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Resumen

Con los condicionantes actuales de aumento demografico y cambio climético, es de gran interés
encontrar formas de mejorar la resiliencia de las plantas a la sequia. La glicina betaina es uno
de los bioestimulantes vegetales mas estudiados hasta la fecha y su uso contra la sequia es
objeto de estudio en el presente trabajo. La aplicacion del bioestimulante se realizé via radicular
a distintas concentraciones y frecuencias. Se cultivaron plantas de tomate en semilleros y
macetas, sometidas a riego deficitario y ausencia de riego respectivamente. El peso seco de las
plantas no fue significativamente diferente entre plantulas del grupo control y del grupo con
estrés; indicando que el producto no aument6 el crecimiento vegetal frente al riego deficitario.
La fisiologia vegetal durante la sequia se vio significativamente empeorada. El potencial hidrico
y el peso del sustrato, la fotosintesis, el potencial osmético y hidrico, disminuyeron en plantas
sometidas a sequia; demostrando el impacto negativo del estrés abidtico en la plantas. En vistas
generales, la glicina betaina aplicada radicularmente no mejora el desarrollo vegetal. Es
necesaria mas investigacion para comprender su rol como bioestimulante vegetal y su

efectividad frente a la sequia a través de las raices.

Palabras clave: bioestimulante vegetal, sequia, cambio climatico, glicina betaina, tomate,

radicular

Abstract

With the current challenges of population growth and climate change, it is of great interest to
find ways to improve the resilience of plants to drought. Glycine betaine is one of the most
studied plant biostimulants to date and its use against drought is subject of study in this work.
The application of the biostimulant was carried out via root at different concentrations and
frequencies. Tomato plants were grown in seedbeds and pots, subjected to deficit irrigation and
absence of irrigation respectively. Plant dry weight was not significantly different between
seedlings of the control group and the group with stress; indicating that the product did not
increase plant growth under deficit irrigation. Plant physiology during the drought was
significantly worsened. The water potential and the weight of the substrate, photosynthesis,
osmotic and water potential, decreased in plants subjected to drought, demonstrating the
negative impact of abiotic stress on plants. In general, radicular applied glycine betaine does
not improve plant development. More research is needed to understand its role as a plant
biostimulant and its effectiveness against drought through the roots.

Keywords: plant biostimulants, drought, climate change, glycine betaine, tomato, radicular
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1. Introduccion

La agricultura y la produccion agricola son elementos indispensables en la economia global
y el bienestar de la poblacion mundial. Durante el siglo XX, diversos avances en esta disciplina,
apoyados por el desarrollo tecnoldgico y cientifico de la época, permitieron el correcto ajuste a
la demanda de la poblacion (Liu et al., 2021). Actualmente, este modelo de agricultura no
cumple con la relacion produccion-demanda, y la incertidumbre frente a este hecho aumenta
cada vez mas. Por un lado, la poblacion mundial acaba de superar la cifra de los 8 mil millones
de habitantes en el planeta, segiin el ultimo informe presentado por las Naciones Unidas
(Naciones Unidas, 2022). Y por la otra parte, se encuentra la emergencia climatica actual, cada
vez mas critica y que se establece como el principal reto a superar por la humanidad en lo que

resta de siglo (Anamika et al., 2021).

1.1. La demanda alimenticia del S. XXI

El pensamiento general sobre el hambre en el mundo considera que ha tendido a
reducirse e incluso desaparecer (van Dijk et al., 2021). Sin embargo, se ha vuelto a valores de
décadas pasadas. Cada vez son mads las personas que no tienen acceso a una alimentacion de
calidad (FAO, 2018). Las necesidades de una poblacion cuyas cifras exceden la capacidad de
produccion dificultan la tarea, y la presencia de un condicionante climatico, no hace mas que
empeorar la situacion y crear mas desigualdad entre grupos sociales y geograficos (European

Commision, 2018).

La demanda actual, sumada al abandono y/o deterioro de los terrenos agricolas, han
conllevado a la masificacion y concentracion de superficies productoras que no seran capaz de
paliar el problema (Prishchepov et al., 2021). Ademas, la disponibilidad y acceso a alimentos
que constituyan una dieta variada ha mermado para aquellos cuya agricultura se ha visto
desestabilizada por la afeccion climatica. La gravedad de la situacion pone en jaque la seguridad

alimentaria y perjudica la produccion agricola (Leisner, 2020).

El ritmo de crecimiento poblacional mundial se sitia alrededor de un 1,1 % por afio. Se
predice que, manteniéndose esta tendencia, la poblacion total del planeta llegard a 9,7 mil
millones en 2050 (Gerland et al., 2014). Asimismo, son aquellas regiones con un mayor aumento
demografico, las que presentan limitaciones para acceder a tecnologias de sostenibilidad y
produccion alimentaria competentes. A este hecho se suman la reducida inversion econémica

y la pobre situacion climatica en estos territorios; pudiendo conllevar a la aparicion de



hambrunas o el abandono de estas regiones junto a grandes migraciones poblacionales (Adam,

2021).
1.2. Cambio climatico y sequia

La prediccion de varios autores estima que el problema del crecimiento demografico no
va a ser tan devastador en la agricultura. El principal foco al que los cientificos sefialan, en
relacion con el dafo agricola, es el cambio climatico, y en especifico, los fendémenos de sequia

y altas temperaturas (Gupta et al., 2020).

El cambio climético altera de forma sistematica, la probabilidad de periodos de lluvia y
calor, asi como su gravedad y magnitud. La sucesion espaciotemporal de estas alteraciones
conduce a dafios ecologicos y socioecondmicos de gran importancia (Mohammad et al., 2020).
Este hecho queda respaldado por el aumento, en las tltimas décadas, de las olas de calor y
procesos de sequia en muchas regiones del planeta; contribuyendo a la mortalidad vegetal y

animal, incendios forestales y pérdidas de cosechas (He et al., 2022).

Durante el crecimiento y desarrollo vegetal, las plantas son altamente sensibles a las
variaciones climaticas. Una menor disponibilidad de agua sumado al posible estrés térmico y
de radiacion, limitan la capacidad de desarrollo y productividad de los cultivos (Vogel et al.,
2019). Por otro lado, la fisiologia y bioquimica también se ven modificadas, limitando procesos
esenciales como la fotosintesis y estimulando otros como la respiracion (Sharma et al., 2020).
Sin embargo, las plantas presentan estrategias para evitar la pérdida de agua, establecer un
suministro 6ptimo de la misma y mantener el contenido hidrico celular durante los periodos de
sequia. Esta capacidad para detectar la sefial de déficit hidrico e iniciar estrategias de adaptacion
se define como resistencia a la sequia (Bandurska, 2022). Algunas de las respuestas de las

plantas frente a la sequia son:

Cambios en la concentracion de fitohormonas > las plantas producen fitohormonas
como giberelinas, citoquininas, auxinas y acido abscisico para su crecimiento y desarrollo. El
estrés abidtico, como la sequia, provoca alteraciones en los niveles de estas fitohormonas
(Anamika et al., 2021). El &cido abscisico (ABA), es la principal fitohormona que regula la
respuesta de las plantas a la deshidratacion y optimiza el uso del agua (Gupta et al., 2020). Las
senales de pérdida de agua desembocan la produccion e incremento local de ABA en diferentes
organos de la planta, siendo su produccion mas eficiente en las células mesofilas foliares que
en los tejidos radiculares (McAdam y Brodribb, 2018). Ademas de la regulacion en la apertura

estomatica, el aumento de la concentracion de ABA, interfiere en procesos como la senescencia
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de las hojas, latencia de las yemas, germinacion de las semillas, regulacion osmdtica e

inhibicion del crecimiento, entre otras muchas (Mukherjee et al., 2023).

Sistema antioxidante = la respuesta inmediata en plantas frente a la sequia es el cierre
estomatico para minimizar la pérdida de agua debida a la transpiracion (Gong et al., 2020).
Debido a que la fotosintesis sigue en curso en condiciones de luz, se produce el agotamiento de
la concentracion intercelular de didxido de carbono (COz), estimulando la oxigenacion de la
ribulosa-1,5-bisfosfato y, por tanto, la produccion fotorrespiratoria de peréxido de hidrogeno
(H203) en los peroxisomas (Gupta et al., 2021). La menor disponibilidad de CO, como aceptor
de electrones frena la oxidacion del NADPH en el ciclo de Calvin. Se produce una acumulacion
de electrones y una disminucién en su transporte fotosintético, lo que a su vez aumenta la tasa
de reduccion del oxigeno como aceptor alternativo de electrones en el fotosistema I (PSI) y una
mayor liberacion de anidon superoxido (Laxa et al., 2019). Las plantas mantienen las ROS
(especies reactivas de oxigeno) y su toxicidad bajo control mediante un sistema de eliminacion
eficaz y versatil. La defensa antioxidante comprende compuestos de bajo peso molecular como
glutation (GSH), ascorbato (ASC), carotenoides y enzimas como la catalasa (CAT) y la
Superdxido dismutasa (SOD) (Gan et al., 2018).

Osmorregulacion = los osmolitos son moléculas de pequeio peso molecular, carga
eléctrica neutra, no toxicas y que protegen las membranas y las proteinas frente a procesos de
desnaturalizacidon; son acumuladas en los compartimentos citoplasmaticos y cruciales en la
preservacion de la turgencia celular (Ozturk et al., 2021). Una de las respuestas inmediatas de
las plantas es el ajuste osmotico mediante la produccion y almacenamiento de estos compuestos
(Jiménez-Arias et al., 2020). Algunos ejemplos son los carbohidratos, proteinas solubles,
aminoacidos libres como la prolina o las betainas; todos capaces de incrementar el potencial

osmotico. (Farooq et al., 2020)

Descenso en la tasa de transpiracién - la fotosintesis es muy sensible al estrés por
sequia. La respuesta inmediata en las plantas es la disminucion de la transpiracion (Hatfield y
Dold, 2019). Se limita la pérdida de agua, pero también se reduce la absorcion de CO.. De esta
forma, el ATP/NADPH y la reserva local de carbohidratos, utilizados para mitigar los efectos
inducidos por la sequia, estdn en menor disponibilidad para otros procesos fisiologicos
esenciales como la fotosintesis (Sharma et al., 2020). El suministro de CO> ha de mantenerse
constante para evitar la inhibicion fotosintética completa, retrasos en el crecimiento o aumentar

en la respiracion celular (Bandurska, 2022).



Alteraciones en el crecimiento 2 a medida que las condiciones de sequia empeoran,
el agotamiento gradual del agua en el suelo provoca un desequilibrio en el crecimiento de la
planta, estimulando el sistema radicular y disminuyendo el desarrollo de brotes (Ahluwalia et
al., 2021). Las raices son las primeras en percibir las condiciones de sequia que se avecinan y
ponen en marcha la respuesta primaria de la planta adaptdndose a maximizar la absorcion de
agua y nutrientes (Zhang et al., 2019). No s6lo se limitan al aumento en tamaio radicular, sino
a procesos de expresion de acuaporinas, concentracion de fitohormonas como el ABA o la

asociacion con micorrizas (Gupta et al., 2020).
1.3. Frente de batalla: bioestimulantes vegetales

Existen diversas herramientas para combatir la sequia; los sistemas de riego, que regulan
no soélo el suministro de agua, sino la periodicidad con la que se abastecen los cultivos. Otras,
que involucran el uso de agentes quimicos como los fertilizantes o abonos; presentan ciertos
riesgos de cara a preservar la calidad del suelo. Y, por Gltimo, técnicas més avanzadas como la
edicion genética para la obtencion de plantas transgénicas resistentes a la sequia. Sin embargo,
existe un campo emergente de productos que no presentan inconvenientes bioéticos y/o

medioambientales, son los denominados bioestimulantes vegetales (Yakhin et al., 2017).

Alrededor de 1500 articulos cientificos han sido publicados desde 2018 bajo el término
de “bioestimulantes vegetales” (Web of Science, 2023) (Figura 1). Los bioestimulantes (BS)
no son nutrientes en si, sino mediadores en la fisiologia de las plantas que, facilitan la absorcion
de nutrientes, promueven el crecimiento, la resistencia frente estreses, entre otros procesos
(Garcia-Garcia et al., 2020). Su mercado global no para de crecer, con estimas de en torno a
4,14 mil millones de dolares para 2025; encontrandose en el punto de mira dentro de la industria

agroquimica y la agricultura moderna (Jiménez-Arias et al., 2021).

La definicion del bioestimulante ha variado numerosas ocasiones. En la literatura
cientifica no se mencionan por primera vez hasta el afio 2007, y en la actualidad se definen
segun la (UE, 2019) como: “producto que estimula los procesos de nutricion de las plantas
independientemente de su contenido en nutrientes, con el inico objetivo de mejorar una o mas
de las siguientes caracteristicas de la planta o de la rizosfera: (a) eficiencia en el uso de
nutrientes; (b) tolerancia al estrés abidtico; (c) rasgos de calidad; o (d) disponibilidad de
nutrientes confinados en el suelo o la rizosfera”. Clasificar estos productos siempre ha sido
dificil debido a su naturaleza variada, sin embargo, una de las clasificaciones mas aceptadas es

la elaborada por (du Jardin, 2015), estableciendo siete categorias: Himicos/Fulvicos, Extractos
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de algas/botanicos, Hidrolizados de proteinas, Biopolimeros, Minerales beneficiosos, Bacterias
y Hongos beneficiosos. Mientras que otros autores como (Bulgari et al., 2019) complementan
la anterior con otra categoria y que incluiria extractos de residuos industriales o alimentarios,

agrupando a su vez a los nanomateriales y nanoparticulas en la categoria de biopolimeros.
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Figura 1 Grafica comparativa del nimero de busquedas bajo el término "bioestimulantes
vegetales" en los ultimos cuatro afios (Web of Science, 2023). Cada columna corresponde al
numero de articulos cientificos publicados por afios

El estrés abidtico en plantas, propiciado por la interaccion de estas con un entorno
adverso es uno de los pilares fundamentales en la relacion de estos organismos con el
medioambiente (Gong et al., 2020). Es necesario recalcar que los bioestimulantes en plantas
unicamente actllan como detonantes en procesos naturales propios, y que la concentracion a la
que actian es relativamente pequena, consiguiendo aumentar la tolerancia de las plantas frente
a estos estimulos (Garcia-Garcia et al., 2020). Su aplicacion, ya sea como tratamiento para
semillas, espray foliar o inoculacidon radicular, supone el paso inicial para desembocar la

respuesta en la planta (Yakhin et al., 2017).

Tabla 1. Bioestimulantes: aplicacion, respuestas y beneficios en plantas.

Respuesta fisiologica Beneficios
- Incremento de la actividad fotosintética Incremento en la
Crecimiento y - Mejora en la eficiencia nutricional biomasa
produccion - Estimulacion del metabolismo secundario Floracién temprana
- Ingremento ‘de la agtividad radicular Aumento del poder
(Rizobacterias y micorrizas) antioxidante



Acumulacion de osmolitos:
- Prolina
- Sorbitol
- Glicina betaina

Tolerancia a:
- Estrés salino
- Estrés hidrico

Mejora en la eficiencia del uso del agua: - Estrés térmico
Estrés abidtico - Reduccion de la transpiracion - Deficiencias
nutricionales

- Mejora en el intercambio gaseoso NS
- Sustancias toxicas

estomatico
- Cambios en el ratio de crecimiento en - Anoxia
tallos y raices - Defensa frente
- Incremento de los compuestos patdgenos
antioxidantes y proteccion frente radicales
libres

Aumento de pigmentos

Aumento en la asimilacion del nitrégeno Concentracién de fenoles

Descenso en nitratos

Nutricional ., . .
Activacion de metabolismo secundario

1.4. Glicina betaina

La glicina betaina es aparte de la prolina, el principal osmolito compatible natural en
plantas y se relaciona con la tolerancia al estrés salino y estrés hidrico (Husen, 2021).
Quimicamente, denominada N,N,N-trimetilglicina (GB), es un N-metil derivado de la glicina.
De caracter dipolar, pero eléctricamente neutro a pH fisiologico (Rhodes y Hanson, 1993). Son
varias las especies halofitas y especies agricolas como podceas, las capacitadas de sintetizar y
acumular GB en condiciones de estrés. De esta forma, puede establecerse una clasificacion en

funcién de su habilidad para sintetizar y almacenar este metabolito (Hamani et al., 2021).
1.4.1. Biosintesis y transporte de la glicina betaina

En las plantas, la sintesis de GB (Figura 3) comienza a partir de la colina, que, a su vez, se
sintetiza a través de tres metilaciones secuenciales dependientes de la adenosil-metionina de la
fosfoetanolamina (PE), catalizadas por la enzima citosolica fosfoetanolamina N-
metiltransferasa. La colina se oxida a betaina aldehido por una ferredoxina dependiente de la
colina monooxigenasa (CMO) que luego se convierte en GB por la actividad de la betaina

aldehido deshidrogenasa (BADH) (Annunziata et al., 2019).

CH (o) CH, O
M ~on 7 N /N\/\\H Vg N N o
H,C 2Fdreq 2rd,,  H3C NnaD+  NADH H3C
Choline °; e Betaine aldehyde Glycinebetaine

Figura 3. Catabolismo de la glicina betaina en plantas (Annunziata et al., 2019).



A nivel celular, la acumulacion de GB es superior en los cloroplastos en comparacion con
otros compartimentos celulares de las plantas; protegiendo frente a la salinidad y el estrés
oxidativo (Ali et al., 2020). La translocacion de GB se produce en gran medida a través del
floema desde las hojas, el principal lugar de produccion; las raices muestran una sintesis
sustancialmente menor. Los tejidos donde se acumula la GB suelen ser jovenes (Annunziata et

al., 2019), donde su acumulacién desencadena diversas respuestas:

e [a mejora en la tasa de germinacion de las semillas sumadas a un crecimiento mayor

del grano (Zhang et al., 2019).

e Facilita a la planta la asimilacion del nitrogeno debido al incremento en el crecimiento

de las raices y un desarrollo adelantado de las mismas (Ali et al., 2020).

e Proteccion de la eficiencia del PSII (Fotosistema II) en condiciones de estrés hidrico y

térmico (de Oliveira et al., 2020).

e Desencadena la actividad de diversas enzimas antioxidantes como la peroxidasa (POX),
la catalasa (CAT) y la superdxido dismutasa (SOD), que en tltima instancia protegen a

la planta del dafio oxidativo (Gan et al., 2018).

e Incrementa el potencial osmotico sin disminucion de turgencia celular frente al estrés

hidrico y estrés salino (Nawaz y Wang, 2020).

En muchas especies, la acumulacion natural de GB no es suficiente para mejorar los
efectos nocivos causados por estrés abidtico. De este modo, resulta de gran interés la aplicacion
exogena de GB a plantas acumuladoras y no acumuladoras para ayudar a disminuir el impacto
del estrés ambiental (Hamani et al., 2021). No obstante, gran porcentaje de la literatura
cientifica estudia el uso del producto enfocado a la aplicacion via foliar, dejando de lado la

compresion de su transporte y eficacia en las raices.
1.4.2. Glicina betaina y sequia

Debido a la gran afinidad de la GB con el metabolismo de las plantas, numerosos
trabajos de investigacion se han centrado en comprender su papel en procesos fisiologicos bajo
estrés por sequia (Gupta et al.,2021; Khalid et al., 2019; Hernandez y Valenzuela, 2022). La
mejoria puede proceder de la disminucion del potencial osmético gracias a la acumulacion neta
de solutos, lo que podria ayudar a: preservar los procesos metabdlicos y contribuir al
crecimiento de las plantas mediante el mantenimiento de la turgencia en las células y, en tltima
instancia, favorecer la tolerancia a la sequia (Nawaz y Wang, 2020). Algunos de los resultados
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obtenidos en diferentes especies vegetales mediante la aplicacion de GB exdgena se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 2. Trabajos de investigacion usando glicina betaina como bioestimulante frente a la sequia en
diferentes especies de plantas.

Especie Efecto de GB Referencia
Cafia de Mejora el crecimiento, mayor eficiencia del PSII y de la de Oliveira et al.,
azlcar carboxilacion de la asimilacion de CO2, y mejor fotosintesis. 2020
Maiz Aumento en el peso seco, la tasa de crecimiento relativo y la Jiménez-Arias et

eficiencia del uso del agua al., 2020
Pimiento Aumento del peso seco de los brotes, el area foliar, la tasa Ali et al. 2020

fotosintética y la tasa de transpiracion.

Acumulacion de antioxidantes eliminadores de ROS, proteinas

solubles totales Gupta et al., 2021

Lino

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es analizar la eficacia de la glicina betaina como
bioestimulante vegetal bajo condiciones de estrés abiodtico por sequia. Para ello, se realizaron
diversos experimentos en tomate (Solanum lycopersicum L.) con aplicaciones via radicular de
glicina betaina y se evalud su respuesta en cuanto a crecimiento y fisiologia frente al estrés
hidrico en condiciones de riego deficitario y sequia. Los objetivos especificos de este trabajo

son:

e Evaluar el efecto de la aplicacion radicular de GB en el crecimiento de la especie

Solanum lycopersicum L. var. Robin en condiciones de semillero.

e Analizar los efectos sobre el crecimiento y desarrollo de la dosis maxima de GB bajo

condiciones de Optimas de riego y de sequia.

e Evaluar si existen diferencias entre plantas tratadas y no tratadas con GB en los

pardmetros como el potencial hidrico y osmético, asimilacion de CO2 y transpiracion.
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3. Material y métodos

3.1. Ensayo I. Efecto de la glicina betaina frente a déficit hidrico en

semillero

3.1.1. Material vegetal y cultivo

La especie utilizada en todos los ensayos fue Solanum lycopersicum L., variedad Robin.
Las plantulas se obtuvieron de la empresa Viveros Guamasa (Tacoronte), en semilleros de 150
plantulas, con dos semanas de germinacion y en estadio de primera hoja verdadera. Los
semilleros se trasladaron a una cdmara de crecimiento, con temperatura, fotoperiodo y humedad
controladas (23-25°C; 16/8 horas de luz-oscuridad; 60-70% humedad y 450 umol m? s ;
QB288-Quantum Board, Samsung, Corea del Sur). En estas condiciones permanecieron durante

una semana, hasta ser utilizados en los diferentes experimentos.
3.1.2. Seleccion de la dosis de GB en condiciones de semillero

El material vegetal fue sometido a una dindmica de regado mas tratamiento. Este disefio
consistia en el riego diario de las plantulas con 10mL de solucién nutritiva 2 Hoagland
(Hoagland, 1933) durante 7 dias, hasta alcanzar un tamano de planta suficiente como para
comenzar la aplicaciéon del bioestimulante. El material vegetal crecid en camara con un
fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 de oscuridad, una intensidad de luz de 450 pmol m2 s!
mediante un panel led (QB288-Quantum Board, Samsung, Corea del Sur) y una temperatura de
23-25°C y 60-70% humedad. Ademas, se procurd rotar la posicion de los semilleros en camara
para que todo el material vegetal estuviera en las mismas condiciones ambientales a lo largo
del experimento. En ambos semilleros se distinguieron varios grupos segun el tratamiento y

condiciones, siguiendo la siguiente disposicion:

En la Figura 4, se encontraban aquellos individuos que serian sometidos a una
condiciéon de riego deficitario (5 mL/planta), mientras que en la Figura 5, se encontraban
aquellos con una pauta de riego completa (10 mL/planta). A su vez, en cada uno de los
semilleros, existieron subdivisiones que dividian a las plantas, en funciéon del nimero de dosis
de glicina betaina, asi como su concentracion. Las dosis, administradas via radicular con pipeta
(1 mL), se aplicaron una, dos o tres veces cada 48 horas desde inicio del experimento (APL).

En cuanto a las concentraciones (0,1 mM o 10 mM), se comprobd si la diferencia de
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concentracion de bioestimulante podia resultar significante en el desarrollo vegetal con el

condicionante de déficit en el riego.

C50 1 APL 2 APL 3 APL 1 APL 2 APL 3 APL C50
(S (S (% (% (B () (%
y N \ \
Figura 4. Disposicion del semillero con un 50% de riego.
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Figura 5. Disposicion del semillero con un 100% de riego.

O Solucion nutritiva [ GB 0,1 mM [J GB 10 mM

3.1.1. Pesado de las muestras vegetales

Tras finalizar con la pauta de riego y
administraciéon de GB se procedid a extraer las
plantas de los semilleros, eliminar restos de
tierra, lavar raices y prensarlas en papel de filtro.
El crecimiento de las plantulas se analizd en
funcién de su peso seco. Para ello las plantulas

se introdujeron en una secadora de circulacion de

aire (UT 12P, Heracus, Alemania) durante 4 dias . .
Figura 6. Semillero conteniendo las plantas

a una temperatura de 60°C. Tras esto, y mediante de tomate.
el uso de una balanza analitica de precision (LAG 614j, VWR, Estados Unidos), se midi6 el

peso seco de todos los grupos.
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3.2. Ensayo II. Efectos de la aplicacion de GB en condiciones sequia
3.2.1. Preparacion del sustrato

Las pléantulas procedentes de semilleros (Figura 6) fueron trasplantadas a macetas con
un sustrato compuesto por una mezcla en proporcion 2:1 de substrato universal (COMPO
SANA, Alemania) y arena (Arena de silice, FLOWER, Espafia). El sustrato fue esterilizado en
una autoclave (AES-75, RAYPA, Espana) durante 1 hora a 121°C. En cuanto a las macetas se
mantuvo la homogeneidad tanto en dimensiones, forma y cantidad de sustrato. A cada maceta

con volumen de 1,2 L, se le afiadieron 800 gramos del sustrato estéril.
3.2.2. Riego y administracion de GB en el material vegetal

Tras el trasplante se establecieron 4 categorias en
las plantas que se corresponden con 4 tratamientos
diferentes. En base a los resultados obtenidos durante el
Ensayo [, el volumen de GB aplicado pasaria de ImL a 5
mL y la concentracion pasaria a ser Unica, 10 mM. Las
plantas en maceta quedaron agrupadas en bandejas segun
los requisitos de riego y administracion de glicina betaina
(Figura 7). De esta forma, y al igual que en los semilleros,
se establecieron dos agrupaciones principales: la primera,
tuvo unas condiciones de riego sin modificaciones (grupo

100%), con la adicion de la soluciébn nutritiva

diariamente. El regadio se establecid en base a unas

Figura 7. Disposicion de las macetas
con los trasplantes del semillero.

condiciones capacidad de campo de la planta en maceta;
siendo este de 150 mL. La segunda agrupacion, fue
sometida a condiciones de sequia (grupo 0%); para ello, se ceso6 el riego en su totalidad desde
el inicio del experimento.

Por otro lado, la aplicacion de glicina betaina dividié en dos cada agrupacion (grupo
100% con o sin GB y grupo 0% con o sin GB). El tratamiento consistié en una administracion
via radicular cada 48h. Al igual que en el Ensayo I, el crecimiento de las plantas sucedio en
camara con temperatura, fotoperiodo y humedad controladas (23-25°C; 16/8 horas de luz-
oscuridad; 60-70% humedad y 450 umol m s''; QB288-Quantum Board, Samsung, Corea del
Sur).
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3.2.3. Analisis del crecimiento, fotosintesis, potencial osmético y potencial hidrico

Analisis del crecimiento

Posterior al experimento de sequia, se llevo a cabo el secado de las plantas. Para ello, se
descart6 el sustrato y se recolectaron las partes aéreas de las plantas; se prensaron en papel de
filtro y se introdujeron en la secadora de circulacion de aire (UT 12P, Heraeus, Alemania). El
tiempo de duracion de secado fue superior al del semillero, elevandose a la semana y media con
el mismo protocolo de 60°C y 8 horas. Posteriormente, y en una balanza analitica (BCE622-18,

Satorius Lab Instruments, Alemania), se midieron los pesos secos de los individuos de cada
grupo.

A su vez, para controlar el transcurso de la sequia, y poder estimar posibles diferencias
significativas en la fisiologia entre plantas, se llevaron a cabo una serie de medidas edaficas y
ecofisiologicas. Durante el desarrollo del experimento, se establecié un punto de inicio (t,) y
otro de finalizacién (t1), ademas de una serie de medidas intermedias (ti2) de apoyo. En este
aspecto, hay que distinguir dos tipos de sub-ensayos; el primero centrado en el andlisis del
porcentaje de humedad del sustrato y potencial hidrico, y otro basado en pardmetros
ecofisiologicos foliares elementales (asimilacion de COz, potencial osmético, potencial hidrico

y transpiracion).

Analisis del porcentaje de humedad del sustrato v potencial hidrico

El porcentaje de humedad del sustrato se estudi6 utilizando cuatro muestras de sustrato
de 800 g, dispuestas en macetas como las utilizadas en el experimento, regadas a capacidad de
campo y posteriormente introducidas en la secadora de circulacion de aire (UT 12P, Heraeus,
Alemania) a 60°C. El peso de las macetas se registrd diariamente hasta que este se mantuvo
constante. Con estos valores se calcul6 el porcentaje de humedad, comparando el pesado seco

en cada momento con el peso al finalizar el experimento.

Paralelamente, se estimo el potencial hidrico del suelo correspondiente a los diferentes
niveles humedad del sustrato observados durante el experimento, y se realizé una curva de
liberacion de humedad. Para ello, y mediante el uso de un psicrometro de termopar (WP4C
Dewpoint PotentiaMeter, METER Group, Estados Unidos) se midieron en discos metalicos
diversas muestras dentro del periodo de desecacion (cada 15 min) con aproximadamente 10 g
de suelo cada una. Se pesaron a posteriori, y mediante una estima gravimétrica se obtuvo el

porcentaje de humedad aproximado para cada medida de potencial (Figura 11).
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Peso del suelo hiimedo (g) — Peso del suelo seco (g)

Humedad gravimétrica (%) = Peso del suelo seco () x 100

Figura 11. Ecuacion de la humedad gravimétrica (%) a partir de pesos (g)

Donde el peso del suelo himedo corresponde a los diferentes valores de peso registrados
dentro del periodo de desecacion y el peso del suelo seco, el valor final de la Gltima muestra
secada. Las muestras de sustrato fueron pesadas en cada momento teniendo en cuenta la masa

de los discos metalicos que la contenian.

Ecofisiologia de la planta

Para valorar el efecto de la sequia en las plantas y la presencia de diferencias
significativas en la fisiologia, se midieron diversos parametros ecofisiologicos. Mediciones de
intercambio gaseoso y conductancia estomatica para estimar la variacion de la fotosintesis
mediante el sistema portatil de fotosintesis (LI-6800, LI-COR Biosciences, Estados Unidos).
Complementando a lo anterior, se midié también el potencial osmoético de hojas, al principio y
final del experimento, mediante un psicrometro de termopar (WP4C Dewpoint PotentiaMeter,
METER Group, Estados Unidos). Las muestras fueron previamente almacenadas en un
congelador a -80°C (Sanyo MDF-U73V, Sanyo, Japdon). El potencial hidrico de los tejidos se
analizd mediante el uso de la camara de presion de Scholander (PMS-600, PMS Instruments,

Estados Unidos) al inicio y finalizacion del experimento.
3.4. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de este trabajo se utiliz6 el software IBM SPSS Statistics 25.0
para Windows (SPSS INC., Nueva York, Estados Unidos). Antes de realizar cualquier analisis,
se evalud la normalidad y homogeneidad de cada conjunto de datos mediante la prueba de
Kolmogoérov-Smirnov y la de Levene, respectivamente. Cuando los datos cumplian los
anteriores supuestos, las diferencias estadisticas en el experimento en semillero (riego, numero
de aplicaciones y dosis de bioestimulante) se determinaron mediante un ANOVA de 3 vias,
seguido de la prueba post-hoc de Tukey. En el experimento de maceta, se llevé a cabo el mismo
procedimiento anterior, pero con un ANOVA de 2 vias. Para los pardmetros fisioldgicos, las
posibles diferencias entre tratamientos con y sin glicina betaina durante la sequia, se
determinaron mediante un ANOVA unidireccional. En todos los casos, la significacion

estadistica se considerd con un valor p inferior a 0,05.
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4. Resultados

4.1. Ensayo 1. Efecto de la glicina betaina frente al déficit hidrico en

semillero

4.1.1. Seleccion de la dosis de GB en condiciones de semillero

La eleccion de la dosis de GB se realizd en dos experimentos consecutivos utilizando
plantulas de semillero (Tabla 3). No se encontraron diferencias significativas entre las plantulas
tratadas y sin tratar con GB en condiciones de capacidad de campo con independencia de la
dosis de GB empleada. De hecho, a dosis altas de esta sustancia (10 mM) no se observa una
disminucién significativa en el crecimiento de las plantulas, aunque tampoco un incremento
significativo en el mismo en comparacion con el control no tratado con GB. Cuando las
plantulas fueron sometidas a un déficit hidrico del 50% de la capacidad de campo, su
crecimiento se redujo aproximadamente en un 30%, en comparacion con las plantas regadas a
capacidad de campo. Esta reduccidon en crecimiento se observa también entra las plantulas
tratadas con GB regadas a 50% de capacidad de campo. Existe una ligera diferencia en
comparacion con las plantulas no tratadas con GB al 50% de capacidad de campo (apenas un
7%) aunque esta no es significativa. De nuevo a dosis altas no se observan diferencias

significativas entre tratamientos y el nimero de aplicaciones.

Aplicaciones Significancia p < 0,05
(mM) 1 2 3 Cmo/GB]oo Cso/GBso Ap/ GB100 Ap/ GBso
-GB
Cio0 320+ 38 340+25 330+26
Cs0 260 + 31 240+ 52  250+40
+ GB1oo
0,1 340 + 34 33025 330+30 n.s n.s
10 345+ 45 336 £27 35050 n.s n.s
+ GBso
0,1 260 + 36 280+44 270+48 n.s n.s
10 255+ 40 267+49 259 +61 n.s n.s

Tabla 3. Evolucion del peso seco (mg) en plantulas de semillero sometidas a diferentes concentraciones de
GB, regadas a capacidad de campo (Cioo y GB10o) y a un déficit hidrico del 50% de la capacidad de campo
(Csoy GBso). La GB se aplico al sustrato del semillero en las diferentes concentraciones 1, 2 o 3 veces a lo
largo del experimento. Los datos representan la media + desviacion estandar para un n=30. Las siglas n.s
(no significativo, p>0,05)
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4.2. Ensayo II. Efecto de la glicina betaina frente a la sequia en maceta

4.2.1. Analisis del crecimiento

No se observo un efecto significativo de la glicina betaina frente al estrés por sequia en
el grupo tratado (p>0,05) (Figura 12). El tratamiento con bioestimulante tampoco supuso una
diferenciacion en las plantas libres del estrés abidtico, presentando un porcentaje mayor (apenas
8%) de peso seco el grupo sin glicina betaina (p>0,05).

6,00
[ b
5,00 [ l

4,00

3,00 l

Peso (g)

2,00

1,00

0,00

GB 100% NO GB 100% GB 0% NO GB 0%

Figura 12. Efecto de la glicina betaina (10 mM) en el peso seco de plantas de tomates en maceta
sometidas a estrés por sequia y condiciones control. Cada barra muestra el valor medio + error estandar
(n=20). En el eje se incluyen los grupos de plantas con el tipo de tratamiento con o sin bioestimulante
(GB con glicina betaina y NO GB sin glicina betaina) y la condiciones de aporte hidrico (0% sequia y
100% control).

4.2.2. Mediciones edaficas

Durante la simulacion de sequia se asegurd que el comportamiento del suelo se adecuara
a dichas condiciones. Para ello, se registraron los valores de potencial hidrico y peso seco del
sustrato frente a la situacion de desecacion (Figura 13 y Figura 14). Ambas gréficas sirvieron
como demostracion de la efectividad de la sequia en el sustrato; afectando tanto en el contenido

hidrico como en el potencial hidrico que alcanz6 al finalizar las mediciones.

Basandose en el experimento de potencial hidrico del sustrato, se pudo extrapolar el
valor de potencial asociado a cada porcentaje de humedad del suelo y relacionarlo con el
transcurso de la sequia. De esta forma, cuando el experimento alcanz6 aproximadamente los 5-
6 dias de duracion, se llegd a un punto de marchitez; el agua que permanece en el suelo no esta

disponible para la planta. El valor de potencial hidrico correspondiente al punto de marchitez
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fue de -1,60 MPa. En este punto los efectos de la sequia son graves y continuar con la misma

supondria la imposibilidad de recuperacion en la planta.
-1,6
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Figura 13. Dinamica del potencial hidrico del suelo en condiciones de desecacion por sequia. Cada
punto muestra el valor medio entre dos réplicas. La estima de humedad en las muestras de suelo se
llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado Andlisis del porcentaje de humedad del
sustrato y potencial hidrico
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Figura 14. Descenso en el peso del sustrato con relacion al porcentaje de humedad durante la
realizacion del experimento de sequia. Cada punto muestra el valor medio de 4 macetas pesadas. El
calculo del porcentaje de humedad se estim6 mediante pesado gravimétrico; teniendo en cuenta el peso
que alcanz¢ el sustrato al final del experimento.
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4.2.3. Ecofisiologia de la planta

En primer lugar, se encuentran la variacion del potencial hidrico y osmotico en la planta
medido en hojas (Figura 15). En ambos ensayos, las diferencias entre grupos no fueron
significativas (p>0,05). El potencial hidrico en condiciones de sequia de las plantas tratadas fue
un 4% menos respecto a las plantas sin bioestimulante; en los controles, las plantas con
bioestimulante presentaron 6% menos en su valor de potencial. En el caso del potencial
osmotico, las plantas sin producto sometidas a sequia presentaban un menor potencial
comparadas con las tratadas ( alrededor de un 3%). En los grupos control, eran las plantas con

glicina betaina las de inferior valor de potencial (sobre 4%).
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-1,000 06
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O Control inicio ONOGB 100% O GB100% ONOGB0% O GB0%

Figura 15. Variaciones del potencial hidrico y osmético durante el experimento de sequia. Cada barra
muestra el valor medio + error estandar (n=12). En la leyenda “Control” corresponde a las mediciones
de potencial en las plantas al inicio del experimento. El resto de los grupos corresponden a los grupos
analizados al final del experimento de sequia con o sin bioestimulante (GB 0% y NO GB 0%) y a los
controles con riego completo con o sin bioestimulante (GB 100% y NO GB 100%).

En cuanto a pardmetros relacionados con la fotosintesis, encontramos la asimilacion de
CO. y la transpiracion (Figura 16). Ambas mediciones mostraron un descenso con respecto al
transcurso del experimento de sequia; tanto en grupos con estrés como en grupos sin este. El
nulo riego del material vegetal supuso una reduccién en la asimilacion de carbono de
aproximadamente 91% en el tratamiento GB 0% y de 94% en NO GB 0%. Y en aquellos que
si fueron regados, un 68% en GB 100% y un 60% en NO GB 100%. Del mismo modo en la
transpiracion, el descenso en los valores, siguiendo el orden anterior, fue de 96% (GB 0%),
97% (NO GB 0%), 81% (GB 100%) y 78% (NO GB 100%). Esta anomalia en los grupos

control se tratard posteriormente en el apartado de Discusion.
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Figura 16. Variaciones de la asimilacion de CO. y transpiracion de las plantas. Cada barra muestra el valor
medio =+ error estandar (n=12). En la leyenda “Control inicio” corresponde a las mediciones realizadas al
inicio del experimento de sequia. El resto de los grupos corresponden a los grupos analizados al final del
experimento con o sin bioestimulante (GB 0% y NO GB 0%) y a los controles con riego completo con o
sin bioestimulante (GB 100% y NO GB 100%).

5. Discusion

Con este TFG se pretende evaluar si la glicina betaina aplicada radicularmente presenta
efectos frente a la sequia. De esta forma, se complementaria la bibliografia presente sobre el
bioestimulante, que frecuentemente centra su atencion en la administracion via foliar. Teniendo
en cuenta los resultados citados anteriormente, encontrar una metodologia para la aplicacion
del producto en raiz facilitaria mucho su paso a gran escala en cultivos. En este aspecto, son
numerosos los elementos del protocolo experimental que se pueden discutir: la concentracion
del bioestimulante, el numero de aplicaciones, la diferenciacion entre aplicacion foliar y

radicular, el tamafio de maceta, las condiciones de sequia y el tipo de sustrato.

El modo de aplicacion es un factor determinante en la eficacia del bioestimulante. El
85% de los estudios en este campo son con tratamientos foliares, aunque el método con mayor
indice de rendimiento lo presenta el tratamiento en el suelo (Li et al., 2022). Este hecho,
estimula el interés por probar vias intermedias como puede ser la aplicacion a través de las
raices mediante la adicion del bioestimulante liquido o junto a la solucion nutritiva. La glicina
betaina es un compuesto natural y compatible que ha demostrado tener efectos beneficiosos
sobre el crecimiento de las plantas y la tolerancia al estrés. Existen investigaciones en curso
para determinar la forma més efectiva de internalizar este compuesto en la planta y que tenga
repercusion; la via de aplicacion condiciona aspectos como su absorcion y distribucion. El uso

de glicina betaina foliarmente, puede suponer una via de entrada mdas directa que
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radicularmente, pudiendo influir en la repercusion del producto. Sin embargo, el dilema en la
aplicacion en bioestimulantes vegetales presenta dificultades debido a la compleja naturaleza
de sus componentes. La investigacion actual se esfuerza por determinar el modo o mecanismo
de accion, con la ayuda de la gendmica, la biologia de sistemas y las tecnologias de fenotipado
mas avanzadas (Yakhin et al., 2017). Una herramienta para facilitar el trabajo es la generacion
de grandes conjuntos de datos. Los enfoques Omicos, que implican tecnologias de alto
rendimiento, son capaces de medir cambios globales en la abundancia de transcritos de ARNm
(transcriptoma), proteoma y metaboloma en sistemas bioldgicos complejos como resultado de
la estimulacion o perturbacion bioquimica. (Raza, 2022). Este hecho podria arrojar mas
informacion acerca de la internalizacion del bioestimulante en la planta y poder discernir el

protocolo de actuacion dependiendo del producto y la especie.

Otro elemento para considerar es la concentracion efectiva de glicina betaina y el
numero de aplicaciones necesarias para lograr el efecto deseado. Suelen ser las concentraciones
elevadas de bioestimulante las de mayor efectividad frente a dosis poco concentradas (Li et al.,
2022). La concentracion optima de glicina betaina puede variar dependiendo de la especie de
planta, la etapa de crecimiento y las condiciones ambientales. En nuestro experimento, se
observé como a pesar de emplear dosis con grandes diferencias en la concentracion de GB, los
resultados no se distanciaron respecto a los controles (Tabla 3). Ademas, manteniendo la dosis
mas alta en maceta, y con un tamafio de planta superior, no se observd tampoco
desdiferenciacion en los pesos respecto a los controles. Consultando la bibliografia existente,
la dosis de glicina betaina suele estar relacionada con la manera de administrarla; aplicada en
las hojas suele ser menos concentrada que via radicular. (Ahmed et al., 2021; Gupta et al.,
2021). Existen estudios en el campo de los bioestimulantes vegetales que emplean
concentraciones elevadas frente a concentraciones bajas para obtener resultados efectivos
(Schiitz et al., 2018). En este caso, la naturaleza del producto determina la dosis.
Bioestimulantes basados en el uso de microorganismos presentan mayor rendimiento cuanto
mas elevada es su concentracion. Otros autores, evitan lo anterior relacionando la alta
concentracion con una posible toxicidad (Juarez-Maldonado et al., 2019; Khan et al., 2009). Lo
que esta claro es la relevancia de la caracterizacion del compuesto y su posible interaccion con

el medio en base a su naturaleza.

El numero de aplicaciones de bioestimulante, supone otro reto a la hora de desarrollar
un protocolo efectivo. Existen numerosas combinaciones, ya sea con incrementos en la

concentracion por cada aplicacion (Jiménez-Arias et al., 2022), o acortando/alargando los

22



momentos de aplicacion de bioestimulante paralelamente al crecimiento de la planta (Park et
al., 2006). Otra posibilidad es el denominado priming, una forma de "memoria" inmunoldgica
vegetal en la que un estimulo externo es percibido por la planta como una sefial de advertencia;
conduciendo a una activacion menor de los mecanismos de defensa inducidos. Esta reaccion se
memoriza y conduce a una respuesta de defensa mas rapida y/o mas fuerte en caso de ataque
posterior por parte de un factor bidtico o abiodtico (Desmedt et al., 2021). El modelo anterior
podria solventar los posibles inconvenientes de toxicidad con la glicina betaina; tratando a la
planta desde estadios jovenes y permitiendo incrementar la concentracion y/o numero de

aplicaciones a la par del desarrollo de esta.

Entre otros aspectos a tener en cuenta para futuros estudios es el establecimiento de unas
condiciones de sequia Optimas. La mejor manera de simular el estrés natural por sequia en
experimentos en macetas no es obvia. La simple retencion de agua suele ser insatisfactoria,
porque los déficits hidricos pueden desarrollarse mas rapidamente en contenedores que en
condiciones de campo. Esto es clave, porque la velocidad a la que se desarrolla el estrés puede
determinar los tipos de respuestas fisiologicas observadas (Munns et al., 2010). Durante los
experimentos de ecofisiologia de las plantas (Figura 15), se observa como los individuos
control, a pesar de no estar bajo estrés hidrico, ven afectada su fotosintesis. Una de las posibles
explicaciones es el tamafio de la maceta, siendo fundamental en el crecimiento y desarrollo de
las plantas, especialmente en los estudios de sequia (Turner, 2019). El tamafio de la maceta
determina la cantidad de suelo disponible para que la planta crezca y obtenga nutrientes y agua.
En los estudios de sequia, el tamafio del recipiente puede influir en la gravedad del estrés hidrico
experimentado por la planta, los efectos resultantes en la fisiologia y el rendimiento de la
especie vegetal. Los tamafios de maceta mas pequefios limitan la cantidad de suelo disponible
para que la planta crezca, con especial atencion al crecimiento radicular (Poorter et al., 2012).
Esto puede resultar en cambios en la fisiologia de la planta, como una reduccién en el area
foliar, el cierre estomatico y la reduccion de la fotosintesis, traduciéndose en ocasiones en una

reduccion en el crecimiento y el rendimiento de la planta (Sinclair et al., 2017).

En nuestro caso, una posible hipotesis puede ser la mala coordinacion entre el inicio de
la sequia y el tamafio de planta, obviando el aspecto de las dimensiones de la maceta. Es
importante determinar un punto en el crecimiento adecuado de la planta para poder comprobar
la gravedad del estrés hidrico. Otros factores, como el volumen y momento de riego, el tipo de
suelo y la especie de planta, también pueden desempenar un papel en la determinacion de la

severidad de la sequia. Al realizar experimentos con macetas, es importante tener en cuenta
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cémo interactiian el tamafio y la forma de la maceta con el sustrato. Los suelos de textura fina
se compactan facilmente, limitando el avance el agua y pudiendo afectar al crecimiento
radicular cuando se riegan (Liu et al. 2014). Por el contrario, los suelos de textura gruesa y
porosos tienen poca capacidad de retencion de agua y drenan rapidamente. Esto puede hacer
que las plantas agoten rapidamente la limitada agua disponible, lo que provoca déficits hidricos
importantes (Sinclair et al., 2017). En este experimento, una relacion 2:1 de tierra y arena pudo
suponer demasiada percolacion del agua que, sumado el insuficiente tamafio de maceta y el
elevado crecimiento radical, perjudican la fisiologia de la planta adelantando los efectos de la

sequia.

En definitiva, el correcto disefio de un protocolo usando glicina betaina como
bioestimulante, y centrando la atencidén en su administracion radicular, pondria en manifiesto
sus efectos en plantas bajo estrés por sequia. De esta manera, se podria ampliar la informacion
sobre el compuesto empleado como bioestimulante y complementar los datos existentes;
facilitando asi, aspectos aun sin clara comprension como su transporte y translocacion en la
planta. Asimismo, esclareceria un factible punto de partida a la hora de pasar el modelo de
laboratorio, a campo para su aplicacion a gran escala en cultivos. Mediante su implementacion
en el riego, por ejemplo, se sumaria una herramienta nueva en la lucha contra los efectos del

cambio climatico en la produccién agricola.

6. Conclusiones

e La glicina betaina aplicada via radicular no tuvo efectos sobre las plantas maduras
sometidas a sequia. Tampoco, fue efectiva en condiciones de riego deficitario en
plantulas de tomate. Por otro lado, no existieron diferencias significativas en los grupos

control sin estrés abiotico y la aplicacion del bioestimulante.

e El ntimero de aplicaciones y la dosis de GB no presento6 diferencias significativas entre
grupos. Las plantas tratadas en estadios jovenes con GB 10 mM presentaron un
rendimiento similar que las control y las GB 0,1 mM. Este hecho se traslado a plantas

adultas, donde la concentracién de 10 mM tampoco se diferencié del control.

e La simulacion de estrés por sequia resultd efectiva, viéndose acentuada en aquellos
grupos con un riego nulo. Demostrado queda en el aumento de la fotorrespiracion y el

descenso del rendimiento fotosintético y de los potenciales hidrico y osmético.
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Conclusions

e Glycine betaine applied via root had no effect on mature plants subjected to drought.
Neither was it effective under deficit irrigation in tomato seedlings. On the other hand,
there were no significant differences in the control groups without abiotic stress and the

application of the biostimulant.

e The number of applications and the dose of WBC did not show significant differences
between groups. The plants treated in young stages with GB 10 mM presented a similar
performance as the control and the GB 0.1 mM. This fact was transferred to adult plants,

where the concentration of 10 mM was also not different from the control.

e The simulation of drought stress was effective, being accentuated in those groups with
zero irrigation. It was demonstrated by the increase in photorespiration and the decrease

in photosynthetic yield, water potential and osmotic potential.
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