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Resumo

A absorcédo de agua pelas folhas (Foliar Water Uptake, FWU) é um fenbmeno que ocorre em
diferentes espécies de plantas de diversos ecossistemas e pode ser um complemento a agua
absorvida pelas raizes, com a capacidade de melhorar o estado hidrico das plantas. Quanto
aos ecossistemas Mediterranicos, pouco se sabe sobre a FWU. No entanto, com o aumento
da aridez previsto em consequéncia das alteracdes climaticas, a FWU podera assumir uma
importancia cada vez maior no funcionamento e resiliéncia destes ecossistemas e, em
particular dos montados, onde se tem vindo a observar um aumento da mortalidade e perda
de vitalidade do sobreiro (Quercus suber). Além disso, a FWU sera especialmente relevante

em eventos de pequena precipitacdo, formagéo de orvalho e nevoeiro.

Neste estudo, pretendeu-se avaliar a ocorréncia da FWU em sobreiro, qual a sua contribuicédo
para o estado hidrico das arvores e se sera maior em locais mais secos. Para tal, estabeleceu-
se um ensaio em condi¢des controladas com plantas de sobreiro de duas proveniéncias
(Companhia das Lezirias e Vila Vicosa), as quais foram submetidas a diferentes
disponibilidades hidricas: bem regadas (W), seca (D, regadas a cada duas semana) e
pulverizadas (S, rega do D + pulverizadas 3 x semana). Mediu-se periodicamente o potencial
hidrico de madrugada e ao meio-dia e determinou-se a FWU. O crescimento e a mortalidade

foram avaliados no final do ensaio.

A FWU ocorreu em 76% das folhas amostradas (n=450), que conduziram a entrada de agua
de 0,66 + 0,02 mg cm? de folha (média + erro padrdo), com o consequente ganho de 5,4 +
0,2% do teor relativo em agua e uma melhoria do estado hidrico de 0,44 + 0,02 MPa. Nao
foram observadas diferencas entre proveniéncias na FWU. A pulverizagéo teve um efeito
benéfico nas plantas, atrasando a progressao do stresse hidrico, que se refletiu em maior

sobrevivéncia.

Palavras-chave: FWU, resiliéncia, Mediterraneo, orvalho, seca.



Abstract

Water uptake by leaves (Foliar Water Uptake, FWU) is a phenomenon that occurs in different
plant species from various ecosystems and can complement root water uptake, enhancing the
hydric state of the plants. Regarding Mediterranean ecosystems, little is known about FWU.
However, with the expected increase in aridity due to climate change, FWU may become
increasingly important in the functioning and resilience of these ecosystems, particularly in
cork oak forests, where an increase in cork oak (Quercus suber L.) mortality and loss of vitality
has been observed. Additionally, FWU will be especially relevant during events of low

precipitation, dew formation, and fog.

This study aimed to assess the occurrence of FWU in cork oak, its contribution to the trees
hydric state, and whether it is more pronounced in drier locations. To do so, an experiment
was conducted under controlled conditions using cork oak plants from two different sources
(Companhia das Lezirias and Vila Vigosa). These plants were subjected to various watering
regimes: well-watered (W), dry (D, watered every two weeks), and sprayed (S, D + sprayed
three times a week). Morning and midday leaf water potential were periodically measured, and

FWU was determined. Growth and mortality were assessed at the end of the experiment.

FWU occurred in 76% of the sampled leaves (n=450), resulting on a water uptake of 0,66 +
0,02 mg cm of leaf (mean + standard error), leading to a gain of 5,4 + 0,2% in relative water
content and an improvement in the hydric state of 0,44 + 0,02 MPa. No differences in FWU
were observed between the two sources. Spraying had a beneficial effect on the plants,

delaying the onset of water stress, which translated into higher survival rates.

Keywords: FWU, resilience, Mediterranean, dew, drought.
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1. Introducéao

A absorc¢éo de agua pelas folhas (foliar water uptake, FWU), € um fendbmeno que ocorre em
diversas espécies de plantas presentes em diferentes ecossistemas (Berry et al., 2019;
Dawson & Goldsmith, 2018). Foi observada em cerca de 90% das espécies vegetais
estudadas (Schreel & Steppe, 2020). Quando ocorre, pode ser um complemento a agua que
€ absorvida pelas raizes, com a capacidade de melhorar significativamente o estado hidrico
das plantas (Breshears et al., 2008; Schreel & Steppe, 2020).

No que se refere aos ecossistemas Mediterranicos, estes terdo de lidar com secas cada vez
mais frequentes e pronunciadas (IPCC, 2021). Neste contexto, pouco se sabe sobre a
ocorréncia da FWU e qual o seu contributo para o estado hidrico das plantas. No entanto,
este contributo tem a aptiddo de ser particularmente relevante nestes ecossistemas, uma vez
que a mortalidade apos eventos de seca extrema, ou a sujeicao a secas anuais sucessivas,
sdo as principais limitaces a regeneracao natural e a vitalidade do montado (Lobo-do-Vale,
Haberstroh, et al., 2023; Lobo-do-Vale, Rafael, et al., 2023).

As regides de clima Mediterranico sé@o particularmente suscetiveis as alteragfes climaticas.
O aumento da temperatura nestas regifes, que se espera ser superior a0 aumento da
temperatura média global, tera a sua maior expressao no verao, avultando os picos de stresse
hidrico a que as arvores estao sujeitas. Os extremos de temperatura, nomeadamente
temperaturas elevadas, aliados a reducdo da precipitacdo (Lionello & Scarascia, 2018;
Tramblay et al.,, 2020), proporcionam condicbes para 0 aumento da aridez e,
consequentemente, maior vulnerabilidade das arvores ao stresse hidrico e a pragas, doengas
(Bussotti et al., 2015).

Tendo em conta o relatério do IPCC (2021), onde se inclui a regido Mediterranica de entre as
mais afetadas por anomalias climaticas, surge a necessidade de melhor compreender a forma
como as plantas usam a agua, nomeadamente quando ocorrem eventos de pequena
precipitacao, formacéo de orvalho e de nevoeiro, levando a absor¢céo de agua pelas folhas
(Limm et al., 2009).

Segundo Schreel & Steppe (2020), e de acordo com a classificagcdo climéatica de Képpen—
Geiger, cerca de 82% das espécies vegetais que habitam em regides com verdo seco
realizam FWU, entre elas a azinheira (Quercus rotundifolia Lam.) (Fernandez et al., 2014),

que comumente coexiste com o0 sobreiro no montado.

Os ecossistemas florestais tém um papel relevante na regulacéo do clima e, sobretudo, na

regulagéo do ciclo da 4gua e no ciclo do carbono. Um melhor entendimento sobre o impacto


https://en.wikipedia.org/wiki/Quercus_rotundifolia

das varias fontes de agua no balanco hidrico das plantas e na assimilacdo de carbono seréo
Uteis para uma melhor gestéo dos ecossistemas Mediterranicos. Em Portugal, os dados sobre
a formacao de orvalho e intersec¢do de nevoeiro sdo escassos, no entanto, estes eventos de
precipitacdo oculta poderdo desempenhar um papel central nas varias estratégias e
adaptacBes do montado face a seca. Pelo que, o sucesso da gestédo sustentavel e do restauro

destes ecossistemas beneficiardo fortemente destes progressos cientificos.

Ademais, e se a incerteza climética ficar aqguém para motivar a problematica, existe a
necessidade exploratéria por um mecanismo, a FWU, que parece ser comum também nos
ecossistemas de verdes secos, mas € pouco contabilizada no seu entendimento e tampouco

incluida nos modelos de vegetacao.

1.1 O Montado de sobro e a FWU

7

O sistema agroflorestal conhecido como montado, € um ecossistema tipico da bacia
mediterrénica. Os montados estendem-se sobre uma area de 6 milhdes de hectares no sul da
peninsula ibérica (Joffre et al., 1999; Olea, 2006; Pereira & Pires da Fonseca, 2003). O
montado é caracterizado pela presencga de arvores relativamente esparsas sobre planicies e
relevo suave e ondulado, onde subsidia uma enorme variedade de espécies vegetais e
animais. Esta enorme biodiversidade representa aproximadamente 30% das espécies de
plantas, 40% das espécies de aves e de 60% dos mamiferos e répteis presentes na Peninsula
Ibérica (Pineda & Montalvo, 1995).

Normalmente associado a zonas pouco produtivas, 0 montado é composto maioritariamente
por azinheiras (Quercus rotundifolia) e sobreiros (Quercus suber), com uma densidade de 20
a 80 arvores por hectare. A presengca humana continua transformou-o num sistema agro-
silvipastoril, em que a extragdo da lenha e da corti¢a, a producgéo agricola no sub-coberto,
juntamente com o pastoreio e sucessivos cortes da flora arbustiva, resultaram num
ecossistema menos estratificado e com menor densidade de arvores (Arosa, 2015). Contudo,
em diversas situagdes, a intervencdo humana favoreceu o aumento da sua heterogeneidade
e biodiversidade, criando uma grande diversidade de biocenoses que sdo exemplos
relevantes da co-evolucdo do homem com a natureza (Blondel, 2006; Pereira & Pires da
Fonseca, 2003).

O sobreiro é uma espécie esclerdfila perene com ocorréncia preferencial em solos acidos a
oeste da bacia Mediterranica, adaptada ao clima xérico (Natividade, 1950). Estas arvores
beneficiam da influéncia atlantica, pelo que as condi¢gbes 6timas se situam entre temperaturas

médias de 14-19 °C e de pluviosidade anual entre 600 e 800 mm. Devido ao elevado



investimento em raizes extensas e profundas, o sobreiro é capaz de sobreviver com menos
de 500 mm anuais (Natividade, 1950).

O sobreiro € a espécie com maior relevancia econdmica no montado. Em Portugal, representa
cerca de 22% da floresta portuguesa, segundo o IFN 6 (6° Inventario Florestal Nacional, ICNF,
2015), e tem maior predominancia no Alentejo. O pais é lider incontestavel na producao de
cortica, com um peso de 46% na producdo mundial (APCOR - Associacdo Portuguesa da
Cortica, 2023). A cortica € utilizada para diversos fins, salientando-se a transformagéo em
rolhas e em material de construcdo. O desenvolvimento da industria corticeira permitiu uma
orientagdo exportadora que tem vindo a crescer. Atualmente, este setor apresenta um saldo
positivo na balangca comercial de 935 M€ (APCOR - Associagéo Portuguesa da Cortica, 2023).
Para além disso, a mesma fonte estima que aproximadamente 100 euros por ano (por hectare)
digam respeito a servicos ambientais do montando, assumindo importancia na resiliéncia
destes ecossistemas e na mitigacdo das externalidades causadas pelo desenvolvimento
antropico, como as causadas pela alteracdo do uso da terra, que seriam impostas se a

exploracao do montado, nas suas diversas formas, nao fosse viavel e sustentavel.

A vitalidade da floresta portuguesa e, em particular, a do montado, tem vindo a ser afetada
pelas alteracdes climaticas, bem como por praticas de gestao ineficientes. O sobrepastoreio
e as mobilizacdes de solo que danificam as raizes superficiais do sobreiro, tém vindo a
aumentar a vulnerabilidade das arvores as pragas e doencas (Arosa, 2015). Por outro lado,
fatores abitdticos como eventos extremos (vagas de calor e/ou secas recorrentes ou
prolongadas) tém conduzido & perda de vitalidade geral dos montados (Pinto-Correia &
Godinho, 2013). Ainda, ndo é de todo incomum, encontrarem-se montados bem
estabelecidos, com &rvores de idade semelhante, em que a regeneracdo natural €&
praticamente inexistente. Nestas situacdes, a longevidade e a manutengéo deste ecossistema

pode estar comprometida (Arosa et al., 2017).

Muitos sdo os fatores que ditam o sucesso da regeneracdo natural, sejam eles bioticos,
abioticos ou, exclusivamente, propiciados pelas praticas de gestdo. Segundo Arosa (2015), a
temperatura e a humidade relativa regulam a emergéncia e a sobrevivéncia das plantulas. O
tamanho das bolotas e o grau de cobertura beneficiam a germinagéo, a sobrevivéncia e o
desenvolvimento das plantulas. A predacdo por herbivoros pode ser uma das mais
importantes limitac6es a regeneracao natural. Os encabecamentos elevados e, sobretudo, a
herbivoria de gado bovino representam uma forma de gestdo do montado que p6e em causa
0 sucesso da mesma. A seca €, em particular, um fator que se ira amplificar com as alteracdes
climéticas, sendo ainda incerto em que medida esta promovera alteracfes na ecologia do

montado. De acordo com o relatério do IPCC (2021), as secas serdo mais frequentes e mais



severas e o territério experimentara menos precipitacdo sobretudo no inverno e na primavera.
Ora, precisamente na primavera, a fenologia do sobreiro coincide com o abrolhamento e
crescimento vegetativo. Neste contexto, a avaliacdo das mudancas nos ciclos hidrolégicos é
de grande importancia para a situacao hidrica dos montados. Um melhor entendimento das
varias vias de absor¢cado de agua por parte das arvores, isto é, daquelas que ainda pouco se
sabe, como é o caso da FWU, permitird avaliar com maior detalhe a vulnerabilidade do
montado & seca. Na auséncia de precipitacdo significativa, mas em eventos de pequena
precipitacdo, antecipa-se que a FWU possa assumir um papel relevante na vitalidade do
montado, bem como um mecanismo de redistribuicdo hidraulica e de mitigacdo de
embolismos. Desse modo, a dependéncia das arvores a FWU, que na sua dimenséo
desconhecemos, e face a evolugdo climéatica quanto aos eventos de pequena precipitacdo,
formacao de orvalho e de neblina, podera ter uma importancia acrescida com as alteracdes
climéticas. Os sobreiros, estando sujeitos a longos periodos de seca, poderdo depender muito
mais daquilo que comumente se pensa destes eventos que deixam a folha molhada e

conduzem a FWU.
1.2 FWU

Da absorcdo de agua que ocorre diretamente pelas folhas foram identificadas trés vias
distintas: a entrada de agua pelas cavidades estomaticas (Ketel et al., 1972); difusdo pela
cuticula (Burkhardt, 2010); e através de estruturas como os tricomas ou hidatodos (Fernandez
et al., 2014; Ohrui et al., 2007). Por exemplo, Fernandez et al.(2014), estudando a azinheira,
observou que a FWU ocorreu principalmente através das cicatrizes deixadas pela queda dos

tricomas da pagina adaxial das folhas.

De forma que ocorra FWU, bastara uma fonte de agua e um gradiente de potencial hidrico
favoravel a entrada de agua nas folhas (Eller et al., 2015; Rundel, 1982). Ao contrario do que
anteriormente se pensava, a FWU ndo se limita a ocorrer em eventos atmosféricos que
deixam a folha molhada. Esta também podera ocorrer desde que o potencial da folha seja
mais negativo que o da atmosfera e, portanto, mesmo na auséncia de atmosfera saturada ou
eventos de pequena precipitacdo a FWU pode assumir importancia ecolégica (Dawson &
Goldsmith, 2018). As pesquisas feitas por Dawson & Goldsmith (2018) indicam que, em
média, eventos de precipitacdo que molham exclusivamente as folhas (agua que nédo chega

ao solo) ocorrem em 77 dias por ano, nas florestas e bosques mediterranicos.

A variedade de biomas onde se identificam espécies que realizam FWU origina que diferentes
espécies o fagcam recorrendo a diferentes vias (Limm et al., 2009). Nesta tematica, os estudos
mais recentes apontam para uma sincronia das vérias vias de FWU na mesma espécie

(Boanares et al., 2018). Este autor, identificou duas estratégias distintas: a rapidez da FWU
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e capacidade de FWU (quantidade de 4gua absorvida), que coexistiram em Cercis reniformis,
relacionadas com a entrada de 4gua na folha tanto pela cuticula como pelos tricomas.
Contudo, o peso relativo de cada via de absorcédo foliar de agua €, ainda, um tema pouco
estudado e que deve ser enfatizado (Schreel & Steppe, 2020).

A complexidade deste tema € inerente as caracteristicas fisiologicas e morfolégicas da folha,
que sao passiveis de variar com a idade da &rvore e da folha (Burgess & Dawson, 2004).
Desse modo, todos estes fatores poderdo ser fonte de variabilidade ao nivel das vias e da
capacidade de FWU. Buckley (2005) ilustra bem a relacdo das vias de FWU e a sua
complexidade, quando observou a abertura dos estomas em consequéncia da entrada de
agua pelos tricomas e hidatodos em folhas desidratadas de diversas espécies. O aumento
do potencial hidrico foliar levou a regulagao osmotica das células guarda dos estomas. Devido
a maior robustez mecénica das células da epiderme, estas, quando targidas, promoveram a
uniformizacdo do potencial de agua das células guarda, a que se sucedeu a abertura dos

estomas e entrada de agua (por via estomatica).
1.2.1 Processos biofisicos da absor¢éo de agua pelas folhas

Segundo a teoria da coesdo adesao, ao nivel da folha, o transporte de agua é regido pela
transpiracéo (Dixon & Joly, 1895). Nesta teoria, o fluxo de &gua inicia-se pela entrada de agua
do solo para as raizes, seguida do seu transporte através dos vasos condutores do xilema
até a subcavidade estomatica, neste local evapora, e sai sob a forma de vapor de agua dos
estomas para a atmosfera. Este € o fluxo normal no continuo solo-planta-atmosfera. Quando
0 potencial de agua nas raizes € inferior ao potencial das folhas, o fluxo do continuo para e
torna-se reverso (Nadezhdina et al., 2010). Nestas condicbes existe uma redistribuicdo

hidraulica para as regides deficitarias em agua na arvore.

A taxa da transpiragdo (T, g h') depende da diferenca entre o potencial de agua da folha
(Wiear) € 0 potencial de agua da atmosfera (Wam), Wieat - Yam , pelo que, uma diferenca positiva
ou um potencial mais negativo na atmosfera conduzira a transpiracdo. Pelo contrario, com
uma diferenca negativa ou um potencial mais negativo na folha podera ocorrer a FWU. As
equacdes de van de Honert (van den Honert, 1948) demostram esta relacéo:
_ ll"leaf_"Patm

T = —leaf s [1]

Quando Wiear > Wam € em que T € a transpiragdo, em g h, W é o potencial hidrico ou de 4gua,

em MPa, e R a resisténcia a transpiracdo, em g* h MPa, que inclui a resisténcia estomaética

e da camada limite.



Contudo, quando Wit < Wam, OS restantes termos da equagédo ndo sdo necessariamente
inversos. A resisténcia a transpiracao aquando da transpiracédo ao nivel da folha, representa-
se por R e é um coeficiente que descreve a resisténcia encontrada no caminho do vapor de
agua pela subcavidade estomatica e pelas imedia¢cdes dos estomas até a atmosfera, contudo,
no que diz que respeito & FWU, esse caminho podera ser feito por trés vias distintas, ja
referidas anteriormente. Pela integracdo destas vias na FWU, R ndo é necessariamente o
inverso de Kewu (condutividade hidraulica associada a FWU) e a equacgdo descreve da

seguinte forma:
FWU = (Lpleaf — Watm) X Kewu [2]

Em que, FWU é a absor¢éo de agua pelas folhas, em g ht, e Kewu € a condutividade das vias
de absorcéo foliar, em g h't MPa. Caso a absorcdo de dgua pelas folhas ocorra sobretudo
pela via estomética, o que podera ser verdade para algumas arvores, R e o inverso de Krwu
poderdo ter a mesma ordem de grandeza, ndo obstante de tais casos necessitarem de maior
investigacao (Binks et al., 2019).

T FWU
,,,,,,,, L —
RTorkaué
l‘UIeaf E
"
__________ Wi | soll

Figura 1. Esquema da analogia a lei de Ohm para o transporte de agua nas plantas. R é a resisténcia hidraulica das varias partes
da planta; Wseii , Wroot, Pstem, Viear € Wam SA0 0S potenciais hidricos do solo, raizes, caule, folhas e atmosfera, respetivamente. R,
R:, R« Rt e Krwu, S0, respetivamente, as resisténcias hidraulicas das raizes, caule, folhas, estomas (e camada limite) e
condutancia hidraulica das vias de FWU (Schreel & Steppe, 2020).



No que diz respeito ao restante transporte de agua do continuo atmosfera-planta-solo,
excetuando o fluxo entre atmosfera e a folha, em condicGes de redistribuicdo hidraulica ou
fluxo reverso de 4gua este procede de forma semelhante (Figura 1). Ou seja, em ambos os
fluxos, normal ou reverso, a resisténcia no xilema, na raiz e no solo sédo, em igualdade de

condicdes, iguais.

Além da absorcdo de agua pelas folhas, outros fendbmenos que contribuem para a
redistribuicdo hidraulica e reparacdo de embolismos tém o seu peso relativo em algumas
espécies vegetais. A absor¢cdo de agua através do tronco e dos tecidos lenhificados,
conhecida na comunidade cientifica como stem or bark water uptake, SWU, e avaliada por
Mayr et al. (2014), revelou-se também importante na recuperacdo hidraulica das arvores.
Tendo em conta os diferentes caminhos de incorporagdo de 4gua nas plantas, quando o
stresse hidrico ambiental lhes é imposto, torna-se relevante distinguir e separar a FWU da
SWU pelo motivo de que, ambas, podem assumir um papel conjunto durante eventos de
saturacao atmosférica e pequena precipitacao. Por outro lado, devido a maior exposicdo das
folhas espera-se, com necessidade de experimentacdo, que a deposicdo de orvalho,
intersecdo de nevoeiro e 0s eventos de pequena precipitacdo molhem sobretudo as folhas e,
entdo, a FWU assuma o papel mais relevante na incorporacdo de agua em ecossistemas
mediterranicos. Relativamente ao sobreiro, e considerando a sua casca suberizada, sera de

esperar uma muito reduzida ou até inexistente SWU.
1.2.2 As vias de absorc¢édo de agua pelas folhas

1.2.2.1 Hipétese da difuséo cuticular

s

A cuticula das folhas é composta por uma matriz de polimeros, a cutina, e por ceras
cuticulares, que se encontram ligados a parede celular da epiderme através de
polissacarideos, também estes considerados parte da cuticula (Yeats & Rose, 2013). A
principal funcdo da cuticula é atuar como barreira protetora contra perda excessiva de agua,
ataques de microrganismos, danos mecanicos e outros stresses ambientais (Riederer &
Schreiber, 2001). A cuticula tem propriedades hidrofébicas pelo que, quando a FWU se d&a
por esta via, o fluxo dependera da permeabilidade da cuticula e do tempo que a &gua é capaz
de permanecer sobre a folha sem que escorra (Fernandez et al., 2017). A permeabilidade da
cuticula varia quando as folhas séo sujeitas a eventos frequentes de humedecimento (Eller
et al., 2013; Pina et al., 2016; Goldsmith, 2013). O aumento da turgidez e inchago da cuticula
durante exposicao prolongada a humidade, conduz a formacao de poros e de conexfes com
a epiderme superior da folha (superficie adaxial da folha). Por outro lado, estes poros tendem
a desaparecer quando as folhas sédo expostas por periodos longos a um ambiente seco, pelo

que parece existir uma resposta dindmica relativamente a um continuum-aquoso da



superficie adaxial da folha. Considerando a proximidade costeira ou continentalidade de cada
montado, serd de esperar que esta via de absorcdo foliar assuma menor ou maior
importancia, dependendo da ocorréncia frequente de fenédmenos como nevoeiro e formacao

de orvalho.

Em sobreiro, foram identificadas variagbes sazonais na composi¢cdo da cuticula para
maximizar a protecdo contra a desidratagdo, nomeadamente, o aumento da densidade e
cobertura das ceras cuticulares durante os meses de verdo (Simoes et al., 2023). No presente
estudo foram usadas plantas de sobreiro de locais distintos, Companhia das Lezirias (CL) e
Vila Vigosa (VV). Dado que na CL a influéncia maritima promove uma maior ocorréncia de
nevoeiro (IPMA, 2023), conjeturamos que a via cuticular de FWU tenha maior peso nos
sobreiros da Companhia das Lezirias em comparagdo com Vila Vicosa, através da resposta

dindmica da cuticula a eventos frequentes de humedecimento.
1.2.2.2 Hipo6tese das estruturas foliares: tricomas e hidatodos

Existem varios tipos de tricomas que podem, simultaneamente, coexistir na mesma folha,
sejam eles glandulares, ndo glandulares, em formato filiforme (pelo) ou escama (Johnson,
1975). Cada tipo de tricoma pode ter, uma relagéo funcional especifica com a FWU. Segundo
Molinas (1991), a folha do sobreiro apresenta tricomas glandulares e ndo glandulares, estes
ultimos com formato filiforme. Os tricomas glandulares do sobreiro, presentes na superficie
adaxial da folha, sdo descritos como sendo curtos e multicelulares, com a extremidade
secretora coberta por uma cuticula delgada. Os tricomas filiformes, presentes na superficie
abaxial do sobreiro, induzem a formacdo de uma camada limite sobre a superficie da folha,
dando origem a condi¢cdes muito particulares no continuum folha-atmosfera. Benz & Martin
(2006) refere nos seus estudos que a reducao da transpiragéo devido a camada limite induzida
pelos tricomas pode ser negligenciada, implicando que a eventual condi¢éo facilitadora a
incorporagdo de agua ou FWU ndo se aplicaria ou ndo seria relevante. Por contraste, as
cicatrizes deixadas pela queda dos tricomas, foi demonstrado serem uma via para a entrada
de &gua pelas folhas, em azinheira nos ensaios de Fernandez et al. (2014). Enquanto em
algumas espécies os tricomas parecem reduzir a capacidade da folha em reter liquidos,
noutras é reportado melhorar significativamente a sua molhabilidade e retencdo de agua
(Grammatikopoulos & Manetas, 1994). A interacdo da agua com as superficies foliares e
mediadas pelos tricomas sao, desta forma, particulares a cada espécie. Como ilustracao,
Fernandez et al. (2014), reporta que a molhabilidade e aderéncia as gotas de agua é superior
na pagina adaxial ou superior da folha de azinheira, onde os tricomas estdo presentes

sobretudo em folhas jovens, e que com a maturidade das folhas os tricomas tendem a reduzir



a energia livre da superficie, bem como o pardametro de solubilidade. Portanto, tornando-se

mais repelentes a agua.
1.2.2.3 Hipotese da via estomética

A via estomdtica inicialmente considerada como a via mais provavel para a FWU, transitou
para o estatuto de que ndo seria por esse meio que ocorreria a entrada de agua devido a
formacdo de goticulas (alta tensdo superficial) (Fernandez et al., 2017). No entanto,
atualmente, a via estomética volta a ser revigorada como um dos caminhos mais provaveis
para a entrada de agua nas folhas. Uma das principais teorias em seu favor, é a possibilidade
dos estomas serem ativados pela formacdo de uma fina camada aquosa (< 100 nm) que
conecta o apoplasto (espacgo intercelular) com a superficie da folha. Este fendmeno,
conhecido como HAS (Hydraulic activation of stomata), e reportado em Sequoia sempervirens
(Burgess & Dawson, 2004) e em tomateiro (Solanum lycopersicum) (Burkhardt et al., 2012),
pode ocorrer devido a varios fatores, incluindo a presenca de hifas de fungos, mucilagem
epistomatica e aerossois higroscopicos. Por exemplo, quando a humidade relativa atinge o
ponto de deliquescéncia de algumas substancias, os aerossois higroscopicos formam uma
solucao liquida, desenvolvendo uma fina pelicula de agua na superficie da folha que resulta
num transporte bidirecional de 4gua e solutos entre a superficie e o interior da folha.
Obviamente, o valor da humidade relativa que leva a deliquescéncia de certas substancias e
aerossois dependerd de si mesmas ou do composto higroscépico. Alguns compostos
higroscopicos conhecidos sdo sais como o cloreto de sédio, o0s nitratos e os sulfatos, e outros

elementos inorganicos como metais, o célcio e o magnésio.
1.2.2.4 Idade e morfologia da folha

Em diversas espécies foi reportada uma diminuigéo da area foliar individual e um aumento da
espessura da cuticula com o avancar da idade da arvore (Steppe et al., 2011). A presenca de
ceras hidrofébicas diminui a superficie de contacto entre a folha e as goticulas de agua. Esta
interacdo favorece a formacéo de gotas maiores que dardo origem a sua escorréncia na folha.
As relacdes entre as gotas e ambas as superficies da folha trardo impactos na ocorréncia de
FWU. De uma forma geral, qualquer interacdo que favoreca o tempo de permanéncia das
gotas de 4gua sobre as folhas também favorecera a sua absor¢do. Neste contexto, durante
eventos de nevoeiro, pequena precipitacdo ou formacéo de orvalho, a posicéo e a inclinagéo
das folhas serdo outros aspetos a influenciar o tempo de permanéncia das gotas de 4gua na
folha. Em igualdade destas condi¢fes, da inclinacdo e das caracteristicas da cuticula, na folha
individual, serd a &rea da folha a fazer variar a quantidade de FWU. A eroséo e os danos na

cuticula identificados nas folhas mais velhas de Sequoia sempervirens pareceu explicar



porque nesta espécie as folhas mais velhas absorveram mais agua por FWU (Burgess &
Dawson, 2004).

1.2.3 Implicacbes da FWU na arvore

Na ocorréncia de FWU, o potencial de 4gua das folhas aumenta favorecendo a hidratacéo
dos tecidos e dos 6rgaos proximos a folha (Burgess & Dawson, 2004). Nesta situacao, um
fluxo bidirecional acontece sempre que o terco médio da arvore se encontra a potenciais mais
negativos do que, simultaneamente, o do solo e o da folha (Figura 2b e c). Num evento de
pequena precipitacdo e quando ha agua disponivel no solo, mas longe de estar saturado, 0
fluxo da raiz e das folhas para regibes mais secas da planta é passivel de acontecer. Nos
eventos mais duradouros de folha molhada, ainda se podera dar o caso da ocorréncia de um
fluxo unidirecional das folhas para a raiz (Figura 2d; Schreel & Steppe, 2020). Em condi¢cbes
de humidade elevada, o aumento do potencial de 4gua da folha pode ser tal que excede o da
raiz, conduzindo a exsudacgdo radicular e a um aumento da reserva hidrica do solo. A
exsudacao radicular induzida pela absor¢cdo de &gua pelas folhas foi demonstrada no
tomateiro por Breazeale & McGgeorge (1953). Para que tal aconteca, o evento de pequena
precipitacdo, embora duradouro, ndo podera de forma significativa aumentar o potencial de
agua do solo. Ora, em condi¢des de chuva ligeira, a intercecdo do coberto pode impedir que
0 solo seja abastecido e ndo conduzir a variacdes do seu potencial em agua (Schreel &

Steppe, 2020), a ndo ser, as variagdes devidas ao fluxo reverso.

(a) (b) (<) {d)
‘ v, 0 MP: ‘ ‘ V... OMPa ‘ MPi
How Flow ‘ o O MP2 Flow i~ W, 0MPa
Grection W -35MP direction  y__-20MPa dicection @, .17 MmPa direction  ___12 MPa

¥,..-3.0MPa W,,.-2.5MPa [ W,..~18MPa

9, -20Mpa U W__-2.0 MPa i V.-20MPa @ W__-1.4 MPa

W .~1.5MPs W . ~1.5MP W .~15 MPa W_-15MPs

Figura 2. Fluxo antes e depois da FWU: (a) fluxo que antecede qualquer evento de precipitacdo; (b) fluxo num evento de
precipitacéo (ou inicio do evento) que molha sobretudo as folhas e resulta em fluxo bidirecional na arvore; (c) redugao do fluxo
ascendente, porque o evento de precipitacdo ndo abastece o solo; (d) fluxo reverso que conduz a exsudacéo pelas raizes,

melhorando ligeiramente o potencial de agua no solo (Fonte: Schreel & Steppe, 2020).

A folha molhada tem influéncia na fotossintese, na lavagem e incorporagédo de solutos, no
estado hidrico da folha e no balanco hidrico da arvore. Contudo, poucos estudos tém
respondido as questfes fundamentais sobre a variacdo temporal e espacial do orvalho na
copa da arvore. Além disso, quanto a humidade da copa, esta tem vindo a ser tratada como

uma varavel binéria, copa molhada ou seca (Binks et al., 2021). De facto, este autor, verificou
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que a formacao espacial de orvalho na copa depende fortemente da estrutura da vegetacao
envolvente e que variou, sobretudo, horizontalmente. Um melhor entendimento sobre a
variabilidade temporal e espacial da humidade na copa poderd significativamente melhorar a
interpretacdo da eddy covariance (trocas gasosas) e dos dados remotos sobre 0s cobertos
estudados (Binks et al., 2021) e aferir o impacto da copa molhada e da FWU na assimilacéo

de carbono dos diferentes cobertos vegetais.

Ben-Asher et al. (2010) avaliaram o efeito formacao de orvalho matinal em diferentes espécies
presentes na regido Mediterranica, detetando, em separado, picos antecipados de
fotossintese e picos tardios de transpiragdo que conduziram a um aumento (2:1) da eficiéncia
no uso de agua (water use efficiency, WUE) na amostra afetada pela formacao de orvalho.
Por outras palavras, esse aumento traduz-se num aumento da fotossintese com menor
transpiracdo. Ainda que os autores ndo tenham estudado a possibilidade de FWU ter ocorrido,

releva-se a importancia do orvalho na regulacéo do estado hidrico das plantas.

A existéncia de folha molhada, e a acontecer FWU, num contexto de clima mais quente e
seco, como se tem vindo a verificar, podera ter um impacto positivo na eficiéncia fotossintética
da arvore. Se por um lado, o efeito positivo que uma atmosfera mais rica em CO- podera surtir
nas taxas fotossintéticas, por outro, é limitado pela maior afinidade da RuBISCo ao O, isto €,
favorecendo a fotorrespiracdo em condi¢cdes de alta temperatura (Keys et al.,, 1977) .
Também, o arrefecimento da folha e da camada limite devido a um evento de orvalho (ou
gualquer outro, de pequena precipitacdo), podera favorecer, em contrapartida, a afinidade da
enzima ao COg, ou seja, a reacdo fotossintética. Ainda, se houver entrada de 4gua através da
FWU na folha, as trocas gasosas podem ser favorecidas resultando num aumento da
fotossintese. Estas consideragfes, juntamente com a reducgdo da transpiragédo (que resulta
das condi¢bes de maior humidade), podem estar em consonancia com o aumento da WUE

reportado por Ben-Asher et al. (2010) apds queda de orvalho matinal.

Nos ecossistemas Mediterranicos, a precipitacdo que ocorre no verao € insuficiente para
compensar a evapotranspiragdo. Contudo, a formagéo de orvalho ou neblina matinal s&o
frequentes nesta estacdo (Ben-Asher et al., 2010; Tomaszkiewicz et al., 2016). Assim, a FWU
assume uma importancia acrescida, pois nos meses em que as arvores experimentam o pico
de défice hidrico, a absorcdo de agua pelas folhas pode evitar um stresse ainda maior
(propagacéo de embolismos), bem como, aumentar a turgidez das células guarda do estoma

e permitir a assimilagcéo de carbono (Schreel et al., 2019).
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1.3 Eventos de pequena precipitacdo, queda de orvalho e nevoeiro

Dados meteorolégicos registados num montado de sobro em Vila Vigosa, num periodo de dez
anos (2011-2020), indicaram que 52% dos eventos de precipitacdo foram inferiores a 1 mm,
dos quais 68% ocorreram no verdo (Lobo-do-Vale, comunicacdo pessoal). Estes eventos
registados quantitativamente em udodgrafo dever-se-do principalmente a queda de

precipitacdo, mas néo se podera excluir a condensagéo noturna.

A importancia do orvalho tem sido um tema controverso, Monteith (1963), nos seus estudos,
criticou a forma leviana com que muitos autores se referiam ao orvalho, indicando-o apenas
como uma fonte de inspiragdo poética. Posteriormente, a literatura cientifica salientou,
sobretudo, o papel prejudicial do orvalho na propagacdo de fungos e doencas nas plantas
(Huschke, 1991). No entanto, o impacto positivo do orvalho nas espécies vegetais tem sido
abordado por alguns autores (Ben-Asher et al., 2010; Binks et al., 2021; Tomaszkiewicz et al.,
2016), alertando para a necessidade de desenvolver modelos fisicos e empiricos, de modo a
prever a formacdo de orvalho num contexto de alteragfes climéticas e as suas implicagbes

para a produtividade dos ecossistemas.

A neblina e a formacé&o de orvalho séo fenébmenos meteorolégicos distintos. A neblina ocorre
guando a temperatura de uma camada de ar estavel préxima do solo é igual a temperatura
do ponto de orvalho (ar saturado). A sua deposicéo nas superficies resulta da interse¢éo do
ar saturado, ou seja, das goticulas suspensas. Em contrapartida, para que a formacéo de
orvalho ocorra, a descida da temperatura do ar até ao ponto de orvalho ndo € condicéo
necessaria, sendo apenas necessario que a temperatura da camada limite de qualquer
superficie em contacto com o ar atinja o ponto de orvalho. Por esta razdo, € muito mais
comum, durante os meses secos, ocorrer a formagédo de orvalho do que de neblina. Por
exemplo, a noroeste do deserto de Negev, Michael Evenari (1982) reportou que a queda de

orvalho ocorre, em média, duzentas vezes por ano.

Os modelos discutidos por Tomaszkiewicz et al. (2016) que fornecem previsbes para a
evolucdo da colheita de orvalho durante o periodo entre junho e agosto sao conflituantes. Um
modelo prevé uma anomalia positiva entre 20 — 40% na colheita de orvalho até 2080, em
contraste, outro aponta para uma anomalia negativa de 0 - -20%, nesse mesmo periodo e
para as regides portuguesas a sul do tejo. Desse modo, o impacto das alteragbes na formacao
do orvalho no funcionamento, resiliéncia e produtividade do montado, num contexto das
alteracdes climéticas, s6 podera ser devidamente avaliado através da quantificacdo da FWU

do sobreiro e das diferentes espécies.
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Jacobs et al. (2002), avaliaram a proximidade de um modelo que estima a taxa de
condensacdo nas superficies, proposto por Garratt & Segal (1988) e Monteith (1981), a
formacéo de orvalho no solo que efetivamente ocorreu (até 1 mm diat) nos meses de veréo,
num local no deserto de Negev, obtendo estimativas muito préximas. De forma anéloga, este
modelo pode estimar a taxa de condensacdo na interface folha-ar. Este tipo de modelos
juntamente com a recolha de dados remotos sobre a formacdo de orvalho, podem ser
ferramentas muito importantes na compreenséo entendimento da FWU e o0 seu impacto nas
espécies vegetais, homeadamente, no auxilio a reflorestagdo e no desenvolvimento de

medidas que favorecam a regeneracao natural do sobreiro.
1.4 Objetivos

O presente estudo pretende avaliar a capacidade de absorcdo de agua pelas folhas de
sobreiro e a sua contribuicdo para o estado hidrico da planta. Especificamente, procura

responder as seguintes questdes:

e O sobreiro é capaz de absorver 4gua pelas folhas?
e Qual a contribuicdo da absorcédo de agua pelas folhas no estado hidrico da planta?

e A FWU sera maior em locais mais secos?

Para responder a estas questbes estabeleceu-se um ensaio experimental, em condi¢cdes
controladas, com plantas de sobreiro provenientes de duas localizac¢des distintas, Companhia
das Lezirias e Vila Vigosa, respetivamente com influéncia costeira e influéncia continental,
que foram submetidas a diferentes disponibilidades hidricas (trés tratamentos): plantas
regadas de forma abundante, plantas que foram sujeitas a stresse hidrico severo e plantas
gue foram a sujeitas a stress hidrico severo com adi¢édo de pulverizacdo de dgua nas folhas.
Mediu-se o potencial hidrico de madrugada (Wpq) € do meio-dia (Wmd) das plantas ao longo do
ensaio, bem como a sua capacidade em realizar FWU. Adicionalmente, para compreender
como a FWU podera ser uma estratégia face a seca, avaliou-se o crescimento das plantas e

a sua mortalidade.

Tendo em conta que cada proveniéncia estudada podera ter estratégias de uso da agua

distintas, analisou-se a relagéo entre 0 Ymqe 0 Wpa de cada tratamento e proveniéncia.
No que diz respeito & FWU pelo sobreiro, as hipoteses séo as seguintes:

e Dado que a azinheira realiza FWU (Fernandez et al., 2014), que é funcionalmente

semelhante ao sobreiro, € provavel que também este realize.
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o A FWU tera maior importancia nos locais mais secos ou xéricos, uma vez que segundo
Schreel et al. (2019) a quantidade de &gua absorvida aumenta com a descida do

potencial hidrico da folha.

e A contribuicdo da FWU serd significativa e fulcral para a tolerdncia do sobreiro a seca
pois € um complemento a 4gua que € absorvida pela raiz e, em condi¢des de falta de

agua, melhora o seu estado hidrico e facilita a sua recuperacao.

A Década das Nacdes Unidas da Restauracao de Ecossistemas visa prevenir, interromper e
reverter a degradacdo dos ecossistemas face as alteracdes climdticas e a crise da
diversidade. O conhecimento gerado neste estudo tem o potencial de contribuir
significativamente para mitigacdo dos efeitos nefastos das alteracdes climaticas. Além de
respondermos as questdes propostas, este avanco cientifico fornecera informacéo relevante
para melhor prevermos o0s impactos das alteragbes climaticas nos ecossistemas
Mediterranicos.
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2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal e condi¢cfes de crescimento

A capacidade de absorcao de agua pelas folhas foi estudada em plantas jovens de sobreiro,
provenientes de duas localizagbes distintas, Companhia das Lezirias (CL, 38°49'N, 8°47'W) e
Vila Vigosa (VV, 38°49'N, 7°25’'W).

A escolha destas proveniéncias baseou-se no facto de j4 haver estudos a decorrer nestas
propriedades, havendo assim dados climéticos e medi¢des fisiolégicas em arvores adultas. A
Companhia das Lezirias situa-se junto a costa e Vila Vigosa no interior do pais, sendo de
esperar condicBes diferentes em termos de disponibilidade hidrica e da frequéncia de

formacéo de orvalho.

As plantas foram produzidas em tabuleiros de germinacdo, no Viveiro Florestal do Instituto
Superior de Agronomia, com bolotas apanhadas em 2021 em cada propriedade. Em
07/06/2022, as plantas, com aproximadamente 15 meses de idade, foram transportadas para
uma sala climatizada localizada no Edificio Azevedo Gomes do Instituto Superior de
Agronomia, onde foram transplantadas para vasos de 1,7 litros com um substrato composto
por 50% areia (APAS 30, Areipor, Portugal) e 50% turfa (SIRO turfa 30-0, SIRO, Leal &

Soares, S.A., Portugal) e deixadas aclimatar as novas condi¢des de crescimento.

As condi¢gbes ambientais da sala climatizada foram monitorizadas ao longo do ensaio, tendo-
se registado uma temperatura média de 25° C e uma humidade relativa média de 50%. Apesar
de a sala ser iluminada naturalmente, foi suplementada, a partir de 07/11/2022, com
iluminag&o artificial LED (Zeus 600W PRO2.9, Lumatek Ltd, Malta), durante 12h diérias, para
simular os dias longos de verdo, obtendo-se uma radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR)

média de 800 umol m2 s,
2.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental consistiu numa populacdo de 150 plantas, 75 de cada
proveniéncia (CL e VV), distribuidas equilibradamente pelos tratamentos (abaixo descritos, 25
plantas por tratamento e proveniéncia). De modo a excluir um eventual efeito do tamanho das
plantas nas respostas aos tratamentos, as plantas foram ordenadas por altura, para cada
proveniéncia, distribuidas sequencialmente pelos tratamentos, e dispostas na sala

climatizada.
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Durante o0 ensaio e com uma cadéncia semanal, a posicdo dos vasos foi alterada (Figura 3),
para minimizar possiveis efeitos ambientais na sala climatizada, como seja a variacdo da

intensidade luminosa e da temperatura.

Figura 3. Esquema simplificado da movimentac&o dos vasos na sala climatizada (Created with BioRender.com).

Com o objetivo de avaliar o efeito da FWU nas plantas, foram estabelecidos trés tratamentos
de modo a induzir diferentes niveis de disponibilidade de agua:

e W, well watered, “controlo”, plantas regadas a capacidade de campo, trés vezes por
semana com uma dotacao fixa de 120 ml.

e D, drought, “tratamento de seca”, plantas regadas a cada duas semanas com uma
dotacao fixa de 120 ml.

e S, sprayed, “tratamento de seca e pulverizado”, plantas regadas a cada duas
semanas com uma dotagéo fixa de 120 ml (como no tratamento D), e pulverizadas
com agua destilada (na quantidade necessaria a molhar todas as folhas da planta) trés
vezes por semana, durante as primeiras horas da manh@, para simular o orvalho ou
pequenos eventos de precipitacdo. Durante as pulverizagbes, para evitar o
escorrimento e a queda de gotas para o substrato, a superficie dos vasos foi selada

com uma saia impermeavel (Figura 4).
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Figura 4. Pulverizacao das plantas do tratamento Sprayed (S) (Fonte: Autor).

Os tratamentos foram impostos durante, aproximadamente, 5 meses (entre 08/09/2022 e
26/01/2023), para simular uma seca de veréo prolongada

2.3 Determinacao da dotacdo de rega

A dotacdo de rega foi previamente determinada, em funcdo da perda de &gua por
evapotranspiracdo. Assim, antes do inicio do ensaio propriamente dito, todas as plantas foram
regadas abundantemente, deixando-se drenar o excesso de agua por varias horas. De
seguida, os vasos foram pesados, cuja massa corresponde a quantidade maxima de agua
disponivel para as plantas no substrato (CC, massa a capacidade de campo). O mesmo
procedimento foi repetido nos dias seguintes, ou seja, os vasos foram pesados (depois de um
dia de evapotranspiracdo nas condi¢bes da estufa), seguido de rega abundante, drenagem
da 4gua em excesso e novamente pesados. Desta forma foi possivel determinar a dotagéo
de rega necesséria para manter as plantas do tratamento W a capacidade de campo, ou seja,
bem hidratadas. O valor obtido foi 360 ml, por semana, que corresponde a diferenca entre a
massa a CC e a massa depois de um dia de evapotranspiragdo multiplicada pelos 7 dias da
semana. Nos restantes tratamentos optou-se por aplicar a dotacdo de 120 ml a cada duas

semanas, para induzir gradualmente o stresse hidrico.

Com o intuito de aferir a quantidade de agua disponivel para as plantas de cada tratamento e
proveniéncia, ao longo do ensaio, todos os vasos foram pesados regularmente e foi estimada
a deplecéo de agua em relagcédo a capacidade de campo. Assim, a deplecdo de agua, em %,

foi calculada através da diferenca da massa dos vasos em condi¢cdes de CC e da massa

cC—m
cc

de cada tratamento permitiu-nos validar a manipulacdo hidrica: mostrar que os tratamentos

registada (m) em determinado dia do ensaio % 100). A curva que corresponde a deplegao

Sprayed e Drought foram sujeitos a mesma dotacao de rega (no substrato), e que o tratamento

Well Watered esteve sempre proximo da CC.
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2.4 Avaliacao do crescimento e mortalidade

O crescimento foi avaliado em termos de didmetro e altura das plantas, no inicio e no fim do
ensaio. O diametro foi medido cruzado na base do caule, em mm, com uma craveira digital
(modelo 222855, Parkside, Alemanha), resultando na média das duas medi¢des. A altura foi
medida desde a base do caule até ao 4pice, em cm, com uma régua rigida desdobravel de

precisao milimétrica.

A variacdo do diametro do caule e da altura das plantas foi calculada através da diferenca
entre os valores medidos no inicio e no fim do ensaio, porém, as medi¢6es no final do ensaio

apenas foram feitas nas plantas que nao tinham secado (n=133).

A mortalidade foi considerada através da identificacdo das plantas que demonstraram a

totalidade da parte aérea seca.
2.5 Avaliacao do estado hidrico das plantas

A medicdo do potencial de adgua no xilema das folhas resulta da assungéo de que a tenséo
da seiva xilémica pode ser medida registando a presséao de equilibrio entre a pressao da folha
e a pressao de uma camara pressurizada (Scholander et al., 1965). No momento da medigéo,
se o potencial osmdético no xilema for negligenciavel, existe um equilibrio entre a tensdo no
xilema e o potencial de 4gua no apoplasto e no simplasto, ou seja, com a folha (Wiear) (Tyree

& Zimmermann, 2002).

A cada duas semanas, durante o ensaio, foi medido o potencial hidrico foliar, ao amanhecer
(predawn leaf water potential, Wpq) € a0 meio-dia solar (midday leaf water potential, Ymad), para
monitorizar o estado hidrico das plantas nos diferentes tratamentos. O procedimento consistiu
no destaque de uma folha pelo peciolo, com recurso a uma lamina, para que, poucos
segundos depois, o potencial da folha seja medido. A medicéo foi feita com recurso a uma
camara de presséao do tipo Scholander (PMS 1000, PMS Instruments Co., EUA). A amostra
aleatdria consistiu em 5 plantas de cada tratamento (3) por proveniéncia (2), que resulta numa

amostra de 30 plantas (5 x 3 x 2) por data.
2.6 Medicao da absorcéo de agua pelas folhas (FWU)

A medicdo da FWU foi feita sempre que a média aritmética do Weq variou -0.5 MPa em
qgualquer um dos tratamentos de seca (Sprayed; Drought), que resultou numa amostra total
de 450 folhas (12 datas de medig&o).

A gquantificagdo da FWU foi feita nessas mesmas folhas (30 folhas por data), de acordo com

o protocolo desenvolvido por Limm et al. (2009) e descrito noutros estudos (Binks et al.,2019;
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Schreel et al., 2019; Cavallaro et al., 2020), que consiste na combinacdo das medicfes do
potencial hidrico foliar e da massa das folhas, antes (¥ e LM;, respectivamente) e apos (V: e
LM, respectivamente) da submersdo das folhas em agua, durante trés horas, no escuro, e
garantindo que o peciolo fica completamente isolado e ndo submerso. A absorcao foliar ocorre

guando, simultaneamente, a massa (LM) e o potencial da folha (‘\¥) aumentam.
Assim, s&o calculadas:
e acapacidade de absorcéo foliar:

FWUcap = (LM — LM)/A [3]

e a contribuicdo da FWU para o estado hidrico da folha:
A¥Y=¥%-¥ [4]
Em que, A é a area foliar da folha destacada, em cm?.

Logo apos a medicdo do potencial da folha e da pesagem, cada folha foi colocada submersa

€ em camara escura.

De modo a prevenir a entrada de agua pelo peciolo e a garantir a correta posicdo de
submergéncia da folha, este foi inserido numa bola de massa adesiva, a base de poliuretano

(Bostik), com 2-4 mm de diametro, e posteriormente colada ao frasco (Figura 5).

- -
o -
Figura 5. Folha destacada com o peciolo ndo submerso e inserido em massa aderente (Fonte: o Autor).

O contelido em agua das folhas, RWC (relative water content), aguando do seu destaque, foi
calculado em todas as 30 folhas em cada data de medicdo. A massa das folhas foi registada
imediatamente ap0s sua colheita e corresponde ao LM; (massa da folha inicial). O peso
turgido, TW (turgid weight), da folha € medido apos 4 h de reidratacdo em agua destilada.
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Apbs completa desidratacdo, através de 48 h em estufa (60 °C), as folhas foram pesadas
novamente obtendo-se o peso seco (dry weight, DW). Deste modo o RWC; foi calculado

usando a seguinte formula Pieczynski et al., 2013):

RWCi = LMi—-DW

x 100 5]

Através do valor da massa das folhas apés submerséo parcial, LM, é possivel calcular o
RWC:, ou o conteado em agua da folha apés FWU, por forma a quantificar o ganho relativo

em 4gua que sucede a entrada de agua pelas folhas (A RWC = RWC;-RWC)).

Assim sendo:

LMg—DW
TW-DW

RWC; = x 100 [6]

2.7 Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados consistiu numa analise de variancia (ANOVA) a 2 fatores
(tratamento e proveniéncia), para cada data de medig&o, por forma a identificar os efeitos dos
fatores no potencial hidrico foliar de madrugada e do meio-dia dos tratamentos (Weq , ¥md),
bem como no crescimento (altura e didmetro). Os dados foram transformados para In, quando
necessario, de modo a cumprir os pressupostos da ANOVA, nomeadamente distribuicdo

normal e igualdade das variancias.

Para avaliar se a capacidade de absor¢cdo de agua pelas folhas (FWUcap) diferia entre
tratamentos e proveniéncias, o Wi foi agrupado por classes (=-2; ]-2,-1.50]; ]-1.50,-1.25]; ]-
1.25,-1]; ]-1,-0.75]; [-0.75,-0.5[; ]-0.5,-0.25] MPa), calculadas as respetivas médias da
capacidade de absorcdo de 4gua pelas folhas (FWUcap) € analisadas as relagdes lineares
entre as classes de ¥ e a FWUcap. Também foram comparadas, através de ANOVA a um
fator, a FWUcap entre proveniéncias. Outras variaveis como o ARWC e o AY foram descritas

para inferir sobre o efeito da FWU no estado hidrico das folhas.

Adicionalmente, analisou-se a relagéo entre o W,q € 0 Wma, por forma a identificar diferengas

no uso da agua das plantas de cada tratamento e de cada proveniéncia.

O tratamento de dados foi realizado com o software SigmaPlot versao 13.0 (Systat Software
Inc., EUA). Considerou-se um nivel de significancia de 5%. Os resultados sédo apresentados

sob forma da média + erro padrdo da média (EP).
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3. Resultados

3.1 Mortalidade e crescimento

No dia 27/01/2023 tinham secado 17 plantas. Como a figura 6 indica, o tratamento que revelou
menor sobrevivéncia foi o tratamento D. Deste tratamento, a menor taxa de sobrevivéncia foi
observada no grupo das plantas da Companhia das Lezirias (52% sobrevivéncia). Apenas
uma planta do tratamento S secou, pertencente ao grupo da Companhia das Lezirias (96%
de sobrevivéncia). Nenhuma planta do tratamento W secou, pelo que em ambas as
proveniéncias a taxa de sobrevivéncia foi 100%. De entre as plantas de Vila Vicosa somente
plantas do tratamento D secaram (84% de sobrevivéncia). Em suma, as plantas da
Companhia das Lezirias revelaram muito menor resisténcia a falta de agua imposta e o
tratamento D foi 0 que provocou mais mortalidade.

100

80 A

60 -

40 A

Sobrevivéncia (%)

20 A

BN CL-W
/I cLs
/i cLb
I VVV-W
B vV-S
I \/V-D

Figura 6. Percentagem de plantas que sobreviveram por tratamento, em cada proveniéncia, até ao final do ensaio (27/01/2023).

A figura 7 indica o crescimento das plantas de cada tratamento e proveniéncia, quanto ao
crescimento do didmetro do caule e a altura das plantas no periodo entre 05/09/2022 e
27/01/2023. No inicio do ensaio néo se identificaram diferencas significativas nestas variaveis
entre as proveniéncias e tratamentos.
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As plantas da Companhia das Lezirias apresentaram maior crescimento do diametro do caule
(Figura 6, p = 0,009), comparativamente com as plantas de Vila Vigosa, que se deveu,
sobretudo, as plantas dos tratamentos W e D, as quais diferem significativamente do

tratamento S (p = 0,015 e p =0,005; respetivamente).

Quanto a variacao da altura das plantas no periodo do ensaio, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre as proveniéncias nem entre os tratamentos. Contudo, em
ambas as proveniéncias, as plantas do tratamento W foram as que cresceram mais em altura

seguidas pelo tratamento S.
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0,00 0,0

Variagéo do didmetro do caule (mm)
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Figura 7. Variacdo do diametro do caule (esquerda), em mm, e da altura das plantas (direita), em cm, entre 05/09/2022 e
27/01/2023. Os valores apresentados correspondem a média + EP por tratamento e proveniéncia. As letras minisculas e
mailsculas indicam grupos com a média estatisticamente diferente quanto ao tratamento e quanto a proveniéncia,

respetivamente.

3.2 Potencial hidrico foliar de madrugada (Wpa)

Na primeira data de medicdo (08/09/2022), os valores do potencial hidrico foliar de madrugada
(Wpd) encontravam-se equiparados entre os tratamentos (Figura 8). No entanto, encontraram-
se diferencas estatisticamente significativas entre as proveniéncias (p = 0,031), tendo-se
observado valores de ¥,q mais negativos na CL do que em VV (-0,41 + 0,03 MPa e -0,33 £

0,02 MPa, respetivamente).

A 23/09/2022, o W,q dos tratamentos bem como das proveniéncias eram semelhantes (p >

0.05), compreendidos entre -0,40 e -0,48 MPa, demonstrando que a disponibilidade hidrica
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no substrato entre os tratamentos nao era divergente. Como a Figura 9 indica, a deplecéo de
agua dos tratamentos S e D ainda ndo era muito superior comparativamente ao tratamento

W, sendo esta a afericdo da quantidade relativa de Agua nos vasos.

Na data de medicdo seguinte (06/10/2022), manteve-se a tendéncia de os valores do YWy
entre os tratamentos serem semelhantes, ndo obstante a deplecdo de 4gua dos vasos do
tratamento S e D ser expressamente superior a deplecdo dos vasos do tratamento W
(controlo) (deplecdo S e D: 21%; deplecdo W: 9%). Notar que as plantas da Companhia das
Lezirias se encontravam a Wpq significativamente inferiores comparativamente com as de Vila

Vicosa (p = 0,043) (¥pu cLy= -0,66 + 0,06 MPa; Wps )= -0,52 + 0,04 MPa).

Potencial hidrico foliar de madrugada (MPa)

-3,5 T T T T T T T T
8 set 23 set 6 out 13 out 28 out 11 nov 28 nov 26 jan

N CL-W
/ cL-s
/1 cLD
N VV-W
BN VV-S
I VV-D

Figura 8. Evolugdo do potencial de hidrico de madrugada, W4, das plantas de sobreiro de cada tratamento e proveniéncia
durante o periodo compreendido entre 08/09/2022 e 26/01/2023. Os valores apresentados correspondem a média + EP das 5
folhas amostradas por tratamento e proveniéncia, em cada data de medigdo. As letras minlsculas e mailsculas indicam grupos

com a média estatisticamente diferentes quanto ao tratamento e quanto a proveniéncia, respetivamente.
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A 13/10/2022 nao se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos
e proveniéncias, contudo, o W4 das plantas da Companhia das Lezirias no tratamento D era

0 mais negativo (Wpd cL x o= -1,09 = 0,45 MPa), contrastando com 0s restantes grupos que

tinham valores compreendidos entre -0,39 + 0,05 e -0,55 £ 0,03 MPa.

A 28/10/2023 o potencial de madrugada das plantas no tratamento D era o mais negativo e
significativamente inferior ao das plantas do tratamento W (p = 0,030) (Wpdw)= -0,62 £ 0,08
MPa; Wpas)= -0,72 = 0,09 MPa; Ypap)= -0,86 = 0,04 MPa). Nesta data do ensaio, a deple¢céo
de &gua dos vasos dos tratamentos S e D encontrava-se, aproximadamente, a 25% da

capacidade de campo, hdo muito longe dos valores maximos registados.

Evolucao da perda de agua dos vasos em relagao a capacidade de campo
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Figura 9. Deplecédo de agua, em %, em relagdo a capacidade de campo (CC) da quantidade de agua dos vasos de cada
tratamento.

Na data de medigéo de 11/11/2022, novamente é o tratamento D a diferir significativamente
do controlo (W) (p = 0,031) (Wpd )= -0,78 = 0,09 MPa; Y4 w)= -0,48 + 0,04 MPa), pelo que,

tal como se verificou na data anterior, o tratamento D demonstrou os valores médios de
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potencial hidrico de madrugada mais baixos (Wpd (s)= -0,56 + 0,04 MPa). Apesar de tudo, ndo
se identificaram diferencas significativas entre os tratamentos S e D, que a esta data estavam
sujeitos a maior deplecao registada. Quanto as proveniéncias, foi nas plantas da Companhia
das Lezirias, nomeadamente no tratamento D, em que se registaram o0s valores mais

negativos de ¥4, ainda que sem diferencas estatisticamente significativas.

A 28/11/2022 encontraram-se diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos
D e W, nas plantas de Vila Vigosa (p = 0,008), pois 0 Wy« do tratamento D era bem mais
negativo. Adicionalmente, nas plantas de Vila Vigcosa, encontraram-se diferencas
significativas entre os dois tratamentos sujeitos a deple¢éo elevada (p = 0,005), sendo que,
nesta data, identificou-se que o tratamento pulverizado (S) se encontrava em melhor estado
hidrico (W,« mais elevado) comparativamente com o tratamento D e sem diferencas
significativas relativamente ao controlo (W) (Wps w)= -0,51 + 0,04 MPa; Wy (5= -0,71 = 0,20
MPa; Ypa 0)= -1,50 = 0,43 MPa). Exclusivamente entre as proveniéncias ndo se encontraram
diferencas significativas no que diz respeito ao Wpq4, ainda que tenham sido as plantas de Vila

Vicosa a atingir valores mais baixos (no tratamento D).

Na ultima data do presente estudo (26/01/2023), os tratamentos S e D diferiram
significativamente do controlo (W) (p <0,001 e p = 0,024; respetivamente) (WYpd w)= -0,44 +
0,03 MPa; Wud 5= -1,49 £ 0,33 MPa; Yp4 0)= -0,93 £ 0,15 MPa) mas sem que divergissem
significativamente entre eles. As plantas da Companhia das Lezirias atingiram valores de Wpq
significativamente mais baixos (p = 0,046), porém, nesta data, a diferenca entre as
proveniéncias foi principalmente motivada pelas plantas do tratamento S (Wpd (s xcy=-1,81 £
0,46).

3.3 Potencial hidrico foliar do meio-dia (Wmd)

O potencial hidrico foliar do meio-dia (¥mq; Figura 10) exibiu um padrdo semelhante ao W4 a0

longo do estudo, no entanto, com valores mais negativos.

Na data de medicdo de 08/09/2022, o W4 foi semelhante entre tratamentos e proveniéncias,

com valores compreendidos entre -0,86 e -0,71 MPa.

Em 23/09/2022 e 06/10/2022, também n&o se encontraram diferencas estatisticamente
significativas entre proveniéncias nem tratamentos. Todavia, nestas datas, os valores do Wmqg
desceram ligeiramente, para valores em torno de -1 MPa (Wma=-1,05 + 0,05 MPa e ¥Ymd= -
1,00 £ 0,05 MPa, média global em 23/09/2022 e 06/10/2022, respetivamente).
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Na seguinte data de medicdo (13/10/2022), verificou-se uma descida do Wnq das plantas da
Companhia das Lezirias no tratamento D (Wmd (cL x 0= -1,88 £ 0,44 MPa). Contudo, ndo se

observaram diferencas estatisticamente significativas entre proveniéncias nem tratamentos.
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Potencial hidrico foliar do meio-dia (MPa)
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Figura 10. Evolucao do potencial de hidrico do meio-dia, Wn4, das plantas de sobreiro de cada tratamento e proveniéncia durante
o periodo compreendido entre 8 de setembro de 2022 e 26 de janeiro de 2023. Os valores apresentados correspondem a média
+ EP das 5 folhas amostradas por tratamento e proveniéncia, em cada data de medi¢&o. As letras minUsculas e maiusculas

indicam grupos com a média estatisticamente diferentes quanto ao tratamento e quanto a proveniéncia, respetivamente.

A 28/10/2022, o ¥ma ndo diferiu significativamente entre proveniéncias e tratamentos.
Contudo, os valores mais negativos de Wmnq foram observados nas plantas do tratamento D,
seguido do tratamento S (Wmda w)=-0,71 + 0,07 MPa; ¥md4 ()= -0,85 £ 0,06 MPa; ¥md4 )= -1,05

+ 0,15 MPa). Nao obstante a deplecdo de agua dos tratamentos jA se encontrar bastante
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elevada (em S e D), a divergéncia dos valores do ¥mq entre o0s tratamentos nao é expressiva

o suficiente por forma a se identificarem diferencas estatisticamente significativas.

A 11/11/2022 verificou-se uma descida nos valores do ¥m¢ em todas as plantas do ensaio
(Wmd wy= -1,21 + 0,09 MPa; Wmd 5= -1,52 £ 0,19 MPa; ¥Ymd o= -1,62 £ 0,20 MPa). Importa
salientar que esta medicdo ocorreu cinco dias ap0s a instalacdo da iluminacao artificial LED,
gue veio a aumentar a radiacdo PAR em toda a estufa. Tal como se verificou na data anterior,
0 Wma Nao diferiu significativamente entre as proveniéncias nem entre tratamentos, apesar de

se terem registado ¥mq Mais negativos no tratamento D.

Pela primeira vez, a 28/11/2022, encontraram-se diferencas significativas no ¥mq entre os
tratamentos. O ¥Ynqg das plantas do tratamento D diferiu significativamente do tratamento W (p
= 0,043), enquanto entre os tratamentos S e D néo se identificaram diferencas (Wma w)= -1,05
10,06 MPa; Wmds)= -1,27 £ 0,21 MPa; ¥md 0)= -1,83 £ 0,30 MPa). O valor médio do Wmq entre
as proveniéncias foi semelhante, porém, verificou-se que as plantas do tratamento D de Vila

Vigosa atingiram ¥mg mais baixos, tendo algumas nesta data excedido os -2 MPa.

Na ultima data de medicdo, 26/01/2023, os tratamentos D e S encontravam-se com valores
de Ynq significativamente inferiores ao controlo (p = 0,016 e P = 0,024; respetivamente) (Pmad
w=-1,21 + 0,10 MPa; Wmd s)= -1,74 £ 0,22 MPa; Y4 0= -1,73 = 0,14 MPa). Apesar de ndo
se verificarem diferengas significativas entre as proveniéncias, o ¥Ym¢ das plantas da
Companhia das Lezirias, nesta data, foi mais negativo que o de Vila Vigosa (Wmd = -1,71

0,18 MPa; ¥ma wv)= -1,40 * 0,08 MPa).
3.4 Wmag em funcéo do Wpq

Os valores do potencial hidrico foliar ao meio-dia apresentaram uma resposta
aproximadamente linear perante as variacdes do potencial hidrico foliar de madrugada (Figura
11). Esta regressao explica cerca de 47% da variabilidade do ¥4, cOmo se verifica através do
R? (Tabela 1).
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Figura 11. Nuvem de pontos do potencial hidrico de madrugada (eixo das abcissas) vs. o potencial hidrico do meio-dia (eixo das

ordenadas), em MPa, e as respetivas reta de regressao.

O valor do Wma que responde a ordenada na origem (A) € considerado o potencial hidrico no
qual a planta atinge o maximo de transpiracdo em condi¢cdes de 4gua abundante (Martinez-
Vilalta et al., 2014). Desta forma, em condi¢Bes de disponibilidade hidrica, a regresséo obtida
com todas as observacdes (proveniéncias e tratamentos) indicia que a transpiracdo maxima
ocorreu quando o Wnq foi em torno de -0,60 MPa. Em condi¢fes de 4gua abundante, as retas
de regressao dos tratamentos S e D tém ordenadas na origem nao muito dispares (Ap= -0,56
MPa; As= -0,63 MPa). O coeficiente de determinagdo do tratamento S é inferior a do
tratamento D (R? 5= 0,42; R? p= 0,55) (Tabela 1).

Na reta do potencial hidrico do meio-dia contra o potencial hidrico de madrugada, o declive

(d) descreve o comportamento mais ou menos iso-hidrico das plantas (Martinez-Vilalta et al.,
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2014). Para a regressao com todos os pontos, o declive da reta € de 0,956 (Tabela 1) e
demonstra a amplitude variacdo da transpiracdo. Comparando os tratamentos que foram
sujeitos a deplecédo de agua elevada (S e D), o tratamento D demonstrou maior variacdo do
Y relativamente ao potencial de 4gua do substrato (que corresponde ao Wpq), OU Seja, maior

amplitude de transpiracédo (ds: 0.820, dp: 1.037) (menor comportamento iso-hidrico).

O valor da ordenada na origem é ligeiramente inferior nas plantas da Companhia das Lezirias

comparativamente com as plantas de Vila Vicosa.

Tabela 1. Parametros das diferentes regressoes lineares resultado do potencial hidrico de madrugada contra o potencial hidrico
do meio- dia, Wma (¥pa), €M que, A, d e R%sdo, respetivamente, o valor do ¥mq no eixo das ordenadas, o declive e o coeficiente

de determinag&o da regressao.

Tratamento A d R?
W -0.863 0.389 0.031
S -0.634 0.820 0.420
D -0.560 1.061 0.549

Proveniéncia

CL -0.645 0.907 0.496
\AY, -0.547 1.037 0.397
Todos os pontos
(Figura 11) 0.601 0.956 0.466
3.5 FWU

A absorcdo de agua pelas folhas ocorreu em toda a gama de potencial hidrico foliar (entre -
0,25 e -4,20 MPa) e em 76% das folhas amostradas (n=450). No que diz respeito a frequéncia
da FWU, estas foram semelhantes entre as proveniéncias, Companhia da Lezirias ou Vila
Vicosa, pelo que aproximadamente 76% das folhas amostradas de cada proveniéncia

realizaram absorcéo de agua pelas folhas.

A figura 12 indica a relacdo entre o potencial hidrico medido nas folhas, logo apés o seu
destaque, e a quantidade de agua incorporada pela via FWU por unidade de area da folha
(FWUcap). O coeficiente de determinacdo desta regresséo (R?) é de 89% (com pontos das
duas proveniéncias), o que significa que esta € a percentagem da variabilidade da FWUcap
gue é explicada através da variacdo do Wear. A reta de regressdo obtida aponta para uma

relacdo linear negativa entre o potencial hidrico da folha e FWU, tal que, quanto mais
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deficitaria em &agua estiver a folha maior sera a quantidade de agua passivel de ser

incorporada pela via foliar.

Os valores da FWUcap das 341 folhas que realizaram absor¢cdo de agua pelas folhas estédo
compreendidos entre 2,27 mg cm? (Max) e 0,06 mg cm2 (Min). O valor médio da FWUcap foi
de 0,66 + 0,02 mg cm™. A ocorréncia de FWU conduziu a um aumento de 5,4 + 0,2% do RWC,
com valores compreendidos entre os 0,5% e os 18,9%. O contributo da FWU para o estado
hidrico das folhas, AY, foi em média 0,44 + 0,02 MPa, podendo chegar aos 3,05 MPa. N&o
foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as proveniéncias
relativamente @ FWUcap (FWUcap wv)= 0,63 £ 0,03 mg cm2;, FWUcap )= 0,70 + 0,03 mg cm"
2),

FWUcaP

1,4

-2)

1,2 A

1,0 A
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Figura 12. Relagédo entre o potencial de dgua da folha, antes da submerséo, ¥;, em MPa, e a absorgéo foliar de agua, FWU, em
mg cm2. As barras horizontais e verticais correspondem, respetivamente, ao erro padréo dos valores do potencial hidrico foliar
e dos valores da FWU de cada classe.

31



4. Discussao

4.1 Mortalidade e crescimento
No decorrer do ensaio, 17 plantas secaram como consequéncia da seca a que foram suijeitas.
Um mecanismo utilizado pelas plantas iso-hidricas para resistir a faléncia hidraulica é a
regulacdo do seu estado hidrico através do fecho dos estomas, no entanto, esta estratégia
pode levar a caréncia de carbono resultando na morte da planta (McDowell et al., 2008). A
morte por faléncia hidraulica per si também pode ocorrer nas espécies iso-hidricas (como o
sobreiro, Haberstroh et al., 2022), sendo que ocorre, usualmente, em arvores gue ja atingiram

a sua altura méxima ou em plantas muito jovens (McDowell et al., 2008).

Desta forma, ndo sabemos se as plantas de sobreiro secaram devido a caréncia de carbono
ou porque o seu sistema hidraulico foi comprometido. Plantas de ambas as proveniéncias
atingiram potenciais hidricos do meio-dia préximos dos valores reportados por Lobo et al.
(2018) por estarem associados ao inicio da propagacdo de embolismos em sobreiro
(compreendidos entre -4,93 e os -2,14 MPa). Como tal, a morte por faléncia hidraulica per si

pode ter ocorrido.

A taxa de sobrevivéncia do tratamento D foi muito inferior & do tratamento S, onde apenas
uma planta secou. Tal facto, demonstra o efeito positivo das pulverizagfes e da folha molhada,
provavelmente através da FWU, na resisténcia ao stresse hidrico e no estado hidrico das
plantas, dado que o tratamento D, quanto ao W4, revelou diferencas estatisticamente
significativas comparativamente com o controlo em muito mais datas de medi¢cdo e muito mais

cedo do que o tratamento S.

As plantas provenientes da Companhia das Lezirias demonstraram ser menos tolerantes a
seca comparativamente com as plantas de Vila Vigosa. Por outro lado, o crescimento do
didmetro do caule das plantas da Companhia das Lezirias durante o ensaio foi
significativamente superior ao das plantas de Vila de Vigcosa. Uma vez que para poderem
crescer, as plantas da Companhia das Lezirias teriam de abrir os estomas e realizar a
fotossintese, a faléncia hidraulica pode ter ocorrido e com mais prevaléncia nesta
proveniéncia. De facto, verificaram-se diferengas entre os potenciais hidricos de madrugada
destas proveniéncias que indicaram que as plantas foram menos conservadoras no uso da

agua.

No que diz respeito aos tratamentos, da mesma forma, apenas se encontraram diferencgas
significativas no crescimento do didmetro do caule. As plantas dos tratamentos W e D
cresceram mais comparativamente com o as plantas do tratamento S. Quanto ao crescimento

em altura das plantas, a diferenca entre os tratamentos néo foi suficiente para exceder a
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variabilidade da amostra, contudo, nas duas proveniéncias o padrdo de variacdo entre os
tratamentos foi similar, verificando-se que as plantas do tratamento W cresceram mais
seguidas do tratamento S. No entanto, sendo o sobreiro uma espécie de crescimento de lento,
nao seria de esperar um crescimento de relevo, e consequentemente, diferencas significativas
entre os tratamentos e proveniéncias terminado um de periodo de 5 meses. Assim sendo, sdo
levantados alguns alertas quanto a interpretacdo destas variaveis, sobretudo, da variacédo

diametro.

As varia¢cOes do diametro do tronco, podem detetar de forma precisa e atempada o stresse
hidrico das plantas, mesmo que este ndo seja acentuado (Fernandez & Cuevas, 2010). Tendo
isto em consideracdo, os dados relativos a variagdo do didmetro num periodo tdo curto de
uma planta de crescimento lento e sujeita a stresse hidrico, devem ser usados com reservas
no que diz respeito ao crescimento da planta. E, ainda, neste estudo, a medicéo final dos
didametros, usando uma craveira digital, ocorreu apenas alguns dias depois de as plantas do
tratamento S terem atingido o pico do stresse hidrico (26/01/2023) (ver Figura 8, ¥pq). Desta
forma, as variacdes do didmetro relacionadas com estado hidrico das plantas podem enviesar
os dados do crescimento e, neste caso em particular, sobrestimar as diferencas encontradas
entre o tratamento S e os restantes. Lembrando que, no inicio do ensaio, foram medidos o
diametro do caule e altura das plantas enquanto estas se encontravam em condi¢des de agua

abundante.
4.2 Potencial hidrico foliar dos tratamentos

O potencial hidrico de madrugada da planta (W,q) € tido como sendo equivalente ao potencial
hidrico do solo (Wsei , Sellin (1999)). Desta forma, 0 Wpqs € um indicador da disponibilidade de

agua no solo/substrato bem como do estado hidrico da planta.

O potencial hidrico de madrugada a 08/09/2022 de todos os tratamentos e proveniéncias era
elevado devido ao facto de todos os vasos terem sido regados a CC no dia 05/09/2022.
Contudo, na primeira data de medicao, as plantas da Companhia das Lezirias encontravam-
se com Yy mais negativos. Uma vez que todas plantas foram regadas abundantemente no
inicio do ensaio (ficando todos os vasos a CC), este facto indica-nos que esta proveniéncia
(CL) transpirou mais, pelo menos, enquanto teria condicfes de dgua abundante, do que as
plantas de Vila Vigosa. A 23/09/2022, ainda que nédo se verificassem diferencas significativas,
0 W,4 das plantas da Companhia das Lezirias manteve-se mais negativo e, na data seguinte
(06/10/2022), o mesmo se sucedeu, mas sendo estatisticamente significativo. A 13/10/2022,
com a deplecdo de agua dos tratamentos S e D ja bem mais elevada do que o controlo (W),
as plantas da Companhia das Lezirias do tratamento D comecaram a evidenciar algum

stresse hidrico. De facto, a média deste grupo demonstrou 0s potenciais hidricos mais
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negativos e abaixo dos -1 MPa. Apesar do valor divergente (e mais negativo) do potencial
hidrico de madrugada das plantas da Companhia das Lezirias do tratamento D
comparativamente com o0s restantes grupos, essa diferenca ndo foi significativa. Contudo,
vem reforcar que as plantas da Companhia das Lezirias foram menos conservadoras no uso
de agua do que as plantas de Vila Vigosa. Além do mais, a demonstracao de stresse hidrico
no tratamento D enquanto o tratamento S se equiparava ao controlo, nesta data, evidenciou

o efeito benéfico da pulverizacdo no estado hidrico das plantas.

A 28/10/2022, o potenciais hidricos do tratamento D em ambas as proveniéncias diferiam
significativamente do controlo (W), sendo no tratamento (D) onde as plantas revelavam maior
stresse hidrico. Tendo em conta que as plantas dos tratamentos S e D se encontravam com
a mesma disponibilidade hidrica no substrato e ambos com deple¢do de agua elevada
(préxima dos valores maximos registados), o facto de as plantas do tratamento S se
encontrarem com Wps semelhantes as plantas do tratamento W, revelou, mais uma vez, o
efeito positivo da pulverizacdo das folhas. Na medicdo seguinte (11/11/2022), novamente
ambas as proveniéncias do tratamento D diferiram significativamente do controlo (com valores
de Wpe proximos de -1 MPa), indicando que, nesta fase, o tratamento S estaria claramente a
ser beneficiado pela pulverizacdo, evitando que as plantas atingissem W, muito baixos,

mesmo com a deplecédo elevada a que estavam sujeitas.

A 28/11/2022 verificou-se uma descida do W,q das plantas de Vila Vigosa do tratamento S,
que desceram a valores além de -1 MPa. No entanto, o tratamento estatistico ndo indicou que
diferencas em relacéo ao controlo (W). Por outro lado, foram as plantas de Vila Vigosa do
tratamento D que diferiam estatisticamente do controlo, pois atingiram potenciais muito
negativos (<-2 MPa) associados a perda de condutancia hidraulica em sobreiro (Lobo et al.,
2018). Além do mais, os tratamentos D e S, nas plantas de Vila Vicosa, diferiram entre si de

forma significativa, estando o tratamento S em melhor estado hidrico.

Na ultima data de medicao (26/01/2023), o tratamento S e o tratamento D indicaram diferencas
significativas comparativamente com o controlo. O tratamento S atingiu os valores de Wpq4 mais
negativos e, pela primeira vez, significativamente diferentes do controlo, seguido pelo
tratamento D. Quanto as proveniéncias, as plantas da Companhia das Lezirias atingiram os
valores significativamente mais baixos de W,¢ comparativamente com as plantas de Vila

Vigosa.

Nesta Ultima data de medig&o, verificou-se pela primeira vez a evidéncia que as plantas do
tratamento pulverizado (S) estariam em stresse hidrico elevado, tal como as plantas do
tratamento D. Ora, uma vez que foi verificado a 28/10/2022, e em todas as datas que se

sucederam, que o tratamento D atingia os potenciais hidricos de madrugada mais negativos,
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contrastando de forma evidente com o controlo (W) e sé a 26/01/2023 se verifica 0 mesmo
para as plantas pulverizadas (S), torna-se evidente o efeito das pulveriza¢des no atraso da

progressao do stresse hidrico das plantas quando foram sujeitas a seca.

Os eventos que molham exclusivamente as folhas podem melhorar o estado hidrico da planta,
como consequéncia da FWU e da supresséo da transpiracédo (Dawson & Goldsmith, 2018).
Dado que as pulverizacdes foram feitas nas primeiras horas da manh4, altura em que ocorre
a abertura dos estomas, um dos efeitos motivados pela folha molhada teré sido provavelmente
a supressdao da transpiracdo, com a consequente limitagdo da fotossintese. Dados das trocas

gasosas serao necessarios para confirmar esta suposicao.

O potencial hidrico do meio-dia (¥mg) € 0 valor minimo do dia pois é nesta altura que ocorre o
valor maximo da transpiragdo. Como foi dito, 0 Wmq variou ao longo do ensaio com alguma
semelhanca a variagédo do W4 (ver Figuras 8 e 10), mas como era de esperar, com valores
mais negativos. As diferencas do Wps encontradas entre as proveniéncias até 06/10/2022,
altura em que todos os tratamentos estavam sujeitos a pouca deplecdo de agua, ndo foram
tdo evidentes no Wmg. Tendo em conta que a luz artificial sé foi instalada a 07/11/2022, uma
possibilidade que explica estas diferencas mais subtis, € que a luz natural da estufa ndo tenha
sido saturante, causando menos transpiracéo e uma progressao do stresse hidrico mais lenta.
De facto, a 11/11/2022 verificou-se uma descida generalizada do Wmq em todos 0s grupos que

se deveu provavelmente a suplementacéo de luz artificial.

Somente a 28/11/2022 é que se identificaram pela primeira vez diferencas entre os
tratamentos, quando o tratamento D demonstrou Wng Mais negativos que o controlo. E, na

Gltima data (26/01/2023), também o tratamento S foi distinto do controlo.

A auséncia de diferencas significativas no Wmq entre os dois tratamentos sujeitos a deplecdo
de 4gua elevada (S e D), revela que néao foi evidente que as pulverizagbes tenham suprimido
a transpiracao, pelo menos, de forma duradoura e que se refletisse na transpiracéo. Por outro
lado, a ocorréncia antecipada de valores de Wmg mais negativos e distintos do tratamento D
relativamente ao controlo, pois s6 ocorreram mais tarde no tratamento S, vem a reforcar o

efeito positivo das pulverizagoes.

Somente através do Wyee do Wmg, que nos inferem sobre estado hidrico e a transpiracédo das
plantas, respetivamente, ndo é possivel concluir qual dos fenémenos, FWU ou reducéo da
transpiracéo, teve maior impacto no estado hidrico das plantas do tratamento S. No entanto,
conjuntamente com dados de crescimento e de trocas gasosas que nos indiquem, por
exemplo, que as plantas do tratamento S realizaram mais fotossintese que as plantas do

tratamento D, poderiamos inferir que a FWU, ocorreu com peso destacavel devido as
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pulverizacbes, na medida em que agua absorvida pela via foliar tornar-se-ia disponivel para
a fotossintese. No presente estudo, os dados do crescimento revelaram que as plantas da
Companhia das Lezirias cresceram mais em diametro do caule que as plantas de Vila Vicosa
e que os tratamentos W e D, desta proveniéncia, também (comparativamente com as plantas
S). Estes dados poderiam indicar que a melhoria do estado hidrico das plantas S resultou,
sobretudo, da supressdo da transpiracdo causada pelas pulverizacdes com agua destilada
nas folhas. Adverte-se, contudo, as reservas que foram referidas anteriormente quanto a estes
dados do crescimento, relacionadas com a curta duracdo deste ensaio relativamente ao
crescimento lento do sobreiro e a sua interpretacdo sem o auxilio de dados sobre a

fotossintese.

E, ainda, tendo em conta que as plantas foram pulverizadas durante a manhd, e ndo de noite,
€ provavel que a mais rapida evaporacdo da agua das folhas tenha limitado tanto a FWU
como a supressédo da transpiracdo, tornando assim as diferencas no potencial hidricos foliar
entre tratamentos, mais subtis e mais dificeis de detetar no meio da variabilidade de outros
fatores. Apesar disso, verificou-se um efeito benéfico da folha molhada nas plantas do

tratamento S para a manutencédo do seu estado hidrico em condi¢fes de seca.
4.3 Wma em funcéo do Wpqd

O potencial hidrico de madrugada explicou 47% da variagcédo do potencial hidrico do meio-dia
(Figura 11, Tabela 1). A andlise da nuvem de pontos e da regresséo obtida na Figura 11
permite concluir que para valores do Wy superiores a -1 MPa, a dispersdo dos dados aumenta
afastando a regresséao da linearidade. Esta dispersdo é um indicador da estratégia hidrica do
sobreiro em condi¢6es de disponibilidade de agua, pelo que, nestas condicdes, a variabilidade
indicia que a transpiracédo dependerd mais de condi¢gbes como a luz e o défice da presséo de

vapor do que o controlo estomético, tal como constatou Pereira et al. (1987).

O valor do Wmg na origem (A, Tabela 1) da recta de regressdo com todas as plantas
corresponde ao valor maximo da transpiragdo em condic6es de disponibilidade hidrica (-0,601
MPa). O menor valor da ordenada na origem diz respeito a regressao do tratamento W (Tabela
1) (Aw=-0,863, As= -0,634, Ap=-0,560 MPa). Devido a auséncia de limitacdo de agua, este
tratamento teve uma resposta do Wmq¢ muito mais varidvel e muito pouca variacdo do Wpq ,
dando origem a um valor muito baixo do coeficiente de determinacdo (R? w =0,0309),
indicando um menor controlo estomatico e uma resposta maior as condi¢fes da estufa. Por
sua vez, os valores semelhantes da ordenada na origem da regresséo dos tratamentos Se D
ndo demonstraram um efeito evidente da pulverizacdo. Dito de outro modo, a provavel

supressdo da transpiracdo motivada pelas pulverizacbes ndo se refletiu num valor de A

36



notoriamente superior, comparativamente ao tratamento D, que, em Ultima andlise, vem
reforcar que a provavel supressao da transpiracdo teve uma duracdo bastante limitada. Caso
a dgua administrada pelas pulverizacdes tenha sido, em grande parte, incorporada pela via
FWU, esperar-se-ia um valor da A do tratamento D menos negativo do que o tratamento S,
que é o que se verifica, j& que, uma melhoria do estado hidrico da planta, promovida pela
FWU, iria favorecer a abertura dos estomas. No entanto, ndo encontrando diferencas
significativas entre os Wmq dos tratamentos S e D (Figura 10), que foi o que também se
verificou, devido a proximidade entre os dois valores da ordenada na origem e da variabilidade
no Wma explicada pela variabilidade do W« (R?), ndo podemos afirmar que a FWU promoveu
mais trocas gasosas. Ainda assim, como se verificou que 0 W do tratamento D tem uma
relagéo mais forte com o Wpsdo que o tratamento S (Tabela 1), a variabilidade da transpiracao
do tratamento S dependeu mais de outros fatores que nado controlo estomatico (ditado pelo
estado hidrico da planta ou Wpq4). Outro fator que, no caso do tratamento S, em igualdade de
circunstancias com o tratamento D, foi o efeito da folha molhada ou da pulverizacdo (Gnico

fator distinto).

O declive das retas de regressdo do potencial do meio-dia em funcdo do potencial de
madrugada representa a razao entre a condutancia estomatica e a conduténcia hidraulica do
xilema (Martinez-Vilalta et al., 2014). O declive da reta de regressdo do tratamento D foi
superior ao do tratamento S (dp: 1,061, ds: 0,820 MPa) (Tabela 1), o que significa que este
tratamento (D) revelou uma menor perda da condutancia estomatica. Dado que estamos a
comparar parametros de regressdes dentro da mesma espécie, que incluem o mesmo nimero
pontos de cada proveniéncia, podemos afirmar que a tolerancia a perda de condutancia
hidraulica dos dois tratamentos é a mesma e, portanto, o tratamento S demonstrou menor
condutancia estomética, pelo menos, em condi¢bes de disponibilidade hidrica. Acrescentar
gue, essa perda de condutancia estomatica, com agua abundante, pode estar associada a
supressdo da transpiracéo causada pelas pulverizacdes. Ja em condi¢ces de stresse hidrico,
a divergéncia entre os valores dos declives das retas pode significar que um dos tratamentos
experienciou maior perda de condutancia hidraulica. No presente estudo, foi o tratamento D
que, apresentando o maior declive da reta, revelou a maior perda de condutancia hidraulica.
De outra perspetiva, também foi o tratamento D que revelou o maior numero de plantas a
secarem (a taxa de sobrevivéncia mais baixa, 68%) (Figura 6). Sendo assim, conclui-se que
o tratamento D mostrou ser o mais vulneravel a seca, pelo que, de alguma forma, o tratamento

S foi beneficiado pelas pulverizacdes.

Entre as proveniéncias, as retas do Wmq em funcdo do ¥y sdo semelhantes (Tabela 1). O

valor do potencial hidrico na ordenada € ligeiramente inferior nas plantas provenientes da

37



Companhia das Lezirias (Ac.=-0,645 MPa) em comparacdo com o das plantas de Vila Vicosa
(Aw= -0,547), indicando que as plantas de Vila Vicosa serdo mais conservadoras no uso da
agua, em condi¢des de 4gua abundante. Por outro lado, o maior valor do declive da reta das
plantas de Vila Vigosa (dw= 1,037, dc .= 0,907) indicam que, em condi¢des de stresse hidrico,
as plantas de Vila Vigosa atingiram potenciais hidricos mais baixos. O que ndo deixa de ser
interessante, pois, a taxa de sobrevivéncia desta proveniéncia foi muito superior a das plantas
da Companhia das Lezirias (Figura 6). Entdo, evidencia-se que as plantas de Vila Vigosa tém

menor vulnerabilidade a seca.
4.4 FWU

A absorcdo de agua pelas folhas ocorreu nas plantas de sobreiro independentemente da
proveniéncia. Existe uma relacdo linear entre o potencial hidrico da folha (¥;, medido antes
de ser parcialmente submersa), e a quantidade de agua incorporada pela via foliar (Figura
12). Assim, num determinado intervalo de tempo, quanto menor o valor do ¥, maior sera a
quantidade de agua absorvida (FWUcap). A FWUcap variou entre 2,27 e 0,06 mg cm2, e com
os valores médios de 0,66 + 0,02 mg cm™. Limm et al. (2009), utilizando o mesmo protocolo
que neste estudo para determinar a FWU em diferentes espécies, obtiveram valores
coincidentes com o presente estudo (compreendidos entre 2,50 e 0,10 mg cm™). De igual

forma, Schreel et al. (2019), obtiveram valores médios de FWU de 0,52 + 0,13 mg cm™).

A maior dispersdo dos valores da FWUcap relativamente a Wi muito baixos, pode estar
associada a propagacédo de cavitagfes nos vasos condutores da folha. Lobo et al. (2018)
elaborou curvas de vulnerabilidade a cavitacdo em sobreiro e verificou que a entrada de ar no
xilema do sobreiro ocorria entre 0s -4,93 e 0s -2,14 MPa. Ora, a entrada de ar no xilema pode
conduzir a uma subida de pressédo no local do embolismo até a pressao atmosférica (Tyree &
Zimmermann, 2002) e, assim, limitando ou impossibilitando a FWU, que requer um gradiente
de presséo favoravel. Por outro lado, valores de potenciais de agua inferiores a -2 MPa, desde
que ndo motivem a formacdo de embolismos e a sua propagacao na folha, oferecem um
gradiente de press6es muito favoravel a FWU. Da mesma forma, a ocorréncia de embolismos
em parte dos vasos xilémicos da folha pode causar o aumento da variabilidade espacial da
entrada de agua na folha, pois parte da folha tera perdido condutancia hidraulica, enquanto
outra porcdo terd as colunas de agua intactas e um gradiente de potenciais favoraveis a

entrada de agua.

O aumento do RWC no presente estudo (ARWC, 5,4% + 0,2 %), consequéncia da entrada de
agua pelas folhas, é comparavel ao aumento do RWC obtido por Fernandez et al. (2014) (4,7

+ 1,3 %), que molharam as péaginas adaxiais provenientes de ramos de azinheiras. Os
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mesmos autores reportam, associado a esse aumento do RWC, uma subida no ¥ de 0,96 +
0,16 MPa em ramos que se encontravam a —2,47 + 0,10 MPa de potencial hidrico. Neste
estudo, obteve-se uma AY de 1,44 + 0,14 MPa associado a classe < -2 MPa, algo superior ao
valor obtido por estes autores, porém, a média desta classe (¥ -2 mpay= -2,70 = 0,05 MPa)
também é superior aos valores reportados. Desse modo, a discrepancia entre os valores de
RWC pode ser explicada pelas diferencas no Wi da folha entre o estudo, mas também pode

ser um indicativo de que o sobreiro absorve mais 4gua pela via FWU que azinheira.

Em ultima analise, a comprovacao de que o sobreiro realiza FWU e de que a quantidade de
agua incorporada por esta via € maior em funcdo do stresse hidrico da folha, trazem
implicagdes importantes no entendimento da ecologia do montado. Os sobreiros que se
encontram maioritariamente no interior do pais, normalmente sujeitos a maior falta de agua
que agueles nas regides mais préximas do litoral, poderdo depender em maior extensao da
agua incorporada por FWU. Ainda, tendo em conta que as alteragdes climaticas podem vir a
sujeitar também os sobreiros das zonas mais costeiras, como na Companhia das Lezirias, a
cada vez maior falta de 4gua, a FWU podera ser um fendmeno cada vez mais importante na

vitalidade dos sobreiros em toda a extensao de onde este se encontra distribuido.
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5. Conclusao

Com este estudo, pudemos validar que a absorcdo de agua pelas folhas (FWU) ocorre em
sobreiro. A capacidade das folhas em absorver agua dependeu da existéncia de um gradiente
de potencial hidrico favoravel a entrada de agua. O intervalo de valores da FWUcap do
sobreiro, coincide com os valores reportados por outros autores em diversas espécies de
arvores. A melhoria do estado hidrico das folhas de azinheira ap6s FWU, foi comparavel a

obtida neste estudo, em sobreiro, ainda que inferior.

Os tratamentos sujeitos a stresse hidrico, D e S, ndo revelaram diferencas significativas entre
si quanto ao potencial hidrico de madrugada e do meio-dia, com excecao numa data. No
entanto, o stresse hidrico progrediu mais rapidamente no tratamento D do que no tratamento

S, como indicado pelos valores de Wyq.

Em condig6es de stresse hidrico severo, os tratamentos D e S, experienciaram valores de ¥
associados a perda de condutividade hidraulica, mas, as plantas do tratamento D atingiram-
nos bem mais cedo, e com implicacées na sobrevivéncia das plantas, que foi muito inferior

neste tratamento.

Foi interessante notar que, quanto as plantas que secaram, as plantas da Companhia das
Lezirias dominaram este grupo, ndo obstante, das plantas de Vila Vigosa terem atingido Wmd
extremamente baixos, associados ao inicio da propagacdo de embolismos. Constata-se,
entdo, que as plantas de Vila Vigosa possuem um xilema menos vulneravel a propagacao de

embolismos e, portanto, a faléncia hidraulica.

A pulverizagdo beneficiou o estado hidrico das plantas do tratamento S, mas néo é claro,
através dos dados do ensaio, se esse impacto positivo resultou em maior parte da FWU, da

reducdo da transpiracdo, ou de ambos.

As questbes que nos propusemos responder, este estudo concluiu que a FWU, além de ser
um fendmeno que ocorre no sobreiro, € maior quanto maior for stresse hidrico experienciado
pela planta e que a sua contribuicdo atrasa, de forma significativa, a progresséo do stresse
hidrico da planta. Atendendo a relacao entre o stresse hidrico e a FWU, concluimos que a
FWU pode ter uma maior contribuicdo nos sobreiros das regides mais secas do pais. E, num
contexto de alteracdes climéaticas, mesmo nas zonas mais himidas onde os montados estao
distribuidos, é provavel que nesses locais esses montados venham cada vez mais a depender

destes fenOmenos para a manutengao da sua vitalidade.

Este trabalho permitiu dar os primeiros passos no conhecimento e compreensdo da FWU no
sobreiro. Contudo, muitas questbes ficam ainda por responder. Futuramente, seria

interessante conduzir um ensaio semelhante, mas com pulveriza¢gées durante a noite, de
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modo a reduzir o efeito da FWU na transpiracdo e realcar a contribuicdo da FWU para o estado
hidrico das plantas. Da mesma forma dar continuidade ao presente estudo, explorando as
vias de FWU, ou seja, se a FWU ocorre na pagina abaxial e/ou adaxial das folhas e quais as
estruturas envolvidas. Considerar a FWU na reflorestacéo e realcar também a importéancia de
se obterem dados sobre a formacao de orvalho, para permitir o cruzamento com dados de
campo dos inumeros ensaios com espécies Mediterranicas e auxiliar nos inUmeros projetos

de florestacao.
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