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Abstract: It is predicted that drought will be more frequent and sustained in the future, which may 

affect the decline of rubber tree production. Therefore, it is critical to research some of the variables 

related to the drought‐resistance mechanism of the rubber tree. As a result, it can be used to guide 

the  selection  of  new  rubber  drought‐resistance  clones.  The  goal  of  this  study was  to  identify 

drought‐resistance mechanisms  in rubber clones from the high drought factor index (DFI) group 

using ecophysiological and biochemical variables. The  treatments consist of  two  factors, namely 

water deficit and contrasting clones based on the DFI variable. The first factor consisted of three 

levels, namely normal (fraction of transpirable soil water (FTSW) > 0.75), severe water deficit (0.1 < 

FTSW < 0.20), and recovery condition (FTSW > 0.75 after rewatering). The second factor consisted 

of seven clones, namely clones G239, GT1 (low DFI), G127, SP 217, PB 260 (moderate DFI), as well 

as G206 and RRIM 600  (high DFI). RRIM 600 had  the highest DFI among  the other  clones as a 

drought‐tolerance mechanism characteristic. Furthermore, clones RRIM 600, GT1, and G127 had 

lower stomatal conductance and transpiration rate than drought‐sensitive clone PB 260. As a result, 

as drought avoidance mechanisms, clones RRIM 600, GT1, and G127 consume less water than clone 

PB 260. These findings indicated that clone RRIM 600 was a drought‐resistant clone with drought 

tolerance and avoidance mechanisms. 

Keywords: drought factor index; drought resistance; Hevea brasiliensis; transpiration;   

leaf gas exchange 

 

1. Introduction 

Climate change phenomenon is predicted to increase the frequency and duration of 

dry periods [1]. This condition is called drought when it results in plant injury [2]. In ad‐

dition  to  influencing  the growth and yield of plants, ecophysiological variables are af‐

fected by drought,  for example, osmotic and  turgor pressure, conductance of stomata, 

photosynthesis, transpiration, respiration, and antioxidant activity [3–7]. Among the ef‐

fects of drought on plant ecophysiological processes, changes in stomatal conductance are 

the most prominent [8]. The decrease in stomatal conductance resulted in protective ef‐

fects such as a decrease in transpiration rate, allowing plants to save water and improve 

water use efficiency [7,9]. On the contrary, the closure of stomata as a result of drought 

resulted in a decrease in CO2 assimilation rate, resulting in excessive light exposure, over‐

reduction of the PSII (photosystem II) photosynthesis reaction center, and the production 

of ROS (Reactive Oxygen Species). The accumulation of ROS can damage leaf cell tissue 
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and leads to oxidative stress [10]. As a result of the drought, the plant growth rate and 

yield decreased. 

Plants can adapt to drought conditions through various mechanisms such as drought 

escape, avoidance, tolerance, and recovery [11,12]. Plant drought‐resistance mechanisms 

include, for example, reducing stomatal conductance to achieve a low transpiration rate 

(avoidance mechanism). As a result, water is available in plant cells for a longer period, 

and plant dehydration can be delayed. Furthermore, the mechanism of plant adaptation 

under drought conditions can be achieved by increasing the concentration of ROS‐neu‐

tralizing substances such as enzymatic and non‐enzymatic antioxidants (tolerance mech‐

anism). Catalase  (CAT), superoxide dismutase  (SOD), and peroxidase  (POD) are ROS‐

scavenging enzymes  [7], while ascorbic acid, glutathione and NADPH are antioxidant 

metabolites [13]. SOD converts O2− to H2O2. CAT participates in the conversion of H2O2 

into H2O and O2 [14]. In addition, the ascorbate peroxidase (APX) converts H2O2 into H2O 

and MDHA  (monodehydroascorbate)  [15]. Furthermore, ascorbic  acid  is an  important 

substrate for ROS detoxification. It is the electron source required by APX to convert H2O2 

to H2O and O2 [13,16]. 

ROS can damage leaf cell tissue, including PSII, if these ROS‐neutralizing substances 

fail to suppress ROS formation. PSII activity can be measured using chlorophyll‐a fluores‐

cence (CF). As a result, CF can be used to assess the overall physiological status of plants 

as a result of drought. Performance Index (PI) is a CF variable that reflects plant vitality 

[17]. Furthermore, by monitoring this integrative variable under normal, moderate, and 

severe drought conditions, we can calculate the drought factor index (DFI) to screen plants 

for drought stress tolerance [3,18]. The higher the DFI value, the more tolerant plants are 

to drought stress [19]. 

Because it reflects the change in plant vitality (PI) under normal, moderate, and se‐

vere water deficit conditions, DFI is associated with the tolerance mechanism. DFI repre‐

sents the relative reduction in PI caused by drought during a drought stress period [17]. 

Drought‐tolerant genotypes should be able to tolerate drought stress for longer periods of 

time  than drought‐sensitive genotypes, according  to  the DFI principle  [20]. A  low DFI 

indicates a greater decrease in PSII activity due to drought. A genotype’s drought toler‐

ance  is also  indicated by a higher DFI  [19]. DFI has been used successfully  to sort  the 

drought tolerance level of some genotypes of some species, including Sesamum indicum 

[21], Cicer arientinum L. [22], Hordeum vulgare L. [20], and Elaeis guineensis [23]. 

The DFI of perennial tree species, including Hevea brasiliensis, is poorly understood. 

H. brasiliensis is a natural rubber‐producing tree species classified as a C3 plant, making it 

more susceptible  to drought  than a C4 plant  [24]. According  to some studies, drought 

reduced the growth and yield of the rubber tree [3,25,26]. Only one drought‐tolerant rub‐

ber clone, RRIM 600, has been identified and is being used in dry areas of Thailand and 

India [27–30]. 

DFI analysis on a biparental population of PB 260 × x SP 217 and  several control 

clones (RRIM 600, PB 260, SP 217, and GT1) revealed three distinct groups of clones  in 

drought response, namely a high DFI group (clones RRIM 600 and G206), a moderate DFI 

group (clones PB 260, SP 217, and G127), and a low DFI group (clones GT1 and G239) [31]. 

We characterized these selected contrasting rubber clones for DFI at the ecophysiological 

and biochemical levels. This study led to identifying drought‐resistance mechanisms for 

each studied genotype and revealed that the well‐known drought‐resistant clone RRIM 

600 exhibited two distinct drought adaptation mechanisms. DFI was, therefore, a robust 

integrative parameter useful for screening genetic populations for drought tolerance. 
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2. Results 

2.1. Drought Factor Index   

DFI is an integrative index that measures a plant’s ability to withstand a water deficit. 

DFI was calculated based on the change in PI in three water deficit levels, namely normal, 

moderate, and severe. As a result, the DFI value was associated with the integrative index 

value of the drought‐tolerance mechanisms. Figure 1A depicts the change in PI values of 

the contrasting clones based on the DFI value. 

 

Figure 1. Fluctuations in PI (A) and DFI (B) of seven different rubber clones under normal, moder‐

ate, and severe water deficit conditions. a.u. stands for arbitrary unit. The different letters represent 

significantly different means as determined by  the Least Significant Difference  test at 95% confi‐

dence. 

Figure 1A shows that the drop in PI during the transition from normal to severe water 

deficit was smaller for rubber clones with higher DFI than for clones with lower DFI. The 

more stable PI values of rubber clones included in the high DFI group (determined in the 

previous study) during normal, moderate, and severe water deficit conditions resulted in 

a high DFI value in this study, as shown in Figure 1B. As a result, the findings of this study 

confirm the findings of a previous study conducted by Cahyo et al. [31]. 

2.2. Analysis of Variance and Principal Component Analysis of Some Ecophysiological and 

Biochemical Variables Related to Water Deficit 

Water deficit and clone factors had a significant effect on all variables observed in 

this research. Whereas the interactions between water deficits and the clones were signif‐

icant for variables gs (stomatal conductance), E (transpiration rate), VPD (vapor pressure 

deficit), and POD (peroxidase) enzyme activity (Table 1). Furthermore, principal compo‐

nent analysis (PCA) was used to identify important factors influencing the observed var‐

iables. PCA was carried out for normal, severe water stress and recovery conditions. It can 

generate a biplot graph of the observed variables and the treatment factor (rubber clones) 

that shows the relationship between them and the rubber clones. The two main axes F1 

and F2, show 75.99, 76.02, and 70.33% for the respective conditions (Figure 2A–C). 
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Table 1. The results of the analysis of variance of several ecophysiological and biochemical variables 

as the effect of water deficit and clone treatment factors. Note: F values followed by ***, **, and * are 

significant at α = 0.001, 0.01, and 0.05, respectively. DF—degree of freedom, gs—stomatal conduct‐

ance (mol H2O m−2 s−1), E—transpiration rate (mmol H2O m−2 s−1), VPD—vapor pressure deficit (kPa), 

EL—electrolyte leakage (%), H2O2—hydrogen peroxide content (ppm), SOD—superoxide dismutase 

enzyme activity (unit mg−1), POD—peroxidase enzyme activity (unit mg−1). 

Source of Variation  DF 
F Value 

gs  E  VPD  EL  H2O2  SOD  POD 

Water Deficit  2  16.006  ***  21.986  ***  8.171  ***  5.136  **  8.577  ***  30.539  ***  3.804  * 

Clone  6  3.388  **  3.385  **  2.811  *  4.868  ***  3.37  **  2.836  *  2.347  * 

Water Deficit × Clone  12  1.928  *  2.098  *  2.069  *  0.526    1.06    1.287    1.978  * 

Residuals    81                             

 

Figure 2. The results of the biplot analysis of all observed variables and rubber clones under three 

different water deficit conditions, namely: normal condition (A), severe water deficit condition (B), 

and recovery condition (C). Note: gs—stomatal conductance (mol H2O m−2 s−1), E—transpiration rate 

(mmol H2O m−2 s−1), VPD—vapor pressure deficit (kPa), EL—electrolyte leakage (%), H2O2—hydro‐

gen peroxide content (ppm), SOD—superoxide dismutase enzyme activity (unit mg−1), POD—pe‐

roxidase enzyme activity (unit mg−1). 

Correlation coefficients greater than 0.8 were used to explain the graph. On the axis 

F1, VPD, gs and E were the most significant. High DFI genotypes (RRIM 600, 206) remain 

stable on the different graphs. By contrast, low and moderate DFI genotypes are not asso‐

ciated with  the same  factors  for normal and other conditions  (severe water deficit and 

recovery). Interestingly, two famous rubber clones are opposite, especially under stress 

conditions:  clone RRIM  600 was  associated with VPD whatever  the  conditions, while 

clone PB 260 was associated with high gs and E. 

Furthermore, in severe water deficit conditions, the opposition of clones G206 and 

GT1 on the F2 axis could be explained by the variable POD (0.909). The  low POD was 

linked to clone RRIM 600. The high POD, on the other hand, was associated with clone 

G206. 

2.3. Effect of Interaction between Water Deficit and Clone on Several Ecophysiological and 

Biochemical Variables 

The effect of interaction between water deficit and clone on gs, E, VPD, and POD is 

presented in Figure 3A–D, respectively. 
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Figure 3. Effect of combination between clone and water deficit level on: (A) gs, (B) E, (C) VPD, and 

(D) POD enzyme activity. The different letters indicate significantly different means determined by 

the Least Significant Difference test at a 95% confidence interval. 

Figures 3A,B show that gs and E decreased during water deficit for all genotypes and 

then increased at a similar level with prior stress after rewatering. The decrease in gs (0.01–

0.02 mol H2O m−2 s−1) and E were comparable (1–2 mmol H2O m−2 s−1). Furthermore, the 

high level of gs and E can be observed for any DFI level. It demonstrated that the levels of 

gs and E are unrelated to the DFI. Furthermore, Figure 3C shows that all the clones had 

the same VPD in normal conditions. A similar situation occurred when there was a water 

deficit. Except for clones PB 260 and GT1, which had lower VPD than clone G239, there 

was no significant difference in VPD. At recovery, the VPD of clones PB 260, G239, and 

G206 were significantly lower than those of clones SP 217, GT1, RRIM 600, and G127. In 

addition, Figure 3D shows that a  lack of water caused a significant  increase  in POD  in 

clones G206 and SP 217. In the recovery condition, POD increased significantly for clone 

RRIM 600. The  low DFI group had  the  lowest POD  enzyme activity when water was 

scarce. 

3. Discussion 

Rubber plants are stressed during the dry season due to water shortages. To cope 

with water shortage, several strategies are used by rubber plants, namely tolerance and 

avoidance mechanisms. Among several variables observed in this research, DFI is a vari‐

able associated with tolerance mechanisms because  it reflects the ability of the plant to 

maintain the functionality of PS2 under drought conditions, whereas the avoidance mech‐

anism is linked to the plant’s ability to maintain plant water status via stomatal conduct‐

ance and transpiration rate adjustment. As a result, this section discusses some tolerance 

mechanism variables, such as DFI in relation to PI and POD enzyme activity, as well as 

avoidance mechanism variables,  such as  stomatal  conductance,  transpiration  rate, and 

VPD, in detail. The expected mechanism of each clone is also discussed in this section. 
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This research used the PCA biplot analysis to determine the correlation between var‐

iables and their association with rubber clones. The PCA was used because it can deter‐

mine the important components affecting the observed variables. Furthermore, it can gen‐

erate a biplot graph of observed variables and the treatment factor (rubber clones); hence 

the association between observed variables and  rubber clones can be determined. The 

PCA revealed  that RRIM 600 as a control  for drought‐resistant clones and PB 260 as a 

control for the drought‐sensitive clone were located in opposite directions, especially in 

severe water deficit and recovery conditions. The PCA also revealed that under severe 

water deficit and recovery conditions, clone PB 260 was characterized by high gs and E. 

On the contrary, under the same water deficit level, clone RRIM 600 was characterized by 

low gs and E. The low gs and E under water deficit and recovery conditions indicated that 

clone RRIM 600 could withstand drought conditions through avoidance mechanisms, be‐

sides other mechanisms that are discussed in the discussion section. 

3.1. Tolerance Mechanism   

The highest DFI variable was found in clones RRIM 600 (control for drought‐resistant 

clones) and G206, while the lowest DFI variable was found in clones GT1 and G239. PB 

260, a widely known drought‐sensitive clone [8,32,33], was classified as having moderate 

DFI based on its eco‐physiological, biochemical, growth, and yield characteristics (Figure 

1B). This result was consistent with previous research [31]. The high DFI of clones RRIM 

600 and G206 suggested that they could keep PI stable in normal, moderate, and severe 

water deficit conditions. The PI in severe water deficit conditions for clones GT1 and G239, 

on the other hand, was reduced to 75% of normal condition PI values (Figure 1A).   

The ability of high DFI rubber clones to maintain high PI in the presence of severe 

water deficit was  linked to ROS scavenging enzymes such as POD. During water defi‐

ciency, the higher DFI group generated more POD enzyme activity. On the contrary, the 

lowest POD enzyme activity was observed in the group with the lowest DFI (Figure 3D). 

POD enzyme is required for the conversion of H2O2 to water [14,34,35]. As a result, the 

clone with the lowest POD enzyme activity of the lowest DFI group significantly affected 

the reduction of PI in the water deficit condition (Figure 1A). The high POD enzyme ac‐

tivity was required  to compensate for  the high H2O2 content caused by the water defi‐

ciency condition.  If not converted  to water, accumulation of H2O2 during water deficit 

conditions influenced the increase of EL, indicating damage to the plant cell membrane. 

Hence the clones with low DFI were more prone to drought conditions compared to the 

clones with high DFI.   

Due to the impact of high POD enzyme activity, high DFI rubber clones could main‐

tain the PI at a high level under severe water deficit conditions. Under water‐stress con‐

ditions,  the POD enzyme  is  responsible  for  scavenging H2O2, allowing  cell membrane 

damage  to be avoided  [35]. At water‐deficit conditions,  the high POD enzyme activity 

resulted in a high PI. As a result, the biochemical variables and DFI were associated with 

the tolerance mechanism because it reflects plant vitality under water‐stress conditions. 

Plant metabolism is enabled by the tolerance mechanism at low water potential [36]. 

Overall, the tolerance mechanism of rubber plants to withstand water deficit condi‐

tions is presented in Figure 4. 
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Figure 4. Response mechanisms of drought‐tolerant (A) and drought‐sensitive clone (B) to normal 

and water deficit conditions.   

3.2. Avoidance Mechanism   

Plant adaptation to water deficit conditions can be both a tolerance and an avoidance 

mechanism. The avoidance mechanism is plant water‐status homeostasis, which includes 

stomatal control to manage the transpiration rate [36]. In this study, when clones RRIM 

600, SP 217, GT1, and G127 were compared to PB 260 as the control for drought‐sensitive 

clones, low gs (Figure 3A) and E (Figure 3B) as the avoidance mechanism to preserve wa‐

ter inside plant tissues occurred, especially in recovery conditions. The recovery condition 

represents the real‐world situation in the field when rainfall is not evenly distributed over 

a month, and the rubber tree is subjected to a brief period of drought stress. The lower E 

of clones RRIM 600, SP 217, GT1, and G127 compared to clone PB 260 indicated that clones 

RRIM 600, SP 217, GT1, and G127 could keep  the planting medium moist  for a  longer 

period of time than clone PB 260. In water‐limited conditions, clones RRIM 600, GT1, and 

G127 survive for a longer period of time than PB 260. This also suggested that, in addition 

to the tolerance mechanism, clone RRIM 600 used an avoidance mechanism to survive in 

drought conditions. 

Furthermore, Figure 2 shows that clone RRIM 600 had the opposite characteristics as 

clone PB 260 in all ecophysiological variables, particularly in severe water deficit (Figure 

2B) and recovery (Figure 2C) conditions. It was also clearly demonstrated that PB 260 was 

associated with high gs, E, and low VPD in severe water deficit and recovery conditions. 

RRIM 600, on the other hand, was associated with low gs, E, and VPD. Lowering gs re‐

sulted  in  lower E  [9,37,38]. When plants detect a water shortage at  the root zone,  they 

produce the ABA hormone. The ABA hormone was  then  translocated to the  leaf as an 

indicator of a water deficit [39]. Because this hormone caused stomatal closure, E was re‐

duced [40]. As a result, increasing gs resulted in increasing E and vice versa.   

The plant materials used in this research were produced by a budding technique us‐

ing GT1 seedlings as the rootstocks, which might be had a high variability due to the high 

heterozygosity of rubber plants. However, because we used a fraction of transpirable soil 

water (FTSW) to determine the water deficit level, the effect of the variability of root prop‐

erties on the inaccuracy of plant water deficit level determination for each treatment could 

be suppressed. 

Furthermore, Figure 3A shows that in the absence of water, the gs of all clones were 

significantly lower than in the presence of water. For most of the clones, the gs in water 

deficit conditions were reduced by more than 50%. This condition increased the produc‐

tion of reactive oxygen species (ROS) above normal levels. Excess ROS in the leaves re‐

sulted in oxidative stress and leaf cell damage [10]. Furthermore, when water was added 
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to the plant to achieve recovery conditions, the gs of all clones recovered to the same level 

as  the gs  in normal conditions, except  for clone PB 260. When PB 260 was  in recovery 

condition, its gs doubled when compared to normal condition. This condition could also 

occur due to a decrease in cuticle permeability caused by a water deficit, resulting in a 

drop in E as seen in the tea plant [41]. While rewatering treatment resulted in a decrease 

in cuticle barrier (intercellular wax coverage) compared to water deficit and normal con‐

ditions, E increased [42]. The increased transpiration following rewatering made clone PB 

260 more susceptible to water stress. This trait may make clone PB 260 more vulnerable 

during the transition from dry to wet periods. However, the high E after rewatering indi‐

cated that clone PB 260 recovered the fastest from a water deficit condition. It implied that 

when water availability is sufficient to meet clone PB 260’s water requirements, clone PB 

260’s productivity would recover faster than clone with low E after rewatering, such as 

GT1 [33]. 

3.3. Expected Mechanisms of some Rubber Clones to Withstand Water Deficit Conditions   

The drought‐resistance expected mechanisms of rubber clones with contrasting DFI 

can be classified into three categories based on DFI and E variables, namely drought‐sen‐

sitive,  drought  avoidance,  and  drought‐tolerance mechanisms.  Table  2  shows  the  ex‐

pected resistance mechanism of the seven rubber clones with contrasting DFI.   

Table 2. Drought‐resistance expected mechanism of seven rubber clones with contrasting DFI. 

Rubber Clone 
Drought Factor 

Index 

Transpiration 

Rate 
Drought‐Resistance Expected Mechanism 

G239  Low  High  Drought Sensitive 

GT1  Low  Low  Drought Avoidance 

G127  Moderate  Low  Drought Avoidance 

PB 260  Moderate  High  Drought Sensitive 

SP 217  Moderate  Low  Drought Avoidance 

G206  High  Moderate  Drought Tolerance   

RRIM 600  High  Low  Drought Tolerance and Avoidance 

Table 2 shows that clones G239 and PB 260 were expected to be drought sensitive 

due to their low and moderate DFI levels, respectively, as well as their high E. Further‐

more, due to the low E, clones GT1, G127, SP 217, and RRIM 600 were expected to have 

an avoidance mechanism. Furthermore, due to the high DFI, clones G206 and RRIM were 

expected to have drought‐tolerance mechanisms. These findings revealed that, of all the 

rubber clones tested in this study, only RRIM 600, as a drought‐resistant clone possessed 

both drought tolerance and drought avoidance mechanisms.   

Clone RRIM 600 reduced gs under drought conditions, resulting in an E reduction. 

As a result, water consumption could be reduced, and water availability could be pre‐

served for a longer period (avoidance mechanism). Clone RRIM 600, on the other hand, 

could maintain PI as high as normal conditions under water deficiency conditions. Fur‐

thermore, because PI reflects plant vitality, the low leaf cell damage was also indicated by 

high PI. The high PI in a water‐stressed environment resulted in a high DFI. As a result, 

DFI could be associated with a tolerance mechanism. 

3.4. Summary of the Findings 

DFI is a robust parameter to select a drought‐tolerant plant, including rubber. The 

higher DFI indicated the higher tolerance of rubber clones to withstand water deficit con‐

ditions. The highest DFI was found for the well‐known drought‐resistant clone RRIM 600 

that could maintain stable PI as well as stable PS2 functionality during normal and water 

deficit conditions as an expression of tolerance mechanism. 

Furthermore, when clones RRIM 600, SP 217, GT1, and G127 were compared to PB 

260 as the control for drought‐sensitive clones, low gs and E were found. Clones RRIM 
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600, SP 217, GT1, and G127 consume less water than clone PB 260 due to their low gs and 

E. This fact indicated that these three clones were more efficient in using water than clone 

PB 260 and thus could withstand water deficit conditions for a longer period of time than 

clone PB 260. As a result, clones RRIM 600, SP 217, GT1 and G127 were expected to use an 

avoidance mechanism to cope with a water deficit. 

Interestingly, this study revealed that the drought‐resistant clone RRIM 600 exhibits 

both drought tolerance and adaptative avoidance mechanisms. These findings will be con‐

firmed by ecophysiological studies of mature  trees grown  in small‐scale clone  trials  in 

order to validate the use of DFI on juvenile plant material as a robust integrative parame‐

ter for screening genetic populations for drought tolerance. 

4. Materials and Methods 

4.1. Experimental Site and Plant Materials 

This study was conducted from December 2021 to February 2022 in the greenhouse 

of the Faculty of Agriculture, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, Indonesia, located at 

7°46′5.3256″ S and 110°22′55.236″ E with an altitude of 144 m above sea level. 

The plant materials consisted of three groups of clones with contrasting DFI [31]. The 

three contrasting groups of clones were clone numbers G239 and GT1 (low DFI), G127, SP 

217, and PB 260 (moderate DFI), as well as G206 and RRIM 600 (high DFI). Clone numbers 

G239, G127, and G206 were derived from crossing between clones PB 260 and SP 217. In 

contrast, clone GT1 was a primary clone originating from Indonesia and used as control. 

While PB 260 and RRIM 600 were controls for drought‐sensitive and ‐resistant clones, re‐

spectively. The scions of these clones were budded onto GT1 seedlings as the rootstocks. 

The budding activity was conducted  in August 2021 when the rootstock at the ground 

nursery was six‐month‐old. The budded plant materials were then planted in polybags 

(size 12 × 25 cm) in September 2021. The water deficit treatment was started on December 

2021 when the leaves reached a mature age, indicated by the dark green color of the leaves 

with a chlorophyll index was more than 50 index units. 

4.2. Experimental Design and the Treatments 

This research was conducted using a Completely Randomized Design  (CRD). The 

treatments consist of two factors, namely water deficit level and rubber genotypes/clones. 

The water deficit  level was determined based on the fraction of transpirable soil water 

(FTSW). The first factor (water deficit level) consisted of three levels, namely normal con‐

dition  (FTSW > 0.75), severe water deficit  (0.1 < FTSW < 0.20), and  recovery condition 

(FTSW > 0.75 after rewatering). The second factor (rubber clones) consisted of three levels, 

namely low DFI (G239 and GT1), moderate DFI (G127, SP 217, and PB 260), and high DFI 

(G206 and RRIM 600). These treatments were replicated five times, and each replication 

consisted of one unit of the plant.   

To start the research, water deficit levels treatment was given once the leaves reached 

the maximum size with dark green color (two months old leaves). The FTSW for water 

deficit levels determination was calculated by plotting the NTR (normalized transpiration 

rate) value in the NTR and FTSW relation curve with the formula [43]: 

NTR = 2/[1 + exp(−14 * FTSW)] − 1  (1)

The NTR was the normalized ratio of transpiration rate (TR). The TR was determined 

by dividing  the daily  transpiration of each  individual rubber plant material of a given 

genotype which was  treated by water deficit, by  the average daily  transpiration of  the 

control treatment of that genotype. Then, the NTR was determined by dividing the TR 

value over time by the average of the first three‐day TR values when the availability of 

water was not limited under the water deficit treatment [44]. Daily transpiration was de‐

termined by calculating the difference between the weight of the covered polybag of the 
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individual plant on two consecutive days. This activity was conducted from the beginning 

of the water deficit treatment until the plant reached severe water deficit conditions. 

4.3. Measurement of CF and Calculation of DFI 

The CF variable (PI) was measured using a Pocket PEA [45]. This device uses 3500 

μmol m−2 s−1 of saturating light pulses for 1 s [45]. Based on the previous research by Cahyo 

et al. [46], a dark adaptation time of one hour was used prior to the CF measurement to 

get the correct F0 (minimum fluorescence) level. This measurement was conducted at 07.30 

a.m. at the same point of the leaf when the water deficit level of water deficit treated plants 

reached normal, moderate, and severe water deficit conditions as calculated using  the 

NTR and FTSW methods.   

Furthermore, DFI is calculated as follows [20]:   

DFI = logA + 2 logB  (2)

Note: 

A = PI relative = PI at moderate water‐deficit condition/PI in normal conditions 

B = PI relative = PI at severe water‐deficit condition/PI in normal conditions 

The measurement of PI was conducted at a certain range of FTSW based on the re‐

search reported by Lestari et al. [47] and Sanier et al. [8], namely: normal condition, (FTSW 

> 0.75), moderate water‐deficit condition (FTSW = 0.35–0.45), and severe water‐deficit con‐

dition (FTSW = 0.1–0.2). 

4.4. Measurement of Ecophysiological and Biochemical Variable 

4.4.1. Measurement of Ecophysiological Variables 

The ecophysiological variables observed in this study, namely gs (mol H2O m−2 s−1), 

E (μmol H2O m−2 s−1), and VPD (kPa). These variables were measured using Portable Pho‐

tosynthesis System Licor Li‐6400 XT  [48] at  the end of the experiment when the plants 

reached normal, severe water deficit, and recovery condition. This measurement was con‐

ducted from 11.00 a.m.–02.30 p.m. when the sunlight was optimum for the photosynthesis 

process with a quantum flux of 7955 μmol m−2 s−1. Furthermore, the concentration of CO2 

applied in the leaf chamber was 415 μmol/mol. 

4.4.2. Measurement of Biochemical Variables 

The  biochemical  variables  observed  in  this  study,  namely  EL  (%), H2O2  content 

(ppm), SOD, and POD enzyme activity (unit mg−1). 

 EL 

EL was determined by cutting 5 mm length of 100 mg fresh leaf samples and placing 

it in the tubes containing 10 mL distilled deionized water. The tubes are covered by plastic 

caps and placed in a water bath. These tubes are maintained at a temperature of 32 °C. 

Initial medium electrical conductivity (EC1) is measured after 2 h. After that, the samples 

were autoclaved at 121 °C for 20 min to completely kill the tissues and release all electro‐

lytes. After that, samples are cooled to 25 °C, and the final electrical conductivity (EC2) is 

measured. The electrolyte leakage EL was calculated using the formula EL = EC1 : EC2 × 

100 [49].   

 H2O2 

H2O2 was measured spectrophotometrically after a reaction with Potassium  Iodate 

(KI). The reaction mixture consisted of 0.5 mL 0.1% TCA (trichloroacetic acid) leaf extract 

supernatant, 0.5 mL of 100 mM K‐phosphate buffer and 2 mL reagent (1 M KI w/v in fresh 

double‐distilled water). The blank probe consisted of 0.1% TCA without leaf extract. The 

reaction is developed for 1 h in the dark condition, and the absorbance is measured at 390 

nm. Hydrogen peroxide content is calculated using a standard curve prepared with de‐

termined concentrations of H2O2 [50]. 
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 SOD and POD enzyme activity 

The SOD (EC1.15.1.1) enzyme activity was determined using the method reported by 

Marklund and Marklund (1974) [51]. To determine the activity of SOD, a fresh matter of 

rubber leaves (1 g) was grounded in liquid nitrogen and centrifuged at 4 °C for 30 min at 

45,000 rpm. 200 μL of phosphate buffer (pH 6.5), 1000 μL of Tris‐EDTA (pH8.2) and 10 μL 

of pyrogallol (0.2 mM) then was added into 100 μL of the supernatant. The reaction was 

monitored at 420 nm to measure the decrease of the absorbance per 30 s. POD (EC 1.11.1.7) 

enzyme activity was determined by using the same supernatant prepared for SOD activity 

calculation. The supernatant (100 μL) was mixed with distilled water (1000 μL), potassium 

phosphate buffer pH 6 (160 μL), hydrogen peroxide (80 μL), and pyrogallol (180 μL). The 

mixture was measured at 420 nm for 90 s with an interval of 30 s. 

4.5. Statistical Analysis 

A completely randomized design analysis of variance with a 95% confidence interval 

was used to analyze the effect of the treatments on the observed variables. If there was a 

significant difference between the mean, a further test was conducted by using Least Sig‐

nificant Difference (LSD) test. This statistical analysis was conducted using the R software. 

Furthermore, PCA was employed to determine correlations between observed variables 

and their association with the clones. This analysis was conducted using XLSTAT 2022 

[52]. 

5. Conclusions 

Clone RRIM 600, as the control for the drought‐resistant clone, had the highest DFI 

among other clones. Furthermore, clones RRIM 600, SP 217, GT1, and G127 had  lower 

stomatal conductance (gs) and transpiration rate (E) compared to clone PB 260 as the con‐

trol for the drought‐sensitive clone. Hence, clones RRIM 600, SP 217, GT1, and G127 con‐

sume  less water  than clone PB 260. These results  indicated  that clone RRIM 600 was a 

drought‐resistant clone based on drought tolerance and its avoidance mechanisms. There‐

fore, the selection of drought‐resistant plants in the future should consider drought toler‐

ance and avoidance mechanism by using DFI and E, for example, as the observation var‐

iables. 

Author Contributions: Conceptualization, A.N.C., R.H.M., E.T.S.P. and P.M.; methodology, A.N.C. 

and E.T.S.P.; software, A.N.C.; validation, R.H.M. and P.M.; formal analysis, A.N.C., R.H.M. and 

E.T.S.P.; investigation, E.T.S.P.; resources, A.N.C., F.O., S.I.; data curation, A.N.C.; writing—original 

draft preparation, A.N.C. and P.M.; writing—review and editing, A.N.C., R.H.M., E.T.S.P. and P.M.; 

visualization, A.N.C.; supervision, R.H.M., E.T.S.P. and P.M.; project administration, A.N.C.; fund‐

ing acquisition, A.N.C. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This research was funded by SEARCA (Ref. No. GCS18‐1242), the Nusantara Program, 

and the French Embassy (Rubber Omics Project Number 43203NG).   

Data Availability Statement: The data presented in this study are available within the article. 

Acknowledgments: The authors  thank  the  Indonesian Rubber Research  Institute and Faculty of 

Agriculture Universitas Gadjah Mada for providing plant materials, workspace, and equipment for 

this study. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest. 

References 

1. IPCC. IPCC Summary for Policymakers; Masson‐Delmotte, V., Zhai, P., Pörtner, H.O., Roberts, D., Skea, J., Shukla, P.R., Pirani, A., 

Moufouma‐Okia, W., Péan, C., Pidcock, R.; et al., Eds.; Global warming of 1.5 °C.; An IPCC Special Report on the impacts of 

global warming of 1.5 °C above pre‐industrial levels and related global greenhouse gas emission pathways, in the context of 

strengthening the global response to the threat of climate change, sustainable development, and efforts to eradicate poverty; 

World Meteorological Organization: Geneva, Switzerland, 2018; p. 32. 



Plants 2022, 11, 3563  12  of  14 
 

 

2. Kneebone,  W.R.;  Kopec,  D.M.;  Mancino,  C.F.  Water  Requirements  and  Irrigation.  In  Turfgrass  Agronomy  Monographs; 

Waddington, D.V.; Carrow, R.N. and Shearman, R.C., Eds.; American Society of Agronomy,  Inc.: Madison, WI, USA; Crop 

Science Society of America, Inc.: Madison, WI, USA; Soil Science Society of America, Inc.: Madison, WI, USA, 1992; Volume 32, 

p. 472. https://doi.org/10.2134/agronmonogr32.c12 

3. Falqueto, A.R.; da Silva  Júnior, R.A.; Gomes, M.T.G.; Martins,  J.P.R.; Silva, D.M.; Partelli, F.L. Effects of Drought Stress on 

Chlorophyll  a  Fluorescence  in  Two  Rubber  Tree  Clones.  Sci.  Hortic.  2017,  224,  238–243. 

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2017.06.019. 

4. Silva, P.E.M.; Cavatte, P.C.; Morais, L.E.; Medina, E.F.; DaMatta, F.M. The Functional Divergence of Biomass Partitioning, 

Carbon Gain and Water Use in Coffea canephora in Response to the Water Supply: Implications for Breeding Aimed at Improving 

Drought Tolerance. Environ. Exp. Bot. 2013, 87, 49–57. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.09.005. 

5. Velázquez‐Márquez, S.; Conde‐Martínez, V.; Trejo, C.; Delgado‐Alvarado, A.; Carballo, A.; Suárez, R.; Mascorro, J.O.; Trujillo, 

A.R. Effects of Water Deficit on Radicle Apex Elongation and Solute Accumulation in Zea mays L. Plant Physiol. Biochem. 2015, 

96, 29–37. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2015.07.006. 

6. Wang, L. Physiological and Molecular Responses to Drought Stress in Rubber Tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). Plant Physiol. 

Biochem. 2014, 83, 243–249. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2014.08.012. 

7. Wang,  Z.;  Li, G.;  Sun, H.; Ma,  L.; Guo,  Y.;  Zhao,  Z.; Gao, H.; Mei,  L.  Effects  of Drought  Stress  on  Photosynthesis  and 

Photosynthetic  Electron  Transport  Chain  in  Young  Apple  Tree  Leaves.  Biol.  Open  2018,  7,  bio035279. 

https://doi.org/10.1242/bio.035279. 

8. Sanier, C.; Oliver, G.; Clément‐Vidal, A.; Fabre, D.; Lardet, L.; Montoro, P. Influence of Water Deficit on the Physiological and 

Biochemical Parameters of in Vitro Plants from Hevea brasiliensis Clone PB 260. J. Rubber Res. 2013, 16, 61–74. 

9. Sangsing, K.; Roux, X.L.; Kasemsap, P.; Thanisawanyangkura, S.; Sangkhasila, K.; Gohet, E.; Thaler, P. Photosynthetic Capacity 

and Effect of Drought on Leaf Gas Exchange in Two Rubber (Hevea brasiliensis) Clones. Kasetsart J. Nat. Sci. 2004, 38, 111–122. 

10. Hamim, H.; Violita, V.; Triadiati, T.; Miftahudin, M. Oxidative Stress and Photosynthesis Reduction of Cultivated (Glycine max 

L.)  and  Wild  Soybean  (G.  tomentella  L.)  Exposed  to  Drought  and  Paraquat.  Asian  J.  Plant  Sci.  2017,  16,  65–77. 

https://doi.org/10.3923/ajps.2017.65.77. 

11. Fang, Y.; Xiong, L. General Mechanisms of Drought Response and Their Application in Drought Resistance Improvement in 

Plants. Cell. Mol. Life Sci. 2015, 72, 673–689. https://doi.org/10.1007/s00018‐014‐1767‐0. 

12. Lawlor, D.W. Genetic Engineering to Improve Plant Performance under Drought: Physiological Evaluation of Achievements, 

Limitations, and Possibilities. J. Exp. Bot. 2013, 64, 83–108. 

13. Akram, N.A.; Shafiq, F.; Ashraf, M. Ascorbic Acid‐A Potential Oxidant Scavenger and Its Role in Plant Development and Abiotic 

Stress Tolerance. Front. Plant Sci. 2017, 8, 1–17. 

14. Fikret, Y.; Manar, T.;  Şebnem, E.;  Şebnem, K.; Özlem, U. SOD, CAT, GR and APX Enzyme Activities  in Callus Tissues of 

Susceptible and Tolerant Eggplant Varieties under Salt Stress. Res. J. Biotechnol. 2013, 8, 45–51. 

15. Kataria, S. Oxidative Stress and Antioxidative Defence System in Plants in Response to UV‐B Stress. In UV‐B Radiation: From 

Environmental Stressor to Regulator of Plant Growth; Singh, V.P., Singh, S., Prasad, S.M., Parihar, P., Eds.; John Wiley & Sons, Ltd: 

Chichester, UK, 2017; pp. 99–122, ISBN 978‐1‐119‐14361‐1. 

16. Mazid, M.; Khan, T.A.; Khan, Z.H.; Quddusi, S.; Mohammad, F. Occurrence, Biosynthesis and Potentialities of Ascorbic Acid 

in Plants. Int. J. Plant Anim. Environ. Sci. 2011, 1, 167–184. 

17. Kalaji, H.M.; Jajoo, A.; Oukarroum, A.; Brestic, M.; Zivcak, M.; Samborska, I.A.; Cetner, M.D.; Łukasik, I.; Goltsev, V.; Ladle, R.J. 

Chlorophyll a Fluorescence as a Tool to Monitor Physiological Status of Plants under Abiotic Stress Conditions. Acta Physiol. 

Plant. 2016, 38, 1–11. https://doi.org/10.1007/s11738‐016‐2113‐y. 

18. Zushi, K.; Matsuzoe, N. Using of Chlorophyll a Fluorescence OJIP Transients for Sensing Salt Stress in the Leaves and Fruits of 

Tomato. Sci. Hortic. 2017, 219, 216–221. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2017.03.016. 

19. Stirbet, A.; Lazár, D.; Kromdijk, J.; Govindjee Chlorophyll a Fluorescence Induction: Can Just a One‐Second Measurement Be 

Used to Quantify Abiotic Stress Responses? Photosynthetica 2018, 56, 86–104. https://doi.org/10.1007/s11099‐018‐0770‐3. 

20. Oukarroum, A.; Madidi, S.E.; Schansker, G.; Strasser, R.J. Probing the Responses of Barley Cultivars (Hordeum vulgare L.) by 

Chlorophyll  a  Fluorescence  OLKJIP  under  Drought  Stress  and  Re‐Watering.  Environ.  Exp.  Bot.  2007,  60,  438–446. 

https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2007.01.002. 

21. Boureima, S.; Oukarroum, A.; Diouf, M.; Cisse, N.; Van Damme, P. Screening for Drought Tolerance in Mutant Germplasm of 

Sesame  (Sesamum  indicum)  Probing  by  Chlorophyll  a  Fluorescence.  Environ.  Exp.  Bot.  2012,  81,  37–43. 

https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.02.015. 

22. Çiçek, N.; Arslan, Ö. Are  The  Photosynthetic  Performance  Indexes  and  The Drought  Factor  Index  Satisfactory  Selection 

Criterion for Stress? Fresenius Environ. Bull. 2015, 24, 4190–4198. 

23. de Raissac, M.; Perez, R.; Fabre, D. New Challenges in Oil Palm Phenotyping in Relation to Climate. In Oil Palm Breeding, Genetics 

and Genomics; Soh, A.C., Mayes, S., Roberts, J., Eds.; CRC Press, Taylor & Francis Group, LLC: Boca Raton, FL, USA, 2017; p. 

446. 

24. Hamim, H. Photosynthesis of C3 and C4 Species in Response to Increased CO2 Concentration and Drought Stress. HAYATI J. 

Biosci. 2005, 12, 131–138. https://doi.org/10.1016/S1978‐3019(16)30340‐0. 

25. Cahyo, A.N.; Sahuri, S.; Stevanus, C.T.; Aji, M. Production of PB 260 Rubber Clone in Relation with Field Water Balance. In 

Proceedings of the International Rubber Conference 2017, IRRDB, Jakarta, Indonesia, 18–20 October 2017; pp. 763–773. 



Plants 2022, 11, 3563  13  of  14 
 

 

26. Saputra,  J.; Stevanus, C.T.; Cahyo, A.N. The Effect of El‐Nino 2015 on The Rubber Plant  (Hevea brasiliensis) Growth  in The 

Experimental Field Sembawa Research Centre. Widyariset 2016, 2, 37. https://doi.org/10.14203/widyariset.2.1.2016.37‐46. 

27. Krishan, B. Assessment of Drought Tolerance in Few Clones of Natural Rubber (Hevea brasiliensis) under Dry Hot Climate of 

Odisha, India. J. Exp. Biol. Agric. Sci. 2017, 5, 106–110. https://doi.org/10.18006/2017.5(1).106.110. 

28. Sumesh, K.V.; Sonam, S.K.; Annamalainathan, K.; Jacob, J. Physiological Comparison of Root Trainer and Polybag Plants of 

Hevea brasiliensis. J. Plant. Crops 2015, 43. https://doi.org/10.19071/jpc.2015.v43.i3.2854. 

29. Thomas, M.; Xavier, S.M.; Sumesh, K.V.; Annamalainathan, K.; Nair, D.B.; Mercy, M.A.  Identification of Potential Drought 

Tolerant Hevea Germplasm Accessions Using Physiological and Biochemical Parameters. Rubber Sci. 2015, 28, 62–69. 

30. Sopharat, J.; Gay, F.; Thaler, P.; Sdoodee, S.; Isarangkool Na Ayutthaya, S.; Tanavud, C.; Hammecker, C.; Do, F.C. A Simple 

Framework to Analyze Water Constraints on Seasonal Transpiration in Rubber Tree (Hevea brasiliensis) Plantations. Front. Plant 

Sci. 2015, 5, 1–11. https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00753. 

31. Cahyo, A.N.; Murti, R.H.; Putra, E.T.S.; Oktavia, F.; Ismawanto, S.; Mournet, P.; Fabre, D.; Montoro, P. Screening and QTLs 

Detection  for  Drought  Factor  Index  Trait  in  Rubber  (Hevea  brasiliensis  Müll.  Arg.).  Ind.  Crops  Prod.  2022,  190,  115894. 

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2022.115894. 

32. Chandrashekar, T.R.; Nazeer, M.A.; Marattukalam, J.G.; Prakash, G.P.; Annamalainathan, K.; Thomas, J. An Analysis of Growth 

and Drought Tolerance  in Rubber during  the  Immature Phase  in  a Dry Subhumid Climate. Exp. Agric.  1998,  34, 287–300. 

https://doi.org/10.1017/S0014479798343045. 

33. Ardika, R.; Cahyo, A.N.; Wijaya, T. Wintering and Yield Dynamics on Various Rubber Clones and Their Relationship to Soil 

Water Content. Indones. J. Nat. Rubber Res. 2011, 29, 102–109. 

34. Junaidi; Nuringtyas, T.R.; Clément‐Vidal, A.; Flori, A.; Syafaah, A.; Oktavia, F.; Ismawanto, S.; Aji, M.; Subandiyah, S.; Montoro, 

P. Analysis of Reduced and Oxidized Antioxidants  in Hevea brasiliensis Latex Reveals New  Insights  into  the Regulation of 

Antioxidants  in  Response  to  Harvesting  Stress  and  Tapping  Panel  Dryness.  Heliyon  2022,  8,  e09840. 

https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e09840. 

35. Tang, J.; Wang, S.‐Q.; Hu, K.‐D.; Huang, Z.‐Q.; Li, Y.‐H.; Han, Z.; Chen, X.‐Y.; Hu, L.‐Y.; Yao, G.‐F.; Zhang, H. Antioxidative 

Capacity Is Highly Associated with the Storage Property of Tuberous Roots in Different Sweetpotato Cultivars. Sci. Rep. 2019, 

9, 11141. https://doi.org/10.1038/s41598‐019‐47604‐8. 

36. Polle, A.; Chen, S.L.; Eckert, C.; Harfouche, A. Engineering Drought Resistance in Forest Trees. Front. Plant Sci. 2019, 9, 1–18. 

37. Price, A.H.; Cairns, J.E.; Horton, P.; Jones, H.G.; Griffiths, H. Linking Drought‐resistance Mechanisms to Drought Avoidance in 

Upland Rice Using a QTL Approach: Progress and New Opportunities to Integrate Stomatal and Mesophyll Responses. J. Exp. 

Bot. 2002, 53, 989–1004. https://doi.org/10.1093/jexbot/53.371.989. 

38. Sangsing, K.; Cochard, H.; Kasemsap, P.; Thanisawanyangkura, S.; Sangkhasila, K.; Gohet, E.; Thaler, P. Is Growth Performance 

in  Rubber  (Hevea  brasiliensis)  Clones  Related  to  Xylem  Hydraulic  Efficiency?  Can.  J.  Bot.  2004,  82,  886–891. 

https://doi.org/10.1139/b04‐083. 

39. Azhar, A.; Sathornkich, J.; Rattanawong, R.; Kasemsap, P. Responses of Chlorophyll Fluorescence, Stomatal Conductance, and 

Net  Photosynthesis  Rates  of  Four  Rubber  (Hevea  brasiliensis)  Genotypes  to  Drought.  Adv. Mater.  Res.  2013,  844,  11–14. 

https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/AMR.844.11. 

40. Guo, H.; Sun, Y.; Peng, X.; Wang, Q.; Harris, M.; Ge, F. Up‐Regulation of Abscisic Acid Signaling Pathway Facilitates Aphid 

Xylem Absorption and Osmoregulation under Drought Stress. J. Exp. Bot. 2016, 67, 681–693. https://doi.org/10.1093/jxb/erv481. 

41. Chen, M.; Zhu, X.; Zhang, Y.; Du, Z.; Chen, X.; Kong, X.; Sun, W.; Chen, C. Drought Stress Modify Cuticle of Tender Tea Leaf 

and Mature  Leaf  for  Transpiration  Barrier  Enhancement  through Common  and Distinct Modes.  Sci.  Rep.  2020,  10,  6696. 

https://doi.org/10.1038/s41598‐020‐63683‐4. 

42. Zhang, Y.; Du, Z.; Han, Y.; Chen, X.; Kong, X.; Sun, W.; Chen, C.; Chen, M. Plasticity of the Cuticular Transpiration Barrier in 

Response to Water Shortage and Resupply in Camellia sinensis: A Role of Cuticular Waxes. Front. Plant Sci. 2021, 11, 600069. 

https://doi.org/10.3389/fpls.2020.600069. 

43. Sinclair, T.R.; Ludlow, M.M. Influence of Soil Water Supply on the Plant Water Balance of Four Tropical Grain Legumes. Aust. 

J. Plant Physiol. 1986, 13, 329–341. 

44. Heinemann, A.B.; Stone, L.F.; Fageria, N.K. Transpiration Rate Response to Water Deficit during Vegetative and Reproductive 

Phases of Upland Rice Cultivars. Sci. Agric. 2011, 68, 24–30. https://doi.org/10.1590/S0103‐90162011000100004. 

45. Hansatech  Instrument  Ltd  Pocket  PEA  System  Manual.  2017.  Available  online:  http://www.hansatech‐

instruments.com/download/pocket‐pea‐manual/ (accessed on 20 November 2022). 

46. Cahyo, A.N.; Murti, R.H.; Putra, E.T.S.; Nuringtyas, T.R.; Fabre, D.; Montoro, P. Assessment of Factual Measurement Times for 

Chlorophyll‐a  Fluorescence  in  Rubber  (Hevea  brasiliensis)  Clones.  Biodiversitas  J.  Biol.  Divers.  2021,  22. 

https://doi.org/10.13057/biodiv/d220656. 

47. Lestari, R.; Rio, M.; Martin, F.; Leclercq, J.; Woraathasin, N.; Roques, S.; Dessailly, F.; Clément‐Vidal, A.; Sanier, C.; Fabre, D.; et 

al. Overexpression of Hevea brasiliensis Ethylene Response Factor HbERF‐IXc5 Enhances Growth and Tolerance to Abiotic Stress 

and Affects Laticifer Differentiation. Plant Biotechnol. J. 2018, 16, 322–336. https://doi.org/10.1111/pbi.12774. 

48. LI‐COR. Using the LI‐6400/LI‐6400XT Portable Photosynthesis System; Version 6; Li‐Cor Biosciences, Inc.: Lincoln, UK, 2011. 

49. Dionisio‐Sese,  M.L.;  Tobita,  S.  Antioxidant  Responses  of  Rice  Seedlings  to  Salinity  Stress.  Plant  Sci.  1998,  135,  1–9. 

https://doi.org/10.1016/S0168‐9452(98)00025‐9. 



Plants 2022, 11, 3563  14  of  14 
 

 

50. Alexieva, V.; Sergiev, I.; Mapelli, S.; Karanov, E. The Effect of Drought and Ultraviolet Radiation on Growth and Stress Markers 

in Pea and Wheat. Plant Cell Environ. 2001, 24, 1337–1344. https://doi.org/10.1046/j.1365‐3040.2001.00778.x. 

51. Marklund, S.; Marklund, G. Involvement of the Superoxide Anion Radical in the Autoxidation of Pyrogallol and a Convenient 

Assay for Superoxide Dismutase. Eur. J. Plant Biochem. 1974, 47, 469–474. 

52. Addinsoft XLStat Basic+. 2022. Available online: https://www.xlstat.com/en/solutions/basic‐plus  (accessed on 20 November 

2022). 


