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RESUMO 

 

Diante de condições desfavoráveis tais como seca e salinidade as plantas podem apresentar 

estratégias em seus vários níveis de organização a fim de tolerar o estresse. Dentre tais 

estratégias, características anatômicas foliares se destacam uma vez que o desempenho 

fisiológico está relacionado com a anatomia da folha, principalmente por ser o órgão 

diretamente envolvido com a fotossíntese. Sendo também o órgão de maior plasticidade de 

respostas, ajustes anatômicos podem ser uma importante característica de espécies tolerantes a 

condições ambientais adversas tal como é C. procera. Esta sempre verde se destaca pelo robusto 

desempenho sob condições de seca e salinidade. Assim, nosso objetivo foi verificar se ajustes 

anatômicos também poderiam estar envolvidos nessa tolerância. Sob condições experimentais 

de seca e salinidade em casa de vegetação foram avaliados aspectos fisiológicos como trocas 

gasosas e conteúdo hídrico relativo foliar, e atributos anatômicos das folhas de C. procera ao 

longo do tempo de estresse imposto. Sob seca e salinidade as plantas apresentaram respostas 

fisiológicas semelhantes como redução da condutância estomática, alta eficiência no uso da 

água e manutenção do status hídrico. Quanto as respostas anatômicas, foi observado que as 

plantas ajustaram sua anatomia frente a condição desfavorável, aumentando a espessura da 

cutícula, densidade de tricomas e estômatos bem como alterações na espessura do mesofilo ao 

longo do estresse. Os ajustes nos parâmetros morfofisiológicos relacionados à regulação da 

transpiração, como cutícula e densidade de tricomas, foram registrados a partir do 9º nas plantas 

sob déficit hídrico e aos 22 dias sob salinidade mostrando que a espécie prontamente lança mão 

desses ajustes como uma estratégia para preservar o status hídrico sob condição limitante. A 

maior densidade estomática observada ao longo do estresse pode ser relacionada com a 

manutenção da assimilação mesmo sob baixa condutância estomática, pois é sugerido que a 

maior densidade melhora o controle e a rapidez da abertura dos estômatos, podendo favorecer 

a captação de CO2 mesmo sob forte controle da transpiração. Além disso, as plantas também 

modificaram espessura do parênquima paliçádico e lacunoso o que pode ser estratégia para 

melhorar a distribuição da luz e difusão do CO2 na folha favorecendo a fotossíntese. Portanto, 

os dados evidenciam uma plasticidade anatômica da espécie ajustando atributos que conferem 

maior tolerância e consequentemente a sobrevivência sob condições de seca e salinidade.  

 

Palavras – chaves: Estresse abiótico. Plasticidade anatômica. Seca. Sal. 

 



 

ABSTRACT 

 

Faced with unfavorable conditions such as drought and salinity, plants can present 

strategies at their various levels of the organization to tolerate stress. Among such strategies, 

leaf anatomical characteristics stand out since the physiological performance is related to the 

anatomy of the leaf, mainly because it is the organ directly involved with photosynthesis. Also 

being the organ with the greatest plasticity of responses, anatomical adjustments can be an 

important characteristic of species tolerant to adverse environmental conditions such as C. 

procera. This evergreen stands out for its robust performance under drought and salinity 

conditions. Thus, our objective was to verify whether anatomical adjustments could also be 

involved in this tolerance. Under experimental conditions of drought and salinity in a 

greenhouse, physiological aspects were evaluated, such as gas exchange and leaf relative water 

content, and anatomical attributes of the leaves of C. procera during the time of stress imposed. 

Under drought and salinity, plants showed similar physiological responses such as reduced 

stomatal conductance, high efficiency in water use and maintenance of water status. As for the 

anatomical responses, it was observed that the plants adjusted their anatomy in the face of 

unfavorable conditions, increasing the thickness of the cuticle, density of trichomes and stomata 

as well as changes in the thickness of the mesophyll during stress. The adjustments in the 

morphophysiological parameters related to the regulation of transpiration, such as cuticle and 

trichome density, were recorded from the 9th on plants under water deficit and at 22 days under 

salinity showing that the species promptly make use of these adjustments as a strategy to 

preserve the water status under limiting condition. The higher stomatal density observed during 

stress can be related to the maintenance of assimilation even under low stomatal conductance, 

as it is suggested that the higher density improves the control and the speed of stoma opening, 

which may favor CO2 uptake even under strong sweating control. Besides, the plants also 

modified the thickness of the palisade and lacunous parenchyma, which may be a strategy to 

improve light distribution and CO2 diffusion in the leaf, favoring photosynthesis. Therefore, 

the data show anatomical plasticity of the species by adjusting attributes that confer greater 

tolerance and consequently survival under drought and salinity conditions. 

 

Keywords: Abiotic stress. Anatomical plasticity. Drought. Salt. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A seca e a salinidade são os dois principais fatores abióticos que mais limitam o 

desenvolvimento e produtividade vegetal ao redor do mundo Tais fatores afetam vários aspectos 

da vida das plantas limitando fotossíntese, reduzindo crescimento e determinando o 

estabelecimento e distribuição das espécies nos ecossistemas (Liu et al., 2019) Tais condições 

são desfavoráveis a muitas espécies, enquanto outras conseguem tolerar e inclusive apresentar 

alta robustez nesses ambientes. Este é o caso de Calotropis procera, espécie sempre verde de 

metabolismo C3 (Tezara et al., 2011) nativa de zonas áridas (Mutwakil et al., 2017), fato este 

que chama muita atenção uma vez que nesses ambientes de elevada luminosidade, temperatura 

e déficit de pressão de vapor, a maioria das espécies C3 seria incapaz de sobreviver (Lawson et 

al, 2014). 

C. procera apresenta tolerância diferenciada sob condições de seca e salinidade, 

mantendo folhas fotossinteticamente ativas durante todo o ano. Além disso, sua reprodução é 

contínua, com picos surpreendentes de floração nos períodos de seca (Frosi et al., 2012). 

Estudos ecofisiológicos têm demonstrado o conjunto de respostas moleculares, bioquímicas e 

fisiológicas (Frosi et al., 2012; Tezara et al., 2011; Rivas et al., 2017, Coêlho et al., 2019) que 

essa espécie apresenta para lidar com o estresse. Dentre essas respostas estão o forte controle 

estomático que auxilia no controle da perda de água por transpiração, promovendo também 

maior eficiência no uso da água. Alta condutância mesofílica também foi registrada sob 

condições de seca (Rivas et al., 2017; Frosi et al., 2012) o que está relacionado com melhoria 

na difusão do CO2 podendo favorecer a manutenção da fotossíntese sob estresse osmótico em 

consequência da seca ou salinidade. 

Além disso a espécie apresenta um eficiente sistema antioxidante e acúmulo de 

pigmentos que auxiliam na dissipação do excesso de energia, além do acúmulo de solutos 

orgânicos que atuam como moléculas sinalizadoras do estresse e no combate de espécies 

reativas de oxigênio que tendem a se acumular sob situações estressantes (Rivas et al., 2017; 

Barros et al., 2018; Coêlho et al., 2019).  

As respostas das plantas ao estresse podem acontecer nos seus vários níveis de 

organização, desde o molecular ao morfológico e anatômico (Barros et al., 2019). Muitas 

características anatômicas inclusive são classificadas como típicas de espécies tolerantes à 

determinados ambientes com condições estressantes (Simione et al., 2017). A presença de uma 



12 

 

cutícula espessa e de tricomas nas folhas são atributos de tolerância nas plantas que vivem em 

ambientes com limitação hídrica.  

A folha é o órgão de maior plasticidade de repostas ao ambiente circundante, além de 

ser diretamente relacionada com processos fisiológicos essenciais a vida das plantas tal como a 

fotossíntese (Tholen et al., 2012; Tomás et al., 2013). Nesse contexto, por trás dessa tolerância 

de C. procera estariam também envolvidos ajustes anatômicos nos atributos foliares? O 

objetivo principal deste trabalho foi verificar ajustes anatômicos nas folhas de C. procera em 

resposta as condições de deficiência hídrica e salinidade.  

A tolerância de C. procera sob condições estressantes faz dessa espécie um excelente 

modelo para estudos ecofisiológicos, bem como fonte para identificação de genes com foco no 

melhoramento genético. O presente estudo contribui com dados acerca das respostas 

morfofisiológicas dessa espécie diante de condições de déficit hídrico e salinidade colaborando 

com a visualização de um perfil anatômico foliar mais completo que permite esta espécie 

prosperar em ambientes tão limitantes e diversificados. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

As condições ambientais podem impor pressão na sobrevivência das plantas, 

determinando assim seu estabelecimento e distribuição nos habitats. Na natureza, muitos fatores 

podem afetar o desenvolvimento vegetal, sejam estes de origem biótica ou abiótica 

(ABDELRAHEEM et al., 2019). As variáveis ambientais podem se constituir como fatores de 

estresse às plantas quando alteram o funcionamento normal do sistema (SHAO et al., 2008). 

Entre os fatores mais limitantes do crescimento e desenvolvimento vegetal estão os estresses 

abióticos provocados pelo déficit hídrico e pela salinidade dos solos (BARROS et al., 2018; 

BENITEZ et al., 2011).  

Condições de déficit hídrico e salinidade são encontradas em muitas regiões do globo 

terrestre como, por exemplo, o nordeste do Brasil. Cerca de 60% desta região é caracterizada 

por um clima semiárido (RAMALHO, 2013), sendo suscetível a longos períodos de seca, além 

de estar cada vez mais vulnerável à salinização dos solos (DA SILVA et al., 2008; FROSI et 

al., 2018). Entretanto, mesmo em ambiente com condições limitantes, algumas espécies 

vegetais podem sobreviver e se estabelecer nestes locais adversos apresentando, para tanto, 

mecanismos e estratégias de tolerância (BARTELS; SUNKAR, 2005), inclusive se destacando 

em seu desempenho mediante os estresses tornando-se importantes modelos para estudos em 

Ecofisiologia Vegetal.  

A compreensão acerca da tolerância das espécies frente aos estresses abióticos fornece 

bases importantes de conhecimento, fundamentais para aplicação em diversas outras áreas, 

considerando que tal entendimento é necessário por exemplo, na seleção de espécies e genótipos 

tolerantes para uso na recuperação de ambientes degradados e/ou regeneração de florestas. 

Além de ser valioso para o avanço da biotecnologia aplicada ao melhoramento de espécies 

cultivadas, com o intuito de promover culturas tolerantes ao cenário previsto de mudanças 

climáticas globais, visando a garantia da segurança alimentar. 

 

2.1  ESTRESSE ABIÓTICO 

 

Em termos biológicos, o estresse é uma alteração na condição fisiológica causada por 

um fator externo. Esse fator externo, que pode ser chamado de fator de estresse, provoca uma 

tensão no funcionamento normal do organismo induzindo à resposta (JALEEL et al., 2009). As 

plantas constantemente estão sujeitas à vários desses fatores na natureza, que, em suma, são 
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condições externas adversas que podem interferir no crescimento, desenvolvimento e 

produtividade.  

O estresse abiótico pode ser originado por fatores ambientais, tais como alta ou baixa 

temperatura, excesso ou falta de água, radiação luminosa intensa, deficiência ou toxicidade de 

nutrientes, disponibilidade de oxigênio, salinidade da água ou dos solos, poluição, entre outros 

(HAKIM et al., 2018).  Em condições naturais, é difícil a ocorrência de tais fatores de maneira 

isolada, estando a maioria deles interligados e ocorrendo de forma conjunta, desencadeando 

respostas combinadas para tolerar a condição estressante (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).  

A exemplo de condições onde podem ocorrer essa ação combinada dos fatores de 

estresse pode-se citar as regiões áridas e semiáridas. As plantas nesses locais estão expostas à 

altas temperaturas e à baixa precipitação pluviométrica características de tais climas, tendo que 

lidar não só com o problema da limitação hídrica no solo, mas também com a elevada 

temperatura (SANTOS et al., 2014). Estes fatores de estresse podem ainda estar associados à 

uma condição de salinidade, pois essas regiões estão também suscetíveis à salinização devido, 

principalmente, ao manejo incorreto do solo (BARTELS; SUNKAR, 2005). A salinidade além 

de condicionar as plantas à uma condição de seca fisiológica causada pelo efeito osmótico dos 

sais, afeta ainda o componente iônico das plantas devido ao excesso e ao acúmulo dos íons 

presentes na solução do solo (NOWICKA et al., 2018).  

 

2.1.1 Déficit hídrico 

 

Dois tipos de estresse estão relacionados com à disponibilidade de água: o estresse pela 

falta ou pelo excesso dela (MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Todavia, como o estresse por déficit 

hídrico é mais recorrente na natureza, o termo estresse hídrico é frequentemente utilizado com 

essa denotação (SHAO et al., 2008). Entretanto, na literatura mundial sobre estresses abióticos 

o termo mais utilizado fazendo referência ao estresse por limitação hídrica é o termo “seca” 

(DISSANAYAKE et al., 2018). Embora seja um termo com denotação de uma condição 

meteorológica caracterizada por um período sem precipitação, combinada com condições de 

alta temperatura e alta radiação solar (MUNNÉ-BOSCH; ALEGRE, 2004), na natureza essa é 

a principal condição geradora de déficit hídrico para as plantas.  

O fenômeno de seca é comum em muitos ambientes ao redor do mundo e o cenário de 

mudanças climáticas há muito antecipa que essa condição tende a se estender e agravar-se em 

muitas regiões, afetando a diversidade biológica e gerando impactos em setores produtivos, tal 

como a agropecuária (ARNDT et al., 2001; BENKO-ISEPPON et al., 2011). Por ser o principal 
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estresse limitador do desenvolvimento e acúmulo de biomassa nas plantas – seu impacto na 

produtividade vegetal pode ser maior do que mesmo a combinação dos demais estresses 

bióticos e abióticos – se configura como a maior ameaça para o futuro da segurança alimentar 

(WALTER et al., 2011). 

Vários aspectos da vida das plantas são afetados pelo déficit hídrico. Processos 

fisiológicos e bioquímicos como a fotossíntese, respiração, translocação de substâncias, 

absorção de íons, metabolismo de nutrientes, expansão e alongamento celular são prejudicados 

(JALEEL et al., 2009). Essas disfunções resultam primariamente da redução do status hídrico, 

o qual leva à perda de turgescência celular e o fechamento estomático, o qual por sua vez afeta 

as trocas gasosas diminuindo a fotossíntese. Essa limitação estomática se dá também por 

regulação via Ácido Abscísico (ABA) que sob condições de déficit hídrico induz ao fechamento 

dos estômatos como uma primeira linha de defesa das plantas ao estresse (SREENIVASULU 

et al., 2012).  

As trocas gasosas são reduzidas sob condições de déficit hídrico, no entanto a energia 

luminosa continua sendo absorvida pelos cloroplastos gerando fluxo contínuo de elétrons nos 

fotossistemas. Ainda, a fixação do carbono no ciclo de Calvin-Benson é limitada, devido à baixa 

disponibilidade de CO2, e a dinâmica das reações de oxirredução são afetadas ocasionando a 

formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) desencadeando, assim, o estresse oxidativo 

(BARBOSA et al., 2014; UZILDAY et al., 2014).  Todos esses transtornos funcionais reduzem 

o crescimento e o desenvolvimento, podendo resultar na morte das plantas (CANO; LÓPEZ; 

WARREN, 2014).   

Embora seja uma condição muito desfavorável para a sobrevivência das plantas, a 

depender principalmente da intensidade e duração (AULER et al., 2017; RIVAS; OLIVEIRA; 

SANTOS, 2013), existem espécies que resistem a seca conseguindo se estabelecer e crescer em 

ambientes com limitação hídrica por apresentar estratégias e mecanismos adaptativos em 

resposta a condição limitante. Essas estratégias podem ser classificadas em três categorias: 

“escape”, “evitamento” e “tolerância” (ENNAJEH et al., 2010; NABI et al., 2019). 

O mecanismo de escape ou fuga da seca está mais relacionado com estratégias 

adaptativas da história de vida da espécie. É, principalmente, característica de plantas com 

rápido crescimento e desenvolvimento, o que as possibilitam reproduzir- se antes que o evento 

de seca inicie ou atinja um ponto crítico. Tal estratégia é frequentemente associada a plantas 

com ciclo de vida anual, de hábito decíduo e que conseguem manter as funções fisiológicas 

reduzidas durante os períodos de déficit hídrico severo (KOOYERS, 2015; YILDIRIM; KAYA, 

2017).  
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Com relação as estratégias de evitamento da seca, estas consistem em mecanismos para 

evitar a desidratação dos tecidos vegetais, ou seja, manter o status hídrico da planta apesar da 

drástica redução da umidade do solo. Nisso estão envolvidas várias características aclimatativas 

que visam, por exemplo, a otimização da absorção de água (investimento no crescimento de 

raízes) e minimização das perdas por meio de reduções nas taxas de transpiração através de 

ajustamento da área foliar e controle estomático (YILDIRIM; KAYA, 2017).  

Quanto à tolerância, é a estratégia caracterizada pela habilidade das plantas em manter 

a pressão de turgescência nos tecidos e assim conservar relativamente o funcionamento do 

sistema, mantendo a homeostase, mesmo sob baixo potencial hídrico. Para tanto estão 

envolvidos processos como o ajustamento osmótico, resistência do protoplasma e elasticidade 

celular, além da atuação do sistema antioxidante (BASU et al., 2016; ENNAJEH et al., 2010; 

ZHENG et al., 2017).  

Todos os mecanismos envolvidos na capacidade de sobreviver e tolerar o déficit hídrico 

incluem respostas em uma variedade de atributos que abrangem todos os níveis funcionais das 

plantas envolvendo processos moleculares, bioquímicos, fisiológicos, morfológicos e 

anatômicos (BENKO-ISEPPON et al., 2011), muitas dessas respostas acontecendo 

principalmente em nível foliar (FALCÃO et al. 2017).  

 

2.1.2 Estresse salino 

 

Solos com altas concentrações de sais são comuns em várias regiões do mundo, 

principalmente em ambientes áridos e semiáridos (MUNNS; TESTER, 2008). As condições 

salinas afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas (PORCEL; AROCA; RUIZ-

LOZANO, 2012), submetendo-as a dois estresses simultâneos: osmótico e iônico (VIGHI et 

al., 2017). Em virtude disso, alguns aspectos das respostas das plantas ao estresse salino se 

sobrepõem àqueles observados para o déficit hídrico, pois nas duas condições as plantas têm de 

lidar com a redução da disponibilidade hídrica causada pela redução do potencial osmótico do 

solo, que no caso da salinidade é provocada pelo excesso de íons (BENITEZ et al., 2016; FROSI 

et al., 2018).  Entretanto, o estresse iônico provocado pela absorção de íons como Na+ e Cl- em 

excesso no solo, desencadeia respostas específicas (BELKHEIRI; MULAS, 2013).  

O efeito iônico afeta a sobrevivência das plantas por ocasionar prejuízo em inúmeros 

processos. Os íons absorvidos da solução do solo tendem a se acumular nas folhas, inicialmente 

nas mais velhas e em seguida nas folhas jovens, e ao atingir altas concentrações levam a sua 

senescência. Com o passar do tempo de exposição à condição salina essa taxa de morte foliar 
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se torna mais rápida do que a taxa de expansão, dada a limitação de carboidratos provocada 

pelo estresse, assim há uma redução da área foliar que reduz ainda mais a produção de 

fotoassimilados afetando não só o crescimento das plantas, mas podendo também levá-las à 

morte (LÄUCHLI; GRATTAN, 2014).  

Além disso, o Na+ e o Cl-  em excesso exercem efeitos tóxicos no metabolismo celular 

podendo inibir a síntese de proteínas, causar danos às organelas celulares e romper a estrutura 

de enzimas, além de interferir na absorção e transporte dos nutrientes, afetando o balanço 

nutricional das plantas e, consequentemente, demais processos metabólicos co-dependentes dos 

minerais (LUSTOSA et al., 2017; PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012). O excesso de 

sódio, por exemplo, pode causar deficiência em elementos como potássio e cálcio devido à 

competição pelos mesmos canais iônicos (LÄUCHLI; GRATTAN, 2014).  

Para tolerar o estresse salino, as plantas devem apresentar respostas intrínsecas que 

ajudem a minimizar os efeitos negativos do sal (FROSI et al., 2018). Mecanismos associados à 

tolerância de muitas plantas envolvem a capacidade de exclusão do sal pelas folhas e retenção 

de Na+ e Cl- na raiz para evitar concentrações desses íons em níveis tóxicos na parte aérea 

(ROSSI et al., 2015). De acordo com a capacidade de tolerância ao sal, as plantas podem ser 

classificadas em glicófitas ou halófitas. As últimas são as mais tolerantes conseguindo suportar 

concentrações salinas elevadas, em torno de 200mM de NaCl, já as glicófitas são plantas 

sensíveis à altas concentrações (POLLE; CHEN, 2015).  

O mecanismo fisiológico que diferencia esses dois grupos é principalmente a capacidade 

de compartimentalização dos íons no vacúolo, impedindo o acúmulo destes no citosol em níveis 

tóxicos, que de forma paralela pode desempenhar função osmorregulatória com um menor custo 

energético para as plantas (ROY; NEGRÃO; TESTER, 2014; SCHMÖCKEL; JARVIS, 2017). 

As glicófitas não apresentam essa habilidade, assim quando expostas à concentrações 

moderadas o mecanismo principal é a exclusão desses íons através da superfície foliar 

(LÄUCHLI; GRATTAN, 2014).  

O desenvolvimento de suculência é considerado uma característica típica de plantas 

halófitas. Caracterizada pela presença de um tecido parenquimático de armazenamento de água 

com células grandes e paredes finas, a suculência desempenha importante papel na tolerância 

ao estresse salino por promover a diluição dos sais reduzindo sua concentração no interior das 

células. Além de auxiliar no gerenciamento do efeito tóxico dos íons nas células, exerce função 

importante na manutenção da turgescência tecidual (ABD ELHALIM et al., 2016).  
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2.1.3 Respostas anatômicas foliares de plantas sob estresse 

 

As folhas são o órgão que mais rapidamente respondem as condições do ambiente.  As 

plantas podem moldar o desenvolvimento de folhas jovens a partir de sinais percebidos pelas 

folhas maduras (THOLEN et al., 2012), como por exemplo a partir da quantidade de 

assimilados acumulados ou com base na intensidade de luz e disponibilidade de CO2, que irá 

refletir em características como a densidade estomática, alteração do parênquima paliçádico e 

área foliar específica. Nesse contexto, as plantas podem ajustar sua anatomia em resposta a 

condições estressantes.  

A anatomia foliar está fortemente conectada às propriedades fotossintéticas, sua 

arquitetura influencia na distribuição da luz no mesofilo, tendo papel determinante na 

quantidade de luz disponível para a fotossíntese em diferentes locais da folha, bem como nos 

processos de difusão e de controle da temperatura foliar (THOLEN; BOOM; ZHU, 2012). O 

aumento na deposição de cutícula, por exemplo, bem como a presença de tricomas nas folhas 

são citados e associados com a função de auxiliar na refletância da luz incidente ajudando a 

minimizar a transpiração e proporcionando um microclima favorável sob condições de seca 

(BOSABALIDIS; KOFIDIS, 2002; TEZARA et al., 2011).  

Em plantas que crescem sob condições xéricas, o desenvolvimento dos estômatos pode 

se dar em criptas na epiderme da folha ou ainda apresentar distribuição diferente nas duas faces 

foliares como observado em Olea europaea L. cultivada sob déficit hídrico. Um aumento na 

densidade dos estômatos também foi observado nessa espécie em resposta ao estresse, ajuste 

que pode promover um maior controle da perda de água e a manutenção das trocas gasosas 

(BOSABALIDIS; KOFIDIS, 2002). De acordo com Tholen et al. (2012), a distribuição dos 

estômatos exerce forte influência no componente de difusão do CO2, onde folhas 

anfiestomáticas tendem a ter uma menor resistência mesofílica, ou seja, uma maior condutância 

de CO2.  

Ennajeh et al. (2010) observaram que sob déficit hídrico houve aumento na espessura 

dos parênquimas paliçádico e lacunoso nas folhas de Olea europea, o que pode dar suporte à 

manutenção das taxas fotossintéticas provavelmente por aumentar os locais de assimilação de 

CO2 e melhorar a difusão deste no espaço intercelular. Além disso, a disposição do parênquima 

paliçádico em ambas as faces das folhas é relatada como uma característica comum em plantas 

adaptadas a ambientes secos (CHARTZOULAKIS et al., 2002). A característica de maior 

espessura foliar pode ser vantajosa pois este arranjo aumentaria a quantidade da enzima Rubisco 

por unidade de área foliar sem esgotamento da concentração de CO2, uma vez que suas 
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concentrações continuariam idealmente baixas por unidade de estroma o que promoveria às 

plantas uma alta eficiência fotossintética em ambientes com alta luminosidade (THOLEN; 

BOOM; ZHU, 2012).  

Em algumas halófitas, tais como as espécies do gênero Atriplex a tolerância à salinidade 

é atribuída à presença de tricomas vesiculares na superfície da folha os quais retêm uma grande 

quantidade de sal, que pode atuar prevenindo o acúmulo tóxico dos íons nos tecidos foliares 

(BELKHEIRI; MULAS, 2013). Modificações nas paredes das células endodérmicas da raiz 

como a deposição de suberina, que em combinação com estrias de Caspary formam barreiras 

apoplásticas, podendo dificultar a entrada e translocação de Na+ para as partes aéreas (ROSSI 

et al., 2015).  

A salinidade também pode provocar alterações na estrutura do mesofilo, como 

verificado em Solanum pennelli, induzindo o aumento das células do parênquima esponjoso 

devido ao aumento do vacúolo, estratégia que provavelmente contribui para maior capacidade 

de acúmulo dos íons tóxicos no interior desta organela, contribuindo para à tolerância à 

condição salina. (ALBALADEJO et al., 2017). Outra importante característica anatômica 

encontrada em muitas espécies tolerantes ao sal é a suculência das folhas, promovida pela 

presença de um parênquima de armazenamento, que está associada a maior capacidade de 

diluição dos íons tóxicos reduzindo, assim, suas concentrações (ABD ELHALIM et al., 2016). 

 

2.2  CALOTROPIS PROCERA 

 

2.2.1  Características da espécie  

 

Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton é uma planta arbustiva perene, nativa da África 

e Ásia pertencente à família Apocynaceae. Sua distribuição, atualmente, vai além de sua área 

de ocorrência natural, sendo encontrada em várias regiões do mundo, principalmente em zonas 

áridas e semiáridas (HASSAN et al., 2015; MUTWAKIL et al., 2017). No Brasil, é amplamente 

encontrada na região Nordeste onde foi introduzida por volta de 1900 como uma espécie 

ornamental, depois tornou-se invasora se espalhando por vários estados do nordeste e de outras 

regiões do país (SOBRINHO et al., 2013).  

Muitos nomes populares são utilizados para C. procera, dentre eles estão “algodão-de-

seda”, “algodão-de-praia”, “algodão brabo” e “leiteira”, provavelmente atribuídos devido à 

plumagem branca de fios de seda que envolvem as sementes, o que é um tipo de adaptação à 

dispersão anemocórica (LEAL et al., 2013), e também pela grande quantidade de látex que a 
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planta produz (RANGEL; NASCIMENTO, 2011), característica típica da família Apocynaceae 

(SENNBLAD; BREMER, 2002).  

Calotropis procera tem floração e frutificação contínua, as flores são hermafroditas, 

melitófilas e sem sistema de polinização especializado (SOBRINHO et al., 2013); os frutos são 

do tipo folículo e produzem um grande número de sementes que são adaptadas à dispersão pelo 

vento, possuindo para tanto alas e plumagem; apresenta uma alta taxa de germinação e rápido 

estabelecimento, inclusive em solos pobres (OLIVEIRA et al., 2009).  

Tais características mencionadas, de maneira conjunta, atribuem à espécie uma alta 

capacidade de invasão nos ecossistemas, principalmente em áreas de Caatinga e Restinga onde 

as condições ambientais não atuam como barreira ao seu estabelecimento uma vez que a espécie 

é originária de regiões desérticas tolerando seca, salinidade, alta temperatura, solos arenosos e 

pobres em nutrientes (LEAL et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2009; TEZARA et al., 2011).   

Apesar de ser uma exótica invasora, C. procera já está bastante presente nas paisagens 

do nordeste brasileiro. A sua alta capacidade de tolerar um amplo espectro de condições 

edafoclimáticas, mantendo ótimo desempenho sob condições estressantes, faz com que ela 

produza fitomassa durante todo o ano, tornando-se uma fonte alternativa de importância para 

fins de uso como forragem animal durante os períodos de seca no semiárido (FROSI et al., 

2012) 

As propriedades medicinais, fitoquímicas e farmacológicas dos compostos de C. 

procera, bem como sua atividade biológica, são bastante pesquisadas e a maioria dos trabalhos 

acerca dessa espécie são com essa abordagem (AWAAD et al., 2018; CHUNDATTU; 

AGRAWAL; GANESH, 2016; GULZAR; SIDDIQUI, 2017; SHARMA et al., 2019; SILVA 

et al., 2010; SRIVASTAVA; CHAUHAN; SHARMA, 2012). Entretanto, o seu notável 

desempenho sob condições ambientais extremas tem atraído o foco de pesquisas na área de 

ecofisiologia, as quais buscam compreender as bases da sua tolerância e desta forma avançar 

no conhecimento das repostas das plantas aos estresses abióticos.  

 

2.2.2 Respostas de Calotropis procera ao déficit hídrico e à salinidade 

 

As respostas de C. procera à salinidade e ao déficit hídrico envolvem tanto estratégias 

de evitamento quanto de tolerância. C. procera apresenta um extenso sistema de raízes que 

possibilita a exploração de água em solos profundos (TEZARA et al., 2011). Sob déficit hídrico 

e salinidade foi observado que C. procera responde aumentando a relação raiz/parte aérea e 

reduzindo a área foliar por meio da senescência e posterior abscisão das folhas (IBRAHIM, 
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2013). Esses são os mecanismos que aprimoram a aquisição de água e minimizam a sua perda 

em virtude da redução da área de transpiração em ambientes estressantes (TRAVLOS; 

CHACHALIS, 2008).  

Condições experimentais de déficit hídrico realizadas por Frosi et al. (2012) 

demonstraram que C. procera mantém alta a taxa fotossintética ao longo do dia apesar da 

redução da condutância estomática e transpiração, indicando uma alta eficiência no uso de água 

pela planta. Esses autores também verificaram alterações no metabolismo foliar, como, por 

exemplo, aumento de pigmentos de clorofila a e carotenoides bem como acúmulo de 

aminoácidos livres e redução na síntese de proteínas totais sob estresse, sugerindo ajuste e 

resistência da maquinaria metabólica.  

Esse estudo de Frosi et al. (2012) que foi realizado em condições de campo, destacou 

que a redução da condutância estomática durante os períodos de seca reflete pouco na taxa de 

assimilação desta espécie, ou seja, as plantas mantêm uma alta taxa fotossintética apesar da 

drástica redução da disponibilidade hídrica no ambiente semiárido. Para a maioria das plantas 

de metabolismo C3 isto poderia ser letal (RIVAS et al., 2017). Essa característica de 

desempenho de C. procera ajuda a explicar o fato das plantas permanecerem verdes durante 

todo o ano inclusive florescendo e frutificando de maneira proeminente na estação seca no 

semiárido nordestino.  

Corroborando com estas observações supracitadas, alguns autores demostraram que em 

C. procera o aumento da limitação bioquímica em detrimento da limitação estomática nas taxas 

fotossintéticas conforme o estresse progride, não acontece. Isto fica evidenciado nos parâmetros 

observados da taxa máxima de carboxilação da Rubisco (Vc,max) e na taxa fotossintética máxima 

(Amax) que permanecem inalterados em plantas sob déficit hídrico  quando comparadas ao 

controle. Desta maneira, uma vez diminuída a limitação estomática, possibilita o aumento da 

disponibilidade de CO2 nas células e a planta consegue se recuperar rapidamente após superada 

a condição hídrica limitante, esse comportamento foi verificado em C. procera a após 

reidratação. 

Nesse contexto, a capacidade de sobrevivência de C. procera à condições extremas de 

seca pode ser atribuída, principalmente, a rapidez de resposta no metabolismo da espécie frente 

as mudanças na disponibilidade hídrica (RAMADAN et al., 2014). Também foi observado em 

C. procera um aumento significativo no conteúdo de aminoácidos e de lipídios de membranas 

fotossintéticas, bem como a diminuição de solutos como sacarose, rafinose e maltitol, 

moléculas que são relacionadas a osmoproteção, indicando que as plantas responderam 
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rapidamente à condição de disponibilidade hídrica identificando a situação como um alívio ao 

estresse (RAMADAN et al., 2014).  

Respostas similares foram observadas no metabolismo primário de C. procera , tais 

como o aumento do conteúdo de prolina e açúcares solúveis nas folhas das plantas estressadas 

(RIVAS et al., 2017; FROSI et al., 2012). Esses são metabólitos primários que, além de exercer 

função antioxidante prevenindo eventuais danos por acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), são reconhecidos por atuarem como moléculas osmorregulatórias. Além disso, podem 

desempenhar papel sinalizador de genes responsivos ao estresse oxidativo, como por exemplo 

genes que codificam a enzima Superóxido Desmutase (SOD) do sistema antioxidante 

enzimático (MUTWAKIL et al., 2017).  

Além disso, C. procera apresenta medidas fotoprotetoras significativas em condições 

de déficit hídrico, aumentando a dissipação não fotoquímica de energia (NPQ) sob estresse, 

bem como também as taxas de fotorrespiração e respiração diária. Tais processos atuam como 

principais vias receptoras para os produtos finais da cadeia de transporte de elétrons e de 

dissipação de energia sob estresse, prevenindo assim o excesso dessa energia e consequentes 

danos deletérios aos fotossistemas (RIVAS et al., 2017).  Em conformidade com essas 

observações, Tezara et al. (2011) destacaram a resistência da atividade do fotossistema 

evidenciada pela ausência de fotoinibição em plantas de C. procera durante a estação seca em 

estudo realizado em uma ecorregião semidesértica da Venezuela.   

As estratégias de C. procera frente ao estresse salino, por sua vez, são menos 

conhecidas, sendo escassos os estudos que abordam as respostas específicas por trás da 

tolerância à salinidade. Os estudos publicados abordam principalmente as respostas em nível 

molecular, como as respostas em nível de transcriptoma e metaboloma  tanto sob déficit hídrico 

quanto salinidade, onde verificaram que as plantas regulam a expressão de genes ao longo do 

período de estresse imposto, sendo imediatamente responsivas ao estresse salino, onde nas 

primeiras horas já é observado expressão gênica diferencial, registrando uma regulação positiva 

em genes relacionados ao xiloglucano, o qual tem envolvimento no afrouxamento das paredes 

celulares – as quais sob estresse osmótico podem se tornar enrijecidas devido ao acúmulo de 

EROS. Também foi registrada expressão de genes que envolvem a peroxidase, molécula que 

participa da regulação das membranas das células guardas, atuando, portanto, no controle da 

abertura estomática. Além disso o acúmulo de mioinositol, uma molécula muito importante nas 

vias de sinalização sob estresse salino, foi verificado tanto pela análise do metaboloma como 

dos transcritos que registraram a regulação de genes relacionados tanto à síntese quanto a 

degradação desse composto (MUTWAKIL et al., 2017).  
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Com relação as respostas do metabolismo primário, este se comporta de maneira 

semelhante entre o estresse salino e déficit hídrico, como evidenciado no aumento do conteúdo 

de aminoácidos livres, tais como prolina, ácido glutâmico e alanina. Estas moléculas são solutos 

compatíveis que podem atuar no ajustamento osmótico em condições de estresse (IBRAHIM, 

2013).  Em plantas de C. procera sob déficit hídrico, observou-se uma redução no conteúdo de 

clorofilas também sob estresse salino (RIVAS et al., 2017).  

Outra estratégia observada em C. procera é a abscisão de folhas em resposta ao estresse 

tanto salino quanto por déficit hídrico. A eliminação de folhas menos eficientes do ponto de 

vista fotossintético contribui para a redução da área de transpiração total sem grandes perdas de 

rendimento para a planta. Além disso, em plantas estressadas por sal o acúmulo de íons em 

concentrações tóxicas pode acelerar a senescência foliar levando a posterior abscisão da folha. 

Também foi observado um aumento de íons K+ e Na+ nas plantas sob salinidade, o que se 

relaciona com o aumento da pressão osmótica foliar, contribuindo com o ajustamento osmótico 

e manutenção da turgescência e, por conseguinte, homeostase das atividades metabólicas 

durante o estresse (IBRAHIM, 2013).  

Todas essas estratégias de respostas de C. procera promovem a sua tolerância e, 

portanto, sua sobrevivência em ambientes estressantes.  No entanto, é provável que ajustes em 

nível anatômico também contribuam para essa tolerância diferenciada, em especial ajustes nos 

atributos foliares uma vez que a folha está diretamente relacionada à fotossíntese e é o órgão de 

maior plasticidade de resposta frente às condições ambientais diversificadas (BACELAR et al., 

2004). A alta pubescência nas folhas de C. procera deve contribuir com a proteção do aparato 

fotossintético, por ajudar a dissipar uma grande parte da radiação que chega a superfície foliar 

evitando assim danos crônicos, além de ajudar no controle da transpiração (TEZARA et al., 

2011).  

Modificações nos atributos anatômicos foliares de C. procera foram observadas por 

Silva (2016) em populações da espécie presentes no semiárido e litoral durante a estação seca, 

as quais apresentaram respostas diferentes. O entendimento dessas respostas anatômicas, 

entretanto, ainda não está esclarecido e essa é uma abordagem que pode ajudar a identificar se 

a plasticidade anatômica foliar é mais um dentre os mecanismos de tolerância apresentados por 

C. procera responsável pela sua sobrevivência e estabelecimento em ambientes secos e salinos.  
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO  

 

Para o presente trabalho serão realizados dois experimentos: salinidade e déficit hídrico. 

A obtenção das plantas jovens de Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae) 

seguirá os métodos de Rivas et al.(2017). No experimento de salinidade, as sementes serão 

obtidas a partir de uma população localizada na praia de Maria Farinha – Paulista, Pernambuco 

(7°57'8.37"S, 38°17'54.07"O). As plantas serão divididas em dois tratamentos: controle 

(irrigação com 100% da capacidade do pote, 400mL) e salino (irrigação com 100 mM de 

solução de NaCl). Para o experimento de déficit hídrico, as sementes serão provenientes de uma 

população localizada no semiárido – Serra Talhada, Pernambuco (7°57'8.37"S, 38°17'54.07"O). 

As plantas serão divididas em dois tratamentos: controle (irrigação com 100% da capacidade 

de pote) e déficit hídrico (irrigação com 10% da capacidade de pote, 40 mL).  

3.2 ANÁLISE E MEDIDAS 

3.2.1  Conteúdo hídrico relativo foliar (CHR), status hídrico do solo  

Serão realizadas medidas de conteúdo hídrico relativo (CHR) foliar seguindo 

metodologia proposta por Barrs e Weatherley (1962) e da umidade do solo (US) através do 

Medidor Falker HFM  2030 (v/v).  

3.2.2 Trocas gasosas  

As trocas gasosas serão medidas com o analisador de gases por infravermelho (IRGA, 

ADC, model LCi-pro; Hoddesdon, UK) na folha mais jovem completamente expandida, sem 

senescência. Serão obtidos a condutância estomática (gs), assimilação líquida de CO2 (A), 

transpiração (E) e a eficiência do uso da água (EUA=A/E). A fluorescência da clorofila a será 

mensurada no mesmo par de folhas das trocas gasosas, dentro mesmo intervalo de tempo. 

3.2.3 Análises anatômicas 

As análises serão realizadas na Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. Para tal, 

folhas expandidas serão coletadas, o mesmo par correspondente para cada tratamento (Figura 

1), fixadas com FAA50 (formaldeído, ácido acético e etanol 1:1:18, respectivamente) por 48 

horas e em seguida preservadas em etanol 70%. Serão realizadas secções transversais de 12 μm 

em micrótomo rotativo para posterior fixação (BUKATSCH, 1972) e montagem em lâminas 



25 

 

permanentes, para se obter as medidas de espessura da folha, mesofilo, parênquimas paliçádico 

e esponjoso, bem como espessura da epiderme e cutícula em ambas as faces (abaxial e adaxial).  

Também será realizada a dissociação da epiderme pelo método de Strittmatter (1973) para a 

obtenção de medidas de densidade estomática, de células epidérmicas e de tricomas.  

As estruturas serão registradas utilizando fotomicroscópio Leica (Leica DM5500 B) 

com auxílio do sistema de captura de imagens Leica Application Suite (LAS) V3 software e as 

imagens serão analisadas utilizando o software ImageJ (Pro Plus 4.5, Media Cybernetics, Inc., 

Rockville USA) 
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4 RESULTADOS  

4.1 ARTIGO – CALOTROPIS PROCERA (APOCYNACEAE) INCREASING DENSITY 

AND DECREASING STOMATAL PORE SIZE DURING STRESS CONDITIONS 

SUPPORTING THE TOLERANCE OF THIS C3 SPECIES UNDER DROUGHT 

AND SALINITY 

 

 

 

A ser submetido ao periódico Annals of Botany 
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 Background and Aims To deal with stressful environmental conditions, such as 

drought and salinity, plants have several strategies, some of which are anatomical. In 

leaf anatomy level, mainly, as it is intrinsically related to photosynthesis and, therefore, 

to the physiological performance of plants. Thus, the ability to adjusting leaf traits 

during stress can be a substantial strategy tolerance. Calotropis procera stands out for 

its robust performance under drought and salinity, thus, our main goal was to verify 

whether and what this specie changes leaf anatomical attributes during stressful 

conditions, and how this may helping its performance. 

 Methods Under experimental conditions of drought and salinity, in a greenhouse, were 

measured the anatomical-physiological parameters of C. procera over 46 and 56 days 

of duration of these respective experiments.  

 Key Results Plants showed adjustments in leaf attributes in both stressful conditions. 

Under drought, on the 6th day, plants showed thicker mesophyll, and at ninth increased 

thickness cuticle, the density of stomata and trichomes. Under salt, the plants adjusted 

the same attributes (22nd day). Such adjustments are mainly involved in the regulation 

of water loss, which improves water status in plants and the efficiency of this resource, 

promoting directly and indirectly improvements in photosynthesis rate even under 

stress, possibly by the increases in the sites to CO2 uptakes and optimized diffusing 

process. 

 Conclusions Our finds confirm that C. procera has anatomical plasticity changing traits 

that can play a decisive role in its physiological adaptation, giving advantage mainly of 

its efficient stomatal control under water limited environmental.  

 Key words: abiotic stress, anatomical plasticity, Calotropis, C3 metabolism, drought, 

evergreen, leaf anatomy, stomatal density, trichomes density, thickness cuticle, salinity, 

stress tolerance.  
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INTRODUCTION 

Environmental conditions such as temperature, precipitation, soil salinity, and solar 

radiation influence on the survival of plant species determining their establishment and 

distribution (Liu et al., 2019). To survive such conditions, plants can present strategies that 

allow them to tolerate stress, either through molecular, physiological, and biochemical 

adjustments, as well as by changes in their morphology and anatomy (Trabelsi et al., 2019; 

Rivas et al., 2020). 

Among the most limiting abiotic factors of plant growth and development are drought 

and salinity (Munns, 2002; Mohanta et al., 2017) both affect essential aspects of plant life, such 

as photosynthesis, being responsible for significant losses in productivity plant (Chaves et al., 

2009; Abdelraheem et al., 2019). About 20% of arable lands in the world are affected by salinity 

(Negrão et al., 2017), while in the drought scenario, climatological forecasts point to an increase 

in average temperature and a reduction in precipitation, leading to even more intense drought 

events (Flexas et al., 2016; Gray and Brady, 2016; Marengo et al. 2017). 

Despite the unfavorable conditions, some species can develop and maintain their 

performance, as does Calotropis procera, a species native from arid areas (Hassan et al., 2015). 

Its physiological performance under limiting conditions contrasts with most other C3 

metabolism plants (Lawson et al., 2014; Rivas et al., 2020), such as maintaining a high 

photosynthetic rate even under low stomatal conductance (Rivas et al., 2017; 2020). This 

feature attracts interest in understanding the strategies giving such tolerance to environments 

with limited resources, which could contribute to genetic bases for plant breeding. 

Previews studies have shown how C. procera responds to these adverse conditions with 

remarkable performance (Tezara et al. 2011; Frosi et al., 2012; Rivas et al., 2020), but what is 

poorly understood is if adjustments at the anatomical level could be contributing to its tolerance. 

Especially changes in leaf attributes, since the leaf has a direct relation to photosynthetic, and 
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is one of the organs with the higher plasticity in response to environmental conditions (Tomás 

et al., 2013). Some studies have shown that plants developing under different conditions could 

show specific anatomic traits of adaptions. For example, in plants of xeric environments it is 

expected leaves with a thick cuticle, due to its role as a barrier against transpiration (Abd 

Elhalim et al., 2016; Simione et al., 2017). Also, changes in mesophyll thickness, as well in the 

density of stomatal have a significant impact on photosynthesis improving de CO2 uptake and 

diffusion in situations of reduced gs under water-limited environments (Vialet-Chabrand et al., 

2017; Toscano et al., 2018). With this in mind, leaf anatomical adjustments could be a key 

strategy in C. procera as well, favoring its survival and the outstanding performance under 

limiting conditions. 

As mentioned, responses in this level to this species under conditions of drought and 

salt are little understood (Colombo et al., 2007; Tezara et al., 2011; Rivas et al., 2020). Most 

studies already conducted show just at one moment of the stressful condition, yet, here we 

analyze the responses over the drought and salt period imposed. Thus, it will make it possible 

to expand the understanding of tolerance mechanisms mainly related to leaf anatomical 

adjustments by verifying if it changes, when it changes and how such attributes relate to the 

physiological performance of this species under stress. 

The principal hypothesis tested here is that C. procera presents anatomical plasticity by 

changing leaf attributes during the stress period, those that relate to the efficient regulation 

against water loss by an increase in trichomes density and thickness cuticle. It will be possible 

to see this adjustment in the leaves developing during the period of the stress imposition. 

Understanding the anatomical leaf responses of C. procera, makes it possible to view a full 

profile of the mechanisms that this species uses to thrive in such limiting and diverse 

environments. 

MATERIALS AND METHODS 



31 

 

Plant material and growth conditions 

Drought experiment 

The experiment was conducted in a greenhouse (8°08′58''S, 34°56′55''W) under the 

average temperature was 32ºC ± 2 and 61% relative humidity. Plants of Calotropis procera 

(Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae) was obtained from seeds collected from a population of the 

species located in the semiarid region of Brazil, in the municipality of Serra Talhada 

(7°57'8.37"S, 38°17'54.07"W). Seeds germinated in trays containing vermiculite, after 15 days 

after were transferred to seedling pots (7kg) containing a mix of substrates of black soil, red 

soil, and washed sand (3:1:1) that presented the following characteristics: pH: 8.1 H2O; P: 49 

mg dm-3; Ca: 3.65 cmolc.dm-3; Mg: 0.85 cmolc.dm-3; K: 0.65 cmolc.dm-3. 

The plants were maintained well-watered during three months of growth (with 400 mL 

of water per pot). Upon reaching this age, the plants were submitted to the following treatments: 

control (irrigated daily with 100% pot capacity, 400mL), and drought (irrigation with 10% pot 

capacity, 40mL), with 20 replicates per treatment, with one plant per pot. The two experiments 

were conducted in parallel and independently with their respective experimental designs (Fig. 

1), which were planned based on previous observations (Frosi et al., 2012; Rivas et al., 2017). 

In addition, we considered visual responses to adjust the evaluations as leaf senescence and 

abscission. When stomatal conductance came near zero and the most recent leaf expanded, we 

made the final collect and ended the experiments. 

Salinity experiment 

Calotropis procera were collected near seacoast (7°50'33.35"S, 34° 50'20.63"W) in 

northeastern Brazil. Seeds were germinated in trays containing vermiculite, at the 15 days after 

seedlings were transferred to seedling pots (7 kg) containing washed sand whose characteristics 

were: pH: 8.5 H2O; P: 92 mg dm-3; Ca: 1.0 cmolc.dm-3; Na: 0.6 cmolc.dm-3; K: 0.04 cmolc.dm-

3; Mg: 0.5 cmolc.dm-3. The plants grew for three months in a greenhouse under ideal hydration 
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conditions, after which they were subjected to the treatments: control (daily irrigation with 

deionized water at 100% of the pot capacity, 400mL) and saline (daily irrigation with 100mM 

NaCl solution, 400mL) with 24 replicates. Every 15 days during the three months of growth 

and after installation of the experiment plants received nutrient solution by Hoagland modified 

by Epstein (1972). 

Measurements 

Water Status and Soil Moisture 

The leaf relative water content (RWC) was determined by collecting leaf discs (6mm) 

at 6 am on the same days and on the same plants that we used to collect for leaf anatomical 

processing. After collected, the discs were immediately weighed on a precision scale to obtain 

fresh weight (FW). Subsequently, the discs were soaked in deionized water for 24 hours to 

obtain the turgid weight (TW) after that, they were dried in a stove at 60ºC for 48 hours to 

obtain dry weight (DW). RWC was calculated as RWC (%) = [FW-DW / TW-DW] x 100, 

according to Barrs and Weatherley (1962). Measurements of soil moisture (SM) were 

performed during the experiment at a depth of approximately 30cm, with the Falker HFM 2030 

(v / v) meter. 

Gas exchange 

Gas exchanges were measured during the experiments on healthy leaves completely 

expanded using the infrared gas analyzer (IRGA, ADC, model LCi-Pro; Hoddesdon, UK). We 

obtained values of stomatal conductance (gs), net CO2 assimilation (A), and transpiration rate 

(E), after was calculated  water use efficiency (WUE = A / E). The measurements were 

performed between 9:00 to 11:00 a.m, according to the photosynthetic photon flux density of 

the incidence of global irradiation at the time of measurements, between 500 and 900 μmol m-

2 s-1. The vapor-pressure deficit (VPD) was calculated in parallel with the gas exchange, using 

data of temperature and air humidity, measured using the Digital Thermo-hygrometer (SH, 122, 
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J. Prolab, São José dos Pinhais, BR). The VPD = es - ea, being (s) the vapor pressure of the 

saturated air and (ea) the ambient vapor pressure (Campbell and Norman, 1998).  

Anatomical analyses 

Leaf material and anatomical processing 

The median region of the leaves (first fully expanded leaf pair) were collected from 

three plants in each treatment: drought, salt, and their respective controls at 3:00 p.m. These 

samples were fixed in a solution of FAA 50% (ethanol, formaldehyde, and acetic acid, 8:1:1, 

respectively) for 24 hours, after that, were preserved in 70% alcohol (Johansen, 1940).  

The material was selected to measure the mesophyll thickness (palisade and spongy), 

cuticle, and epidermis (adaxial and abaxial) by cross-sections. By peridermic sections, we 

measured stomatal and trichome density. The samples obtained by the cross-sections (the 

median portion of the central rib) was processed following the paraffin technique (Kraus and 

Arduin, 1997). Sections with 12 µm were performed on a rotative microtome (Leica RM 2145), 

adhered to slides with Bissing adhesive and placed on a heating plate (40ºC), followed by the 

dewaxing step and then the double staining procedure (Alcian Blue + Safranin) and placed in 

blades with Entellan. 

For preparing blades from paradermal sections, the epidermal dissociation procedure 

was performed. The material was immersed in Franklin's solution (hydrogen peroxide and 

acetic acid, 1:1) and taken to the stove until it was observed the beginning of the epidermis 

detachment.  With the aid of tweezers, the abaxial and adaxial epidermis were separated, stained 

in safranin, and subsequently placed on slides with 50% liquid glycerin. 

The slides were observed and photographed in a photomicroscope (Leica DM5500 B) 

with the help of the Leica Application Suite (LAS) V3 software, for later measurements of the 

anatomical parameters (15 measurements per treatment) using the ImageJ Software (Pro Plus 

4.5, Media Cybernetics, Inc., Rockville USA). Trichomes were counted for by their basal 
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structure. Trichomes and stomatal density were obtained by the relationship between the 

number of these structures and the area (0,3 mm²) of the field view from 10X magnification. 

Leaf area, Specific leaf area and Biomass 

The total biomass (leaf, stem, and root) was collected from four individuals per 

treatment at the end of the experiments. All fresh leaves were scanned to calculate the leaf area 

using Software Image J Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc., Rockville USA). Subsequently, 

the material collected was dried in a stove at 60º C for 72 hours and then weighed on a precision 

scale (AND H200, Tokyo, JP), to obtain dry biomass. The specific leaf area (SLA) was 

calculated by the ration between the leaf area and the dry biomass of the leaves. 

Statistical analysis 

The anatomical parameters involving different faces (abaxial and adaxial) were submitted 

to factorial ANOVA (treatment x face), as well as the mesophyll thickness (treatment X 

parenchyma) and the means were compared by Newman Keuls test (p <0.05). The ecophysiological 

variables of gas exchange, RWC, soil moisture, and growth measures were analyzed using the T 

test (p <0.05). All analyzes were performed using the Statistica 8.0 software (StatSoft. Inc., Tulsa, 

OK 74104, USA). 

RESULTS 

Water Status and Soil Moisture  

Under drought, plants showed lower RWC compared to the control (Table 1). Although 

the reductions in SM (45%), the RWC decreased only 15% in stressed plants, which maintained 

the hydration levels above 50%. Under salt, there was no difference in RWC of plants even 

after 56 days subjected to daily concentrations of salt in the soil. In that condition, neither the 

SM showed any difference on the final day (Table 1).  

Gas exchanges 



35 

 

The gas exchange of C. procera plants decreased under drought and salinity (Fig. 2). 

Under drought, plants had an average reduction of 70% in the gs compared to the control (Fig. 

2A); nevertheless were able to maintain 60% of A despite the lower gs (Fig. 2B). Besides, some 

days plants in both treatments, drought and control, showed the same assimilation rate, even 

with control plants showing higher gs. The WUE was 41% higher in plants under drought (Fig. 

2C).  

Under salt, plants showed lower gs (54%) compared to control plants (Fig. 2D) except 

on the day of high VPD (Supplementary data fig.1) in which there is no difference in this 

parameter. Yet plants still had a high assimilation rate, almost 50%, compared with control (Fig. 

2E). On salinity, the WUE increased 8% in stressed plants compared to the control (Fig. 2F).  

Leaf area, Specific leaf area and biomass 

Both stresses affected plant growth by reducing the shoot compared to control plants 

(Table 2). Under drought, the shoot biomass was 60% lower, and concerning the underground 

organ, there was no difference between treatments. The shoot/root ratio was 2.5 times smaller 

in stressed plants compared to the control plants (Table 2). Under salinity, both the shoot and 

root biomass were affected, with lower values compared to the control, 41%, and 70%, 

respectively. Stressed plants showed a higher shoot/root ratio (Table 2). The total leaf area in 

plants under both drought and salt decreased 41% and 27%, respectively (Table 2). Contrasting 

with the specific leaf area that increased 52% and 33% compared the control plants (Table 2). 

Anatomical analysis 

Mesophyll 

The cross-sections showed a dorsiventral mesophyll (palisade parenchyma + spongy) 

and a uniseriate epidermis (Fig. 3). The leaves of C. procera are amphistomatous 

(Supplementary data fig. 2). Regardless of the treatment, type of stress condition, and the day, 

spongy parenchyma is thicker than the palisade (Fig. 4). During the drought condition, plants 
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show a thickening of mesophyll compared to control plants (Fig. 4A). Under salinity, there was 

an increase only in the spongy parenchyma compared to control plants (Fig. 4B). 

Cuticle and epidermis 

In the drought experiment, plants showed changes in cuticle thickness from the 6th day, 

where both abaxial and adaxial leaf sides have thickening cuticle comparing to control (Tab. 

3). Under salt, only with at 46 days plants showed differences in this parameter, in which only 

the abaxial side have thickening compared to the control (Tab.3). Regarding the epidermis, 

plants under drought increased the thickness on the 18th day on both leaf surfaces. Under 

salinity, it showed thickening only on the abaxial side compared to the control plants (Tab. 3). 

Stomatal and trichomes density  

In the drought experiment, plants showed increases in stomatal density from the 9th day, 

especially in the adaxial leaf side compared to control (Fig. 5A). Under salt condition, plants 

also increased the stomatal density on the adaxial surface (Fig. 5C). Besides, in both conditions 

the stomatal size decreased in stressed plants (Table 4).  About trichomes, in both experiments, 

plants showed an increase in the density on both leaf surfaces compared to their respective 

controls (Fig. 5B, D). 

DISCUSSION 

Our results suggest that tolerance of Calotropis procera outcomes from the ability to 

respond with different strategies and adjustments, which combine and collaborate to optimize 

its performance under stress. Under limited conditions, both drought and salt, plants reduce the 

stomatal aperture to conserve water, which helps to the maintenance of RWC at safe levels. 

Meantime it shows an increase in the adaxial stomatal density, which appears to coordinate the 

trade-off between low gs and photosynthesis. Plants of C. procera also increased the cuticle 

thickness and trichomes density, which contribute to the improvement of WUE. In synthesis, 
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our data indicate that changes in leaf anatomic attributes appear to be an essential response, 

which reflects in physiological traits helping this species to deal with stress. 

Our findings advance in the knowledge about leaves being a very plastic organ (Khan 

et al., 2018). We add the evidence that, specifically, the anatomic attributes are very plastic as 

well, reflecting in important physiological parameters under stress. This find is until now 

particular for Calotropis procera because those changes occur quickly, within only a few days 

after the limiting conditions start. That confronts the assumption from the past that the leaf 

anatomical traits do not change in response to stress, especially in a short time (Chaves et al., 

2009). Previous studies with C. procera had already highlighted the tolerance of this species 

under water limiting conditions, but none of them had shown the dynamics of anatomical 

adjustments in the most plastic organ of plants (Tezara et al., 2011; Frosi et al., 2012; Rivas et 

al., 2017; 2020). 

All traits adjusted are straight involved with strategies to conserve water and, at the same 

time, maintain a considerable photosynthesis rate even under adverse environments. The first 

anatomical response observed under drought was the thickening of the cuticle, which can be 

critical to tolerate arid and semi-arid zones (Pereira et al., 2019; Wyka et al., 2019). The cuticle 

is a barrier to transpiration in plants, which means that a thicker one increases the resistance to 

water loss, improving the WUE (Simione et al., 2017). Mainly, considering that with 

reducing gs cuticle transpiration could be significant (Kane et al., 2020). As the cuticle, the 

trichomes can increase the resistance to water loss as well (Galdon-Armero et al., 2018). 

Besides, these structures allow the maintenance of the border layer leading to a microclimate 

more favorable for gas exchange (Rivas et al., 2020).  

Stomatal density is another anatomical trait observed that impact on the gas exchange 

(Boer et al., 2016; Arve et al., 2017; Li et al., 2017; Vialet-Chabrand et al., 2017; Lawson et 

al., 2018; McAusland et al., 2020). With higher density, plants can improve the control and 



38 

 

aperture time of the stomata (Souza et al., 2018). This trait is also associated with smaller 

stomata (Table 4) that have faster kinetics (Boer et al., 2016; Chaves et al., 2016; Lawson and 

Vialet-Chabrand, 2018;). Thus, in situations of stomatal closure due to stress, plants may have 

increased the stomata density to promote more CO2 uptake sites, aiming the carbon gain (Rivas 

et al., 2020). It can be a crucial response to sustaining the photosynthesis rate in C. 

procera under conditions of this study. Furthermore, C. procera leaves are amphistomatous, 

which is one more feature supporting the physiological performance of this species under stress. 

Having stomatal in both leaves surface could improve the CO2 diffusion in intercellular spaces 

(Tholen et al., 2012; Xiong and Flexas, 2020). Indeed, C. procera has ability to maintain 

mesophilic conductance and maximum rate of Rubisco carboxylation under water limited 

conditions (Rivas et al., 2017). The thickening parenchyma that we observed here may be 

responsible for this as well. 

Despite adjusting the same anatomical attributes in the two conditions of this study, C. 

procera shows some different strategies for drought and salt (Rivas et al., 2020). Under saline 

stress, plants showed thick cuticles only on the abaxial side of the leaf, however, on both sides 

under drought. As well only the spongy parenchyma have thickening under salt, contrasting 

with the entire mesophyll thicker on drought stress. This attribute involves improving the 

distribution of the light more efficiently inside mesophyll, supporting photosynthetic rate and 

photoprotection (Ennajeh et al., 2010; Campbell et al., 2018; Souza et al., 2018; Pireda et al., 

2019). Otherwise, stomatal density showed a tendency to be higher on the adaxial leaf side in 

both experiments. That could be a critical strategy based on the architecture of C. procera 

leaves. The orientation of their leaves tends to verticality, that is, small leaf angle, thus in 

environments with high temperature, air vapor pressure deficit and luminous, the adaxial 

surface is less negative impacted for it (Joesting et al., 2016). Furthermore, investing stomatal 

on that side could probably maximize the CO2 assimilation, improving WUE as well.  
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Looking at the general response pattern, we found that all anatomical adjustments 

support the tolerance and physiological performance. They might operate in a harmonizing and 

cooperative way, improving WUE, maintenance of the RWC, and photosynthesis rate. Besides, 

we reinforce that Calotropis procera has multiple traits of different levels and natures 

promoting its survival under conditions unfavorable to the most C3 species (Lawson et al., 2014; 

Rivas et al., 2020).  

CONCLUSIONS 

In this work, we have investigated whether, which, and how the leaf anatomic attributes 

could be contributing to this outstanding physiological performance of C. procera. In the first 

place, we corroborate our hypothesis that there is anatomical plasticity in this species. Indeed, 

C. procera respond to both drought and salt stress, adjusting the leaf attributes during the 

unfavorable conditions. Second, this finds adds one more mechanism that explaining its 

differential tolerance and distribution in many environments and regions, especially the tropical 

ones, despite being a C3 plant.  That probably gives some advantages to this species, allowing 

its fast establishment, survival, growth, and competitive dominance in many ecosystems, 

enhancing its power as an invasive species.  

Moreover, these findings propose that Calotropis procera is a powerful source to 

advance in understanding the different ways that plants could respond to various limited 

conditions. Each study conducted with this species reveals even more possibilities to investigate 

paths to tolerance in plants. Such which genes are involved in this rapid anatomic plasticity? 

For example. This approach could be valuable to explore tools in genetic engineering 

perspective to improve tolerance of plants, mainly in the face of the new climate scenarios. 

 

SUPPLEMENTARY DATA 
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Figure 1: Vapor-pressure deficit during the experimental conditions of the study. Figure 2: 

Cross sections of C. procera leaves (n = 3 ± error) under drought experiment (10% watering) 

and respective control at different collection times (3, 6, 9, 18 and 46 days). Column 1 - 

Mesophilus; Column 2 - adaxial surface; Column 3 - abaxial surface. Arrows indicate the 

epidermal layer and arrowheads the cuticle; Pp - Palisade parenchyma; Sp - Spongy 

parenchyma. Figure 3: Cross sections of C. procera leaves (n = 3 ± error) under salinity 

experiment (100mM NaCl) and respective control at different collection times (22, 46 and 56 

days). Column 1 - Mesophilus; Column 2 - adaxial surface; Column 3 - abaxial surface. 

Arrows indicate the epidermal layer and arrowheads the cuticle; Pp - Palisade parenchyma; 

Pe - Spongy parenchyma. Figure 4: Paradermal sections (200µm) showing the stomata and 

trichomes bases of C. procera (n = 3 ± error) under drought experiment (10% watering) and 

respective control at different collection times (3,6, 9,18 and 46 days). Figure 5: Paradermal 

sections (200µm) showing the stomata and trichomes bases of C. procera (n = 3 ± error) under 

salinity experiment (100mM NaCl) and respective control at different collection times (22 and 

46 days). 
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TABLE 1. Leaf relative water content (RWC) and soil moisture (SM) of young plants of 

Calotropis procera (n= 3± error) under drought (watering with 10 % of soil capacity) and 

salinity (100 mM NaCl) and respective controls 



44 

 

Days 

Drought Experiment 

RWC (%) Soil Moisture 

Control Stress Control Stress 

3 83±1.6 A 58±1.3 B 8.6±0.5 A 4.1±0.2 B 

6 74±4.8 A 80±2.5 A 8.2±0.1 A 3.9±0.4 B 

9 67±3.9 A 71±1.6 A 6.7±0.3 A 2.8±0.1 B 

18 90±13 A 74±2.8 A 5.7±0.1 A 5.2±0.1 A 

46 79±1.5 A 59±0.6 B 6.0±0.3 A 4.4±0.1 B 

Salinity Experiment 

22 73±2.5A 67±4.2A 5.4±0.5 A 3.5±1.3 B 

56 89±1.4 A 90±4.8 A 7.0±0.6 A 7.9±0.7 A 

Means followed by different letters are significantly different according to the Student’s t- 

Test (p <0, 05). 

 

TABLE 2. Biomass of young plants of Calotropis procera (n= 5± error) under drought (10% 

watering) and salinity (100 mM NaCl) at the end of the experimental conditions, 46 and 56, 

respectively. LA = Leaf area, SLA = Specific leaf area 

Biomass (g) 

     Drought Experiment Salinity Experiment 

Control Drought % Control Salt % 

LA  26.6±0.6* 15.6±1.4 41 ↓ 68.4±6.2* 49.5±4.2 27 ↓ 

SLA 3.8±0.3 8.2±0.3* 52 ↑ 13.5±0.7 20.3±1.4* 33 ↑ 

Shoot  9.8 ±0.2* 3.9 ±0.4 60 ↓ 12.0 ± 0.5* 7.1 ± 0.8 41 ↓ 

Root 2.7± 0.1 2.7 ±0.3  19.2 ± 1.9* 5.6 ± 0.2 70 ↓ 

Shoot/Root 3.5±0.2* 1.4±0.1  0.6±0.06 1.2±0.1*  

 Means followed by asterisk symbol as significantly different according to the Student’s t- Test (p 

<0, 05).  
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TABLE 3. Thickness (µm) of cuticles and epidermis of Calotropis procera leaves (n= 3 ± error) under 

drought (10% watering) and salinity (100mM NaCl) and respecticve controls. ADA = adaxial, ABA = 

abaxial 

Drought Experiment 

 Cuticle Epidermis 

Days ADAXIAL ABAXIAL ADAXIAL ABAXIAL 

 Control Stress Control Stress Control Stress Control Stress 

3 4.4±0.3 A 3.7±0.6 A 3.7±0.1A 3.0±0.2A 34.1± 2.1A 26.6±0.4B 31.3±1.7A 24.9±0.4B 

6 3.1±0.1 B 4.3±0.1A 2.7±0.0B 4.2±0.2A 28.5± 2.0A 
25.9±0.9 

AB 
23.4±0.2BC 21.2±0.2C 

9 2.5±0.4 B 3.9±0.3A 2.3±0.2 B 3.9±0.4A 23.8±0.9A 25.1±0.4A 26.7±0.9 A 18.3±0.7A 

18 3.3±0.4A 4.1±0.6A 2.8± 0.0A 3.9±0.7A 23.8±0.9B 27.4±0.7A 22.8±0.4B 22.5±0.5B 

46 2.7±0.4B 3.9±0.2A 2.6±0.1B 3.8±0.1 A 29.4±2.2A 22.3±1.2B 22.2±2.0B 21.4±0.6 B 

Salinity Experiment 

22 6.3±0.5A    7.4±0.2A    6.2±0.5A 7.3±0.1A        49.5±0.5A    32.6±1.2B          32.6±1.2B          47.8±2.0A      

46 5.7±0.20B 7.3±0.2A   6.7±0.4AB 7.8±0.3A       53.8±1.6A     49.3±1.3A 34.6±2.2B      47.7±1.5A      

56 9.0±0.1A 8.5±0.2A       8.5±0.2A 8.6±0.5A     42.9±2.7A 43.0±2.2A    32.0±2.1B           51.2±2.5B     

Means followed by different letters are significantly different according to the Newman-Keuls Test (p <0, 05). 

 

 

TABLE 4. Stomatal size (µm) of Calotropis procera leaves (n = 3 ± error) under drought (10% 

watering) and salinity (100mM NaCl) and respective controls 

Drought Experiment 

Days ADAXIAL ABAXIAL 

 Control Stress Control Stress 

3 19.04±0.0 A  19.53±0.3 A 18.45±0.0 A 19.31±0.1A 

9 20.03±0.2 AB 17.21±0.1 C 21.33±0.0 A 18.51±0.0 B C 

18 20.19±0.0 A 17.45±0.2 B 19.93±0.0 A 19.32±0.1 A 

46 23.68±0.2 A 20.18±0.2 B 23.73±0.1A 19.17±0.0 B 

Salinity Experiment 

22 24.17±0.1 A 19.40±0.2 B 23.70±0.2 A 19.23±0.1 B 

46 23.17±0.0 B 20.28±0.1 C 24.89±0.0 A 19.749±0.0 C 

Means followed by different letters are significantly different according to the Newman-Keuls 

Test (p <0, 05). 
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Figure legends 

 

Figure 1. Experimental design to physio-anatomic measurements in plants of Calotropis 

procera subjected to drought and salinity conditions at a greenhouse. RWC – Relative water 

content; SM – Soil moisture; LA – Leaf area; SLA – Specific leaf area.  

Figure 2. Gas exchanges of young plants of Calotropis procera (n= 3 ± error) under drought 

(10% watering) e salinity (100 mM NaCl).  A, B – stomatal conductance; C, D – Assimilation 

of CO2; e, f – Water use efficiency. Asterisk (*) indicates that means are significantly different 

between treatments according to the Student’s Test, p <0, 05. 

Figure 3. Cross-sections of leaves of Calotropis procera (n=3 ± error) under drought (10% 

watering) and salinity (100mM NaCl) and respective controls from different collects time. 

Column 1 –Mesophyll; Column 2 – adaxial leaf side; Column 3 – abaxial leaf side. Arrows 

indicate epidermis and arrowheads the cuticule; Pp – Palisade parenchymma; Sp – Spongy 

parenchymma.  

Figure 4. Mesophyll thickness of Calotropis procera leaves (n = 3 ± error), under drought (10% 

watering) and salinity (100 mM NaCl) and respective controls. Means followed by different 

letters are significantly different according to the Newman-Keuls Test (p <0, 05). Lower letters 

indicates comparison between leaf surfaces and capital letter between treatments.  

Figure 5. Stomatal and trichomes density of young plants of Calotropis procera (n= 3 ± error) 

under drought (10% watering) and salinity (100 mM NaCl) and respective controls. Means 

followed by different letters are significantly different according to the Newman-Keuls Test (p 

<0, 05). 
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Supplementary figure 1 
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Supplementary figure 2 

 

 

 

Supplementary figure 3 
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Supplementary figure 4 
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Supplementary figure 5 
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5 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados respondem ao questionamento inicial, e de fato ajustes anatômicos 

são realizados por Calotropis procera diante das condições estressantes, os quais constituem-

se como uma estratégia que pode favorecer sua sobrevivência, desempenho diferenciado e 

prosperidade em ambientes desfavoráveis. Foi demonstrado que a espécie lança mão de ajustes 

em atributos foliares a medida que o tempo de estresse avança visando melhor ajustamento e 

tolerância. Os ajustes envolveram atributos que visam a melhoria no controle da transpiração 

tal como espessura de cutícula, e densidade de tricomas. Além disso, as plantas também ajustam 

a densidade de estômatos o que pode auxiliar na manutenção da taxa fotossintética mesmo 

diante de redução da condutância estomática. Assim, com este trabalho ampliamos o 

conhecimento acerca das estratégias de tolerância da espécie sempre verde Calotropis procera 

sob condições desfavoráveis de deficiência hídrica e salinidade concluindo, sobretudo, que a 

espécie apresenta plasticidade anatômica promovendo ajustes que ampliam sua tolerância a 

estresses ambientais como os impostos no presente estudo.   
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ANEXO A 

 

NORMAS PARA SUBMISSÃO NO PERIÓDICO ANNALS OF BOTANY  

Disponível em: https://academic.oup.com/aob/pages/General_Instructions 
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