963; Addicott et al.,1964; Larque
Saavedra, 1975 y Rodriguez et al., 1997), la cromatografia en sus
diferentes modalidades y, en particular, la Cromatografia liquida
de Alta Eficiencia (HPLC), siendo la mas recomendada (During,
1977; Durley et al., 1978), los inmunoensayos “Enzyme Likend
ImmunoSorbent Assay” (ELISA) (Weiler, 1984 y Gutierrez, 1994),
y los radioinmunoensayos (RIA) (Weiler, 1979).

La induccidn de la sintesis de ABA es considerada como
una adaptacién al estrés por frio. En algunas localidades, el
cultivo de la papa esta expuesto a un estrés por enfriamiento,
debido a las bajas temperaturas que producen las heladas, las
cuales provocan dafios en la planta, presentandose una flacidez
en las hojas, debido a la infiltracion del espacio intracelular con
liquido y la pérdida de turgencia. Algunas variedades son resis-
tentes al frio, es decir, sobreviven a temperaturas de
congelamiento inferiores a —4°C. Aunque muchas especies de
papa pueden sobrevivir a varios grados bajo cero, aquéllas que
mueren a temperaturas de congelamiento inferiores a —4°C son
consideradas sensibles al frio.

El presente trabajo se realizd con la finalidad de determinar
cuales variedades de papa (Solanum sp.), de las sometidas a es-
tudio, son tolerantes o susceptibles a bajas temperaturas, simu-
lando una helada a —4°C y realizando, posteriormente, la extrac-
cidn y cuantificacion de ABA en plantas de estas variedades.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd, bajo condiciones de casa de malla, en el
Centro de Investigaciones de Tibaitata, CORPOICA, ubicado en
el municipio de Mosquera (Cundinamarca) a 2550 msnm, con tem-
peratura promedio anual de 14°C, 657mm anuales de precipitacion
pluvial, 9 horas de brillo solar de promedio diario y una humedad
relativa del 80%. Su ubicacion geografica es de 4° 42’ latitud norte
y 72° 12’ longitud oeste.

Material vegetal

Para la extraccidén de ABA, se utilizaron extractos foliares de
las siguientes variedades de papa (Solanum sp.): ‘Morita’,
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‘Capiro’, ‘Nativa’ (silvestre), ‘Patusa’, ‘ICA-Zipa’, ‘Chitagd’ y
‘Unica’. Para el bioensayo, se utilizaron semillas de trigo (Triticum
tensa vulgare L.). Tanto los tubérculos de las variedades de papa,
como las semillas de trigo utilizadas, fueron suministrados por la
coleccion de CORPOICA de Tibaitata.

Quimicos y equipos

(t)Acido Abscisico (ABA) Sigma, metanol 80%,
polivinilpirrolidina (PVP), acido sulfurico 3N (H,SO,), hidroéxi-
do de sodio IN (NaOH), acetato de plomo (COOHPbD), acetato
de etilo (HCOOCH,CH,), hidroxitoluenobutilado (BTH), solu-
cion tampon fosfato pH 8, acido acético (COOH), silica gel G-
60, isopropanol, amoniaco (NH,), hipoclorito de sodio y agua
destilada.

Para la simulacion de la helada, se utilizo un fitotrén marca
Convirdn.

Metodologia

En el método empleado para la extraccidon del ABA en el pre-
sente trabajo, se tuvieron en cuenta las técnicas utilizadas por
varios autores (Milborrow y Mallaby, 1975; Dathe y Semddner,
1978; Glenm y Kuo, 1972; Passos, 1992; Florez y Pereira, 1997 y
Rodriguez et al., 1997), lo mismo que para su cuantificacion por
medio del bioensayo de la inhibicion del coledptilo de trigo
(Triticum tensa Vulgare L.) (Passos, 1992; Rodriguez et al., 1997 y
Florez y Pereira, 1997), en tejido vegetal de plantas de Solanum
tuberosum L. a temperatura ambiente (~20°C) y sometidas a una
simulacion de helada (-4°C).

Extraccion y cuantificacion

Para detectar la presencia de sustancias con actividad
inhibitoria, como el ABA, se recolectaron 5g de masa fresca de
hojas del tercio medio de cada una de las plantas en estadio de
prefloracion. Los extractos foliares se separaron por extraccion
liquido-liquido y por cromatografia de capa fina, sometiéndolos,
posteriormente, al bioensayo de la inhibicion en la enlogacion del
coledptilo de trigo (Triticum tensa vulgare L..).

El material vegetal se macero con ayuda de mortero y pistilo,
agregando nitrogeno liquido. Enseguida, la muestra macerada se
coloco en un erlenmeyer con MeOH 80% acidificado (0,5% acido
acético) mas BTH (40mg/L), en la proporcion de Sg de masa fres-
ca: 20mL de solucién. La muestra se coloco en oscuridad y se
agitd durante 24h a 4°C, se concentro6 en rotavapor, a temperatura
inferior a 40°C, hasta la evaporacién del metanol. Se retomé a
volumen conocido con solucion tampédn fosfato pH 8, se lavo
tres veces con una solucion de acetato de plomo al 4% y 4cido
acético al 0,5% y se filtré en cada lavado. Al filtrado obtenido, se
le adicioné PVP 50mg/mL de volumen original de la muestra y se
filtré nuevamente. La solucion obtenida se ajust6 a un pH 2,5-3,0
con acido clorhidrico o acido sulfiirico 3N y se procedid a lavar la
muestra tres veces con acetato de etilo, ester dietilico o clorofor-
mo y se recolectd la fraccion organica. Por iltimo, el extracto se
concentrd hasta sequedad y se retomé a volumen conocido (2mL).

Para realizar el bioensayo de la inhibicion del coledptilo
de trigo (Triticum tensa vulgare L.) en cada una de las varie-
dades, con los extractos obtenidos con la metodologia ante-
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riormente descrita, se seleccionaron semillas de trigo por ta-
mafio estandar y en buenas condiciones fitosanitarias. A con-
tinuacién, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10%
durante 15 minutos y se lavaron cinco veces con agua desti-
lada. El extracto se corri6 en una placa de vidrio previamente
preparada con 0,5mm de espesor de silica gel G-60 (20g
silica:80mL agua) y activada a 110°C durante una hora. Una
vez aplicado el extracto en la placa, ésta se colocd en una
cuba cromatografica saturada, teniendo como fase movil
isopropanol con amonidco y agua (6:2:12 v/v). Después de la
evaporacion de los solventes, la placa se dividid en cuatro
columnas (repeticiones) y en diez filas, las cuales correspon-
den a los Rfs 0,1 a 1,0. En cada uno de los Rfs con su repeti-
cion correspondiente, se rasp6 la silica de la placa y se colo-
cd en una caja de petri de 8cm de diametro, se pulverizé uni-
formemente, se cubri6 con papel filtro No.1 y se adicionaron
4mL de agua destilada.

Para los tratamientos blanco y patron, se tomaron ocho partes
iguales: cuatro para el blanco y cuatro para el patrén. Para el
tratamiento blanco, solamente, se adiciono agua destilada y, para
el patrén, se adiciond ABA 107 M; después de media hora, se
procedié al montaje del bioensayo. Se colocaron 10 semillas de
trigo por caja de petri, las cuales se dejaron a temperatura ambien-
te y en oscuridad.

La cuantificacion de la fitohormona se realizé mediante una
curva de calibracion de ABA (figura 1). Para esta curva, se tuvie-
ron en cuenta las concentraciones entre 20mg y 100mg a interva-
los de 20mg, tres repeticiones y la longitud del coledptilo de trigo.
Las mediciones de la longitud del coleodptilo, tanto para el
bioensayo, como para la curva de calibracidn, se realizaron en
tres muestreos (24h, 48h y 72h) y las muestras se compararon
estadisticamente con el blanco y el patrén.

R =-0.83107

Y =3.77613 +-0.04486X

Longitud del coledptilo de trigo gmim)

L 1 1

0 20 40 60 80 100
Concentracién de ABA [umoles)

Figura . Regresion lincal de la curva patrén de ABA, para su determinacion
en las sicte variedades de papa (Solanum sp.), antes y después de la simulacion
de la helada.
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Analisis estadistico

El disefio estadistico utilizado fue completamente al azar. Se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) entre tratamientos y
muestreos y se aplico la prueba de comparacion de Tukey al 5%
de probabilidad, utilizando el programa SAS (Statystical Analysis
System). Cada bioensayo (experimento) consté de 12 tratamien-
tos con cuatro repeticiones y tres muestreos (24h, 48h y 72h) por
variedad, para antes y después de la simulacion de la helada. La
variable en estudio es la inhibicion de crecimiento del coleoptilo
de trigo, para la determinacion de la concentracion de ABA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta los promedios obtenidos entre los muestreos,
en la prueba de Tukey se observé que el mejor muestreo fue a las
72h (tercer muestreo), tanto antes, como después de la simula-
cion de la helada, observandose las diferencias minimas signifi-
cativas (DMS) entre muestreos; por esta razon, se presentan los
resultados correspondientes a las 72h. Se elaboraron graficas con
los porcentajes promedios de la inhibicién del coleoptilo de trigo
en relacion con los Rfs. En las graficas, podemos observar que,
por encima del blanco (100%) y hasta la linea superior del DMS,
corresponden los picos de promocidn no significativos y, por
encima de éste, corresponde a los picos de promocion significati-
vos. Por debajo del blanco y hasta la linea inferior del DMS, co-
rresponden a los picos de inhibicién no significativos y por deba-
jo de éste se encuentran los picos de inhibicion significativos,
que se pueden comparar con el patron ABA (10°M).

Variedades Susceptibles

La variedad ‘Chitaga’, antes de la simulacion de la helada {fi-
gura 2A), presenta una tendencia muy parecida al blanco, con
ausencia de picos significativos de promocién o de inhibicién.
Para la misma variedad, después de la helada (figura 2B), se pre-
sentd un pico promotor significativo en el Rf 0,1 con un porcenta-
je de 150% y, de forma semejante, a antes de la simulacion de la
helada, no se presentaron picos de inhibicion significativos, rati-
ficando, asi, la ausencia de algin compuesto inhibitorio.

Para la variedad ‘ICA-Zipa’, antes de la helada (figura 2A), se
presentan picos promotores significativos, con el mayor porcen-
taje de promocién (272,5%) en el Rf 0,6. Después de la helada, no
se observan picos de promocion ni de inhibicién significativos
(figura 2B), lo cual indica, también, que, en esta variedad, se pre-
senta ausencia de ABA con respecto al blanco.

Por la técnica utilizada, no se detecté la presencia de sustan-
cias inhibitoras en las variedades ‘Chitagd’ e ‘ICA-Zipa’. Entre
estas sustancias, se destaca el ABA, el cual promueve la sintesis
de compuestos asociados con el ajuste osmético y, por consi-
guiente, la planta carece de defensas contra los diferentes tipos
de estrés ambientales, tales como el ocasionado por las bajas
temperaturas (Davies, 1995). Experimentalmente, se observo que
estas variedades murieron después de haber sido sometidas al
estrés ocasionado por la simulacion de la helada. La muerte en las
plantas como respuesta al estrés por enfriamiento esta relaciona-
da con los cambios que experimentan las membranas cuando res-
ponden al frio. A medida que disminuye la temperatura de las
plantas que son sensibles al enfriamiento, los lipidos de las mem-
branas celulares se solidifican (se cristalizan) a una temperatura
critica que esta determinada por la proporcion que guarda entre
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Figura 2. Inhibicion observada en la fraccion acida, por el bioensayo de la elongacion del coledptilo de trigo en extractos foliares de 5g de masa fresca de papa,

en estadio de prefloracion, en las variedades ‘Chitaga’ e ‘ICA-Zipa’.

A = Antes de la simulacion de la helada. B = Después de la simulacion de la helada

los 4cidos grasos saturados y los insaturados. Esta temperatura
critica causada en la fase de transicion que convierte el liquido en
cristales resulta ser equivalente a la temperatura que causa el
dafio generado por el enfriamiento. El aumento en la proporcion
de los 4cidos grasos insaturados o de la cantidad de esteroles
hace que la membrana siga funcionando a temperaturas bajas
(Salisbury, 1993).

Variedades tolerantes

En el extracto correspondiente a la variedad ‘Nativa’, antes de
la simulacion de la helada, no se observan picos de promocion, ni
de inhibicién significativos (figura 3A); entre tanto, en el
cromatograma obtenido después de la simulacién de la helada

(figura 3B), se presentan picos de inhibicion significativos entre
los Rfs 0,52 0,7 y 0,8 2 0,9, siendo el de mayor porcentaje de
inhibicion el Rf 0,5 a 0,6, con el 45 %, evidenciando la probable
presencia de un compuesto inhibidor estimulado por las bajas
temperaturas simuladas.

La variedad ‘Pastusa’ (figura 3A), pese a que presentd picos de
promocion significativos, no presento picos de inhibicion antes de
la helada; sin embargo, después de la simulacidon de la helada, se
observan picos de inhibicion significativos entre los Rfs 0,6 a 1,0
(figura 3B), con porcentajes de inhibicion entre 41,7% y 51,0%.
Evidenciandose, también para esta variedad, la presencia de sus-
tancias inhibitorias estimuladas por la simulacién de la helada.

Para los extractos de la variedad ‘Unica’ antes de la simula-
cion de la helada (figura 3 A), se observan picos de promocion
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Figura 3. Inhibicién observada en la fraccion acida, por el bioensayo de la clongacion del coledptilo de trigo en extractos foliares de Sg de masa fresca de papa,
en estadio de prefloracion, en las variedades ‘Nativa’ ‘Pastusa’ y ‘Unica’.
A = Antes de la simulacion de la helada. B = Después de la simulacidon de la helada
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Figura 4. Inhibicion observada en la fraccion acida, por el bioensayo de la elongacion del coledptilo de trigo en extractos foliares de 5g de masa fresca de papa,

en estadio de prefloracion, en las variedades ‘Capiro’ y ‘Morita’.

A = Antes de la simulacién de la helada. B = Después de la simulacién de la helada

significativos entre los Rfs 0,1 a 0,6, correspondientes a porcen-
tajes entre 305,8% a 336,2%. En tanto que, después de la helada
(figura 3B), se observan picos de inhibicién significativos entre
losRfs0,0a0,1;0,320,4;0,520,7y 0,82 1,0, indicando sintesis de
compuestos inhibidores después de producirse la simulacién de
la helada.

En la variedad ‘Capiro’, antes de la simulacion de la helada
(figura 4 A), no se presentan picos de inhibicidn significativos y
se observa un pico de promocion significativo en el Rf 0,4 a 0,5,
con un porcentaje del 134,9%. Después de la helada (figura 4B),
se evidencia un pico significativo de inhibicion entre los Rfs 0,8 a
0,9, con un porcentaje del 38,5%; indicando, también para esta

variedad, la sintesis de compuestos con actividad inhibitoria es-
pecifica para el bioensayo, como resultado del fendmeno de estrés
simulado.

La variedad ‘Morita’, antes de la helada (figura 4 A), no pre-
senta picos ni de promocién ni de inhibicién significativos. Sin
embargo, después de la simulacion de la helada (figura 4 B), pre-
senta un pico de inhibicidn significativo entre los Rfs 0,9 y 1,0,
con un porcentaje del 74,9%, inhibicion menor que la de las varie-
dades anteriores, pero indicando que hubo sintesis de compues-
tos inhibidores.

Las variedades tolerantes a la helada fueron las de mayor con-
centracidon de sustancias inhibidoras entre los Rfs 0,5 a 0,9
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(Harbone, 1984 y Saavedra, 1993), probablemente ABA, registra-
das de acuerdo con la curva de calibracién (figura 1). En orden
descendente son: ‘Capiro’, 75,93mM, en equivalentes de ABA
(Rf0,9); ‘Pastusa’, 68,35mM, en equivalentes de ABA (Rf0,8); y
‘Nativa’, 65,45mM, en equivalentes de ABA (Rf0,6). Estas varie-
dades, experimentalmente, volvieron a las condiciones optimas
inmediatamente después del estrés. Las variedades menos tole-
rantes fueron ‘Morita’ y ‘Unica’ con 64,78mM, en equivalentes
de ABA (Rf0,8) y 58,54mM, en equivalentes de ABA (Rf0,9),
respectivamente. Estas dos variedades, después de la simulacion
de la helada, volvieron a condiciones normales durante 15 dias,
muriendo poco después.

Por la especificidad de la extraccién (fraccion acida) y del
bioensayo de la inhibicion del coledptilo de trigo (Triticum tensa
vulgare L.), es posible asociar la actividad inhibitoria detectada
entre los Rfs 0,5 a 0,9, en cada una de las variedades, con la presen-
ciade ABA, ya que, seglin Harbone (1984), ésta es la region donde
se localiza el acido abscisico, en un sistema de cromatografia de
capa fina, similar al desarrollado en el presente trabajo.

Al someter las plantas a un estrés por enfriamiento, éstas
pueden presentar una deformacién bioldgica elastica, produ-
ciendo cambios en la funcién de la planta, la cual restituye su
nivel 6ptimo cuando el estrés biologico ha cesado (Levitt,
1980). La resistencia a las heladas se basa en la tolerancia a la
formacion del hielo extracelular (Taiz y Zeiger, 1998) y, por con-
siguiente, a la deshidratacion severa o a evitar el congelamiento,
en especial al sobreenfriamiento. Una fitohormona que hace
posible que la planta sea resistente es el ABA; este compues-
to actuaria como un mensajero bioquimico en la planta someti-
da a condiciones de estrés y se ligaria a un receptor molecular
especifico localizado en el plasmalema celular y el complejo
hormona-receptor desencadenaria una serie de pasos
metabodlicos en el citoplasma celular, hasta la sintesis de los
compuestos encargados del ajuste osmoético, ciertamente
prolina (Ducan y Widholm, 1991), permitiendo que la planta
sobreviva al fenémeno. Asi, en principio, tanto mayor sea su
capacidad de sintetizar estos compuestos, tanto mayor sera
su capacidad de tolerancia y, en éste caso, al estrés por bajas
temperaturas. Es comn que los cristales de hielo comiencen a
formarse en los espacios extracelulares y que el agua, presente
en las células, se salga al difundirse y se condense en las
crecientes masas de hielo. Cuando estos cristales de hielo se
funden en las plantas que son resistentes al frio, el agua regre-
sa a las células y éstas reinician su metabolismo. En las plan-
tas que no estan aclimatadas, puede ocurrir algin dafio en la
membrana y en otros componentes celulares y, por éso, el me-
tabolismo no puede reiniciarse y el agua no vuelve a entrar
integramente a la célula (Sakai y Larcher, 1987).
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