Y
NIVERSIDADE GC

E LISBOA AMADEU DIAS
FUNDAGADO

Bolsas Universidade de Lisboa / Fundacdo Amadeu Dias

Edicdo 2010/2011

Relatério de Projecto

Avaliacéo da variagdo sazonal da evapotranspiracdo em diferentes grupos funcionais
gue integram o Montado

Bolseiro(a): Fabio Rodrigues
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

Curso: Licenciatura em Biologia
3° Ano

Tutor(a): Prof.2 Cristina Méaguas






AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar quero agradecer as pessoas que nao estdo aqui mencionadas (por ndo me lembrar
de todas elas, infelizmente) mas que deram um importante contributo no desenvolvimento deste

trabalho.

Quero agradecer ao Dr. Rodrigo Maia do SIIAF, pela paciéncia que teve a analisar todas as amostras
do trabalho e pelo tempo que despendeu a ajudar-me a construir protocolos e a tirar todas as davidas,
por mais chatas que fossem. Aproveito e agradeco a Marta Pimp&o, também do SIIAF que me ajudou
nas minhas primeiras extrac¢oes e deu todas as dicas necessarias para que tudo corresse de forma, v4,

aceitavel!

A todo o grupo de doutorandos, e ndo so, da Universidade de Bielefeld na Alemanha, com os quais
fui vérias vezes ao campo, sempre num espirito de interajuda, nomeadamente a Maren, o Stephan e a
Kathrin.

Quero agradecer a Prof.2 Dra. Margarida Ramos, que mostrou também imensa paciéncia e deu apoio
na construcao do protocolo para a utilizacdo do Psicrometro.

Agradeco também & Angela Pereira, pelo apoio incansavel que prestou durante todo o trabalho que

fui desenvolvendo em termos logisticos.

Finalmente, a minha tutora, a Prof.2 Dra. Cristina Maguas, em primeiro lugar por ter apoiado este
projecto comigo, mas também por ter despertado em mim a paixdo pela ecofisiologia de plantas e
por ter aberto portas a uma area da Biologia que me passava totalmente ao lado, algo que sé os
excelentes educadores e investigadores conseguem fazer; por me ter aberto os olhos a uns
organismos que facilmente escapam a vista mas que sdao de facto extraordinarios do ponto de vista
adaptativo; por ter esclarecido toda e qualquer duvida, por mais parva que fosse, que me surgisse;

por tudo aquilo que ndo me lembro!



Indice

INTRODUCAO
OBJECTIVOS

METODOLOGIA
Local de estudo

1.  Determinagdo das fontes de agua dos diferentes grupos funcionais do montado
Extraccdo de &gua xilémica e nos talos liquénicos
Anilise do 3'°0
Andlise Estatistica

2. Optimizacao do Protocolo para determinagdo do Potencial Hidrico de material vegetal (e determinagéo do
mesmo para as espécies Evernia prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema reticulatum)

Calibragéo

Andlise Estatistica

Rectas de Calibracéo e Factores de Correccédo

Determinag&o do Potencial Hidrico de Liquenes

RESULTADOS

1. Fontes de Agua dos Grupos Funcionais que compdem o montado
Dados climéticos
Anilise do 3'%0
Diferencas entre as diferentes datas de amostragem para Quercus suber
Diferengas entre as espécies de liquenes e entre datas
Comparacdo entre a agua da matéria vegetal e rainwater e groundwater

2. Optimizacao do Protocolo para determinagdo do Potencial Hidrico de material vegetal (e determinacgéo do
mesmo para as espécies Evernia prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema reticulatum)

Calibragdo

Diferengas entre cAmaras

Diferengas Diérias

Determinagdo do Potencial Hidrico dos Liquenes

EXECUCAO FINANCEIRA DE ACORDO COM O PLANO ORCAMENTAL PREVISTO

CONCLUSAO/DISCUSSAO

Fontes de 4gua no montado
Optimizac&o do protocolo para a determinagdo do Potencial Hidrico
Potencial hidrico dos liquenes e curvas de seca

BIBLIOGRAFIA

I

~N O O o1

© O O

10

11

11
11
11
12
12
13

15
15
15
16
16

17
17
18
19

19



Y4
NIVERSIDADE CC

E LISBOA AMADEU DIAS
FUNDAGAGO

Introducao

O montado portugués € um ecossistema de grande valor ao nosso pais. Ndo s6 € uma das maiores
fontes de rendimento econémico para o pais como é também hot spot de biodiversidade de flora e
fauna. Na base de qualquer ecossistema esta a vegetacdo, a fonte primaria de toda a energias que flui
ao longo de todas as restantes cadeias troficas que se seguem. Para estudar um ecossistema como o
Montado, uma primeira aproximacdo envolve o conhecimento de como que a vegetacdo interage
com 0 meio e de que forma se mantém apta a lidar com flutuagbes ambientais, mantendo o

ecossistema vivo.

A agua ¢é um factor, se ndo “o” factor que determina o modo como todas as espécies lidam com o
meio, constituindo uma gigantesca “fonte adaptativa” no sentido de ser uma forga capaz de gerar um
vasto numero de adaptacdes. FlutuacBes na presenca desta substancia fundamental condicionam o
tipo de vegetacdo bem como as adaptacdes que estas hdo-de apresentar. Num montado, as plantas
tém que estar extremamente adaptadas ao tipo de variacdes que caracterizam o clima da P. Ibérica,
Invernos frescos e humidos e Verdes quentes e secos. Assim, face a estas variagoes, as plantas terdo
que ter fontes de 4gua disponiveis durante maior parte do ano para poderem subsistir, desenvolvendo
adaptacdes especificas para as poderem aproveitar. Posto isto, é facil compreender que dentro de
uma mesma comunidade de plantas, as espécies podem diferir substancialmente na forma de
captacdo de agua — por exemplo, na profundidade das suas raizes — e, como tal, no consumo de agua.
Desta forma, a composicdo de espécies num ecossistema pode alterar os padrfes de consumo de dgua
no mesmo (Canadell, et al., 1995; Canadell, et al., 1996; Jackson, et al., 1995; Jackson, et al., 2000).
No entanto, a proveniéncia da agua ou a profundidade a que esta é captada é algo tradicionalmente
dificil de se fazer. Mas com a tecnologia moderna, esta identificacdo torna-se progressivamente mais
simples por meio de andlises de isétopos (de Hidrogénio ou de Oxigénio) quando as fontes de agua
tém assinaturas isotdpicas distintas (Phillips, et al., 2001; Ehleringer, et al., 1992; Dawson, 1993;
Corbin, et al., 2005).

Os is6topos correspondem a formas atémicas diferentes de um dado elemento cuja massa atémica
varia devido a presenca de numeros distintos de neutrdes. Um isétopo pode ser considerado estavel
ou instavel conforme a sua velocidade de decaimento (Criss, 1999), sendo que sdo estes 0s istopos
preferencialmente utilizados nesta area de estudo. Como na raiz ndo ocorre fraccionamento de
is6topos, um processo de separacdo de diferentes espécies de isdtopos segundo diferentes
propriedades quimicas como a massa (White, et al., 1985), a composicéo isotopica da agua xilémica

da planta reflecte a composicao isotdpica da 4gua que a planta recolheu do ecossistema (Dawson, et
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al., 1991; Dawson, 1993; Corbin, et al., 2005; Dawson, et al., 1996). Como a agua do solo
(groundwater) retém uma assinatura isotopica relativamente estavel numa base anual, é possivel
realizar a identificacdo da fonte de agua que existe é responsavel pela recarregamento da
groundwater quer da &gua presente no coberto vegetal, nomeadamente, toalhas freaticas ou dgua da

precipitacdo (Ehleringer, et al., 1991)

Num montado, o apuramento destas fontes de agua pode ser realizado ao nivel de varios grupos
funcionais. A vegetacdo de porte arbdreo sdo essencialmente sobreiros que podem ou ndo ter a
capacidade de recolher 4gua a maiores profundidades que outros grupos funcionais como a
vegetacao herbacea e arbustiva, mais limitadas a presenca de agua nos estratos mais superficiais do
solo. No entanto alguns grupos de plantas, como é o caso das Criptogamicas, ndo estabelecem
necessariamente um continuum entre agua do solo e a atmosfera, podendo satisfazer as suas
necessidades hidricas a partir do vapor de &gua atmosférico apenas. Tendo em conta esta
particularidade, foram estudadas algumas espécies de liquenes no decorrer deste projecto. Estes
organismos sdao exemplos tipicos de simbiose mutualista entre dois ou trés organismos. O dominante
é o fungo ou micobionte, que compde maior parte da biomassa do liquen e que controla um ou dois
fotobiontes — que podem ser algas verdes ou cianobactérias —, em termos de crescimento (Hartard,
2007). Estes podem tomar morfologias variadas e surgiram de forma independente em varias linhas
filogenéticas (Raven, et al., 1992). Nesta associacdo, 0 micobionte fornece agua e nutrientes para o
fotobionte, protegendo-o inclusivamente de excesso de radiacdo, enquanto o fotobionte produz
hidratos de carbono que sdo moveis, como polidis no caso das algas verdes e glucose em ciano-
liquenes, que séo utilizados pelo fungo heterotréfico. Esta associacdo permite, assim, o aumento do
fitness de ambos os elementos presentes na simbiose (Raven, et al., 1992). As espécies de fungos que
compBem as diferentes espécies de liquenes sdo cerca de 13500, sendo do filo Ascomycota e sdo
encontrados cerca de 40 géneros de fotobiontes em associacdo, sendo que os mais frequentes sdo as
de algas verdes Trebouxia, Pseudotrebouxia e Trentepholia para algas verdes e Nostoc para
Cianobactérias, sendo que certos liquenes podem conter quer uma alga verde que uma cianobactéria.
Estes organismos sdo ubiquos, estando presentes em cerca de 8% de toda a superficie continental
terrestre em qualquer tipo de ecossistema, dos quais 0 montado ndo é excepcdo (Hartard, 2007;
Raven, et al., 1992). Como organismos ndo vasculares, ndo tém uma disponibilidade de agua
constante e ndo apresentam nenhuma forma de controlar a perda de agua, tornando-os dependentes
da agua que se encontra disponivel no meio — organismos poiquilohidricos. Desta forma, o seu
préprio metabolismo encontra-se adaptado a disponibilidade de agua, sendo muito reduzido quando

esta se encontra ausente e, quando rehidratado, experimenta um aumento metabdlico acentuado
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(Hartard, 2007). Isto implica que tem que ter capacidade de hidratacdo extremamente elevada, sendo
que esta se encontra predominantemente dependente do fotobionte (Beckett, 1997) e da morfologia
do mesmo (Méguas, et al., 1997). As suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais relativamente
simples conferem-lhes a particularidade de poderem funcionar como excelentes indicadores
ambientais. No entanto ndo se encontram muito presentes em investigacdo ecoldgica e
ecofisioldgica, faltando imenso conhecimento acerca do seu funcionamento e influéncia em termos
bidticos e abidticos num ecossistema. As trocas de dgua compdem uma das muitas interac¢bes que
estes organismos podem realizar com o meio envolvente, mas por ndo terem raizes, ficam
dependentes das trocas que realizam com o vapor da agua da atmosfera (Hartard, 2007). Esta
capacidade de recolher vapor de &gua atmosférica esta, em grande parte, dependente das

propriedades fisicas do organismo, nomeadamente, do seu potencial hidrico (Taiz, et al., 2006).

O potencial hidrico € uma caracteristica, medida em Pascal e que permite explicar a circulacdo de
agua em plantas e que contém varios factores que o influenciam: Concentracdo (Potencial
Osma@tico), Pressdo (Turgescéncia), Altura (Potencial Gravitico), Capilaridade (Potencial de Matriz)
e outros (Taiz, et al., 2006; Hartard, 2007). Assim, o Potencial Hidrico de uma planta resulta da
combinacdo de todos estes factores e sdo as diferencas no potencial hidrico ao longo de vérios
compartimentos da planta que permitem o movimento de agua de forma ordeira. Os valores do
potencial hidrico sdo negativos ou zero, sendo que um potencial hidrico de valor zero ou
relativamente préximo é indicativo da elevada hidratacdo e da baixa necessidade de agua. Por sua
vez, quanto mais negativo for o valor do potencial hidrico, maior é a necessidade de dgua pela planta
— indica que esta encontra-se num estado de desidratacdo tanto maior quanto mais negativo for o
potencial. Esta propriedade pode ser aplicada a uma escala microscopica, permitindo a circulacdo de
agua ao longo do xilema de regides de potencial hidrico menos negativo para outras de potencial
hidrico mais negativo — a regido com potencial hidrico mais negativo exerce uma pressao negativa
que conduz ao fluxo de agua para essa mesma regido (Taiz, et al., 2006). No caso de liquenes, a
circulacdo de agua € feita desta forma, visto que ndo se desenvolvem estruturas especializadas no
transporte de agua como ocorre em algumas criptogamicas e em plantas superiores (Raven, et al.,
1992). Desta forma, torna-se importante perceber qual a capacidade que um liquen tem de recolher
agua do meio, sob a forma de vapor de agua ou liquida e qual a sua capacidade de equilibrar com o
meio. Embora ndo tenham um sistema de transporte de dgua especializado, tém capacidade de reter
agua ao nivel extracelular, pelo que apresentardo igualmente um valor de potencial hidrico para
diferentes estados de hidratacdo (Hartard, 2007). Tudo isto é concretizado determinando-se o valor

do potencial hidrico destes organismos para diferentes valores de contetdo hidrico.



Y4
NIVERSIDADE CC

E LISBOA AMADEU DIAS
FUNDAGAOD

Objectivos

O principal objectivo do trabalho, tendo por base o conhecimento descrito anteriormente, foi
determinar e quantificar os fluxos de agua no montado, tendo em conta os diferentes grupos
funcionais (arvores e criptogamicas) e a utilizacdo de indicadores ecoldgicos para o vapor de agua

(liquenes). Este objectivo pode ainda ser dividido em:

= |dentificacdo das fontes de agua utilizadas pelos diferentes grupos funcionais e o seu grau de
relevancia e optimizacao da sua determinacéo;

=  Optimizacdo do modelo liquénico como indicador ecoldgico da composicdo isotdpica do
vapor de agua no ecossistema, através da optimizacdo de um protocolo para determinacdo do

potencial hidrico dos mesmos.

Um dos objectivos previstos inicialmente ndo pdde ser realizado devido aos atrasos do projecto e na
chegada de material necessario para cumprir todos 0s objectivos a que me propus. Esse ponto que
falhou correspondia a quantificacdo da evapotranspiracdo dos diferentes grupos funcionais do

ecossistema, por “eddy covariance”.

Metodologia

De uma forma geral, o trabalho desenvolvido pode ser divido em duas componentes distintas: uma
componente corresponde a andlise das fontes de dgua de dois grupos funcionais do ecossistema, um
arbdreo, representado por Quercus suber, e outro liquénico, representado essencialmente por Evernia
prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema reticulatum; a outra componente corresponde a
optimizacdo de um protocolo para a determinagdo do potencial hidrico de material vegetal bem como
a determinacdo do potencial hidrico dos liquenes para a respectiva optimizagdo do modelo.

Local de estudo

1 As amostras foram recolhidas na Herdade da
Machoqueira, uma Herdade Ribatejana encontra-se a 25
km da cidade de Coruche (39° 6' 0.00" N, 8° 22' 1.20" W,
altitude:  79-173 m). A comunidade vegetal &
maioritariamente composta por Quercus suber, que

apresenta maior cobertura, misturado com Q. ilex ssp.

Figura 1 - Fotografia da Herdade da ballota com um sub-coberto composto por algumas

Machoqueira plantas de porte arbustivo (Ulex sp., Cistus sp.),
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apresentando ainda alguns terrenos de pasto com herbaceas anuais e gramineas deciduas. A
temperatura média anual é de 15°C, a precipitacdo média anual é de 600 mm com Verdes muito
secos e quentes e Invernos amenos e hiimidos. E um tipico montado mediterranico com uma candpia
aberta numa paisagem muito homogénea, representando uma zona de baixo impacto ambiental com
algum controlo a nivel silvo pastoril. Como este trabalho integra um conjunto de universidades —
Faculdade de Ciéncias, Instituto Superior de Agronomia e a Universidade de Bielefeld, foi recolhida
informagdo 24/7 durante todo o periodo de amostragem, pelo que tive acesso constante a
informacdes vitais na interpretacdo dos resultados como temperatura, humidade e qualquer outro

factor climatico.
1. Determinacéo das fontes de agua dos diferentes grupos funcionais do montado

Recolha de amostras

As amostras foram recolhidas nos meses de Outubro a Fevereiro. As espécies usadas foram Quercus
suber como elemento arbdéreo e como exemplares liquénicos foram recolhidos exemplares das
espécies Evernia prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema reticulatum. O espaco de tempo para a
recolha de amostras ficou limitado apenas aqueles meses pelo facto de toda a linha de extrac¢do de
agua necessaria so ter ficado terminada e disponivel em Marco. Durante o més de Marco, os dias em
que se tinha planeado a recolha de mais material foram retirados do calendério de execugdo pelos
periodos de chuva que se deram ao longo dos fins-de-semana desse més. A hora de colheita do
material ndo foi sempre a mesma, embora maior parte das amostras tenham sido recolhidas por volta
das 17 horas. Apenas no Ultimo dia de amostragem todo o material vegetal foi recolhido durante a
manhd, por volta das 11 horas. As amostras de Q. suber foram recolhidas de cinco arvores diferentes,
relativamente proximas, através do corte de ramos altos que se encontravam na zona mais voltada
para Sul. De cada arvore eram recolhidos quatro réplicas por cada data de amostragem. As amostras
de liquenes foram recolhidas do tronco de diferentes espécies do género de Quercus da area
circundante. Os meses de amostragem limitaram também o numero de grupos funcionais analisados.
A vegetacdo herbacea e arbustiva s6 surge durante 0 més de Marco apds alguma chuva e com o

tempo a ficar mais quente, voltando a desaparecer durante o Verdo até a Primavera seguinte.

Foi ainda recolhida agua da chuva utilizando recipientes associados a um tubo e a um funil
construidos no laboratdrio e recolheu-se inclusivamente agua da toalha freatica através de um poco
afastado alguns metros do local de amostragem. As amostras de agua recolhidas de ambos os pontos
mencionados foram analisadas do ponto de vista isotdpico para determinar de onde é que a vegetacao

retirava a 4gua de que necessitava.
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As amostras de material vegetal recolhidas eram colocadas em Exetainers® da Labco que
preservavam toda a 4gua contida nos ramos ou nos talos liquenicos. As amostras de agua do subsolo
e de agua da chuva eram armazenadas em frascos proprios. Durante o periodo em que ndo foram

analisadas, as amostras foram conservadas ou hum congelador ou num frigorifico.

Extraccdo de dgua xilémica e nos talos liquénicos

A agua contida nos talos liquénicos e nos ramos de Quercus foi extraida através uma construcéo
especialmente concebida para esse objectivo, uma adaptacdo de uma Linha em Vécuo de Crio-
Extrac¢do criada por Rolf Siegwolf. A &gua extraida dos ramos estava predominantemente contida
nos tecidos de transporte da planta, nomeadamente o xilema e floema. No caso dos liquenes, a agua

ndo tem origem especifica pois o grau de organizacao tecidular nestes organismos nao € o mesmo.

A linha de extraccdo funciona tendo por base a ocorréncia de vacuo e um gradiente térmico para
permitir uma eficiente extraccdo da dgua contida no material e a sua recuperacdo. Em termos gerais,
essa linha de montagem é composta por 4 unidades de extrac¢do, cada uma com capacidade para 5
amostras. Estas 4 unidades tém um sistema de vacuo proprio, gerado por uma bomba apropriada e
essas unidades, durante todo o periodo de extrac¢do, que demora cerca de 90 minutos, tem que
permanecer em vacuo constante. As amostras vegetais sdo entdo colocadas em tubos simples e estes
sdo, por sua vez, colocados num banho com agua a 80°C. Estes tubos encontram-se, por sua vez,
associados em continuidade com tubos em “U” colocados num recipiente com Azoto Liquido. Este
sistema permite que, em vacuo, a agua evapore do material vegetal que esta no banho a 80°C e que
condense quando chega aos tubos em “U”. Todos os procedimentos e cuidados a ter durante a
extraccdo encontram-se descritos no protocolo em anexo, construidos com a ajuda do Dr. Rodrigo
Maia do SIIAF da Faculdade de Ciéncias.

Como esta linha era altamente requisitada por outros membros da Faculdade, o numero de
amostragens teve que ser reduzido para aqueles meses apenas, caso contrario ter-se-ia acumulado
uma muitas amostras e ndo teria sido possivel realizar todas as extraccdes e as respectivas analises
isotopicas. Para além disso, houve ainda alguns atrasos na recepcao materiais necessarios para que se

pudesse efectuar a experiéncia.

Anélise do %0

As analises da composicéo isotépica do oxigénio (5'0) nas amostras de 4gua recolhidas foram todas
levadas a cabo pelo Dr. Rodrigo Maia no SIIAF da Faculdade de Ciéncias. Essa determinacdo foi
realizada através de Espectrometria de Massa de Razdo Isotopica (IRMS). Este método de analise

tem por base a separacdo de atomos carregados e de moléculas com base na sua massa e no seu

6
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movimento através de campos magneticos e/ou eléctricos (Hoefs, 2004). Usam-se fluxos gasosos,
iGnicos e eléctricos para permitir a formacao de um fluxo da amostra ao longo de um campo eléctrico
e magnético. Com base nestes fluxos, os constituintes atdbmicos/moleculares de um composto séo
separados conforme a respectiva relagdo massa/carga e deflectidos em trajectérias circulares quando
passam pelo campo magnético. Esta analise so pode ser realizada quando a quantidade de agua total
que se extrai do material vegetal é superior a 100 uL, sendo que os valores obtidos sdo mais fiaveis a
partir de 200 pL.

Analise Estatistica

A determinacdo das diferencas entre os valores de 5'20 das diferentes amostras que recolhi foi feita
atraves do programa de analise estatistica IBM® SPSS® Statistics 19.0. O primeiro passo foi testar
se as amostras eram normais e homocedasticas, realizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov e de
Levene, respectivamente. Caso nao fossem homocedasticas e/ou normais, prosseguia-se com a
realizacdo de testes ndo paramétricos para determinar diferencas nos valores médios obtidos,
nomeadamente teste Kruskal-Wallis para determinar se havia ou ndo diferencas entre as diferentes
espécies de liquenes e entre as diferentes datas de amostragem bem como para as diferentes datas de
amostragem para arvores. Caso houvessem diferencas, comparava-se cada situacdo com outra
através do teste Mann-Whitney. No caso de as amostras serem homocedasticas e normais,
realizavam-se testes paramétricos analogos aos ja mencionados, nomeadamente, ANOVA para
verificar se havia diferencas entre espécies ou datas de amostragem. Se se verificassem diferencas

significativas, recorria-se ao teste T-Student para comparar cada situacao.

Para o caso de Quercus suber, embora tenham sido monitorizadas 5 arvores distintas, assumiu-se que
em termos ecoldgicos ndo ocorreriam diferencas entre estas. Assim, apds a determinacdo da
assinatura isotopica da agua do xilema das diferentes datas todas as amostras foram tratadas como
réplicas para a espécie e ndo para cada arvore. Desta forma determinou-se o valor médio e o
respectivo desvio-padrdo da composicdo em §'80 para cada data e efectuou-se a comparacéo

estatistica da mesma forma.

Feita esta primeira determinacéo, comparam-se entdo os valores obtidos de rainwater e groundwater
com os valores obtidos para a dgua extraida das diferentes espécies, pelo que é de esperar que a
assinatura isotopica da dgua xilémica em Quercus suber seja mais semelhante a da toalha freatica na
auséncia de precipitacdo e que esta se aproxime mais da assinatura da rainwater apds alguma
precipitacdo. No caso dos liquenes, é expectavel que o valor esteja sempre mais proximo do da

rainwater, pois estes recolhnem a agua atmosférica sobre a forma de vapor.
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2. Optimizacao do Protocolo para determinagdo do Potencial Hidrico de material vegetal (e
determinacdo do mesmo para as espécies Evernia prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema

reticulatum)

Para tal utiliza-se um Psicrometro — explicar o mecanismo geral de funcionamento do sistema. Para o
cumprimento deste objectivo, foi utilizado o PSYPRO™ desenvolvido pela Wescor (ver Figura 9
nos Anexos) que se encontra ligado a 8 Camaras C-52™, onde s&o colocados po¢os com as amostras
(ver Figura 10 nos Anexos), de tal forma que se pode fazer a avaliagdo do potencial hidrico de 8
amostras em simultaneo. E de referir que o aparelho foi recentemente adquirido pelo grupo de
Ecologia da Faculdade. O Unico trabalho que se tinha efectuado no aparelho ndo tinha produzido
resultados fiaveis e reprodutiveis por membros do grupo. Assim, fez parte do projecto realizar

algumas calibracOes e alguns testes para verificar se o aparelho estava a funcionar correctamente.

O Psicrometro PSYPRO™ faz a recolha 50 valores em uV especificos durante a avaliagdo do
potencial hidrico. O operador é responsavel por determinar a dimensdo do periodo de amostragem
(Measurement Period), o tempo entre leituras (Read Average) e a duracdo da corrente de
arrefecimento (Cooling Current), sendo que estes dois ultimos parametros estao incluidos no periodo
de amostragem. Conforme as indicagcOes dadas pelo operador, o aparelho faz a amostragem de um
total de 50 pontos inclusivamente no periodo de arrefecimento, sendo que esses pontos sao
apresentados em UV num intervalo de 10 segundos. O valor do potencial hidrico da amostra que é
fornecido pelo aparelho resulta da média do conjunto de valores obtidos fora do periodo de
arrefecimento que sdo depois convertidos de pV em MPa. No decorrer do trabalho recolheram-se
quer os 50 pontos registados pelo aparelho quer os valores de Potencial e, por questdes de
simplicidade de anélise, foram utilizados somente os valores de potencial hidrico para realizar

analise estatistica.

Os valores registados por cada camara, segundo 0 que consta nas instrucdes fornecidas pelo
distribuidor, variam de camara para camara. Desta forma procedeu-se a construcdo de rectas de
calibracdo para obter factores de correccdo especificos para cada camara e a analise da variacdo nas

medicOes entre camaras e entre datas.

Calibracéao

Foram usadas 3 soluc@es standard fornecidas pela empresa, bem como discos de papel de filtro com
a mesma origem. Cada uma das solugdes tinha potenciais hidricos diferentes, nomeadamente, -0,25
MPa, -0,725 MPa e -2,5 MPa. Todo o protocolo desenvolvido para a calibracdo e para

manuseamento do aparelho e do respectivo software encontra-se em anexo.
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Para testar o correcto funcionamento de cada uma das camaras foram realizadas 3 medicfes para a
mesma solucdo num dia, repetindo-se 0 mesmo procedimento para outros dias — 3 dias, 3 vezes por

dia, 9 medidas de potencial hidrico para cada solucéo.

Analise Estatistica

Obtidos os valores de potencial hidrico e das curvas de registo dos pontos medidos pelo aparelho,
procedeu-se a realizacdo de varios testes estatisticos com o intuito de demonstrar de verificar a
consisténcia das medidas e possiveis factores de constrangimento nas medigdes. Os testes efectuados

foram:

= Diferencas entre camaras para cada solucédo de calibracdo. Esta era determinada para cada dia
de forma independente, pelo que foram realizados testes estatisticos para cada um dias de forma a
determinar se estes eram homocedasticos e normais. De seguida dentro de cada dia, foram analisadas
as diferencas entre as diferentes camaras

= Diferencas entre dias para cada valor de Potencial Hidrico e para cada camara. Para este
passo os testes foram realizados de forma independente para cada camara de forma a averiguar se,
para cada cdmara, ocorriam ou nao diferencas diarias. Este teste foi necessario devido a suspeita de
alguma susceptibilidade a flutuacbes ambientais diarias — 0 que ndo seria expectavel para as cdmaras
considerando que estas sdo bons isoladores.

Todas estas analises foram feitas utilizando o IBM® SPSS® Statistics 19.0. A logica dos testes
utilizados manteve-se que na andlise estatistica da composicao isotdpica da agua dos talos liquénicos
e dos ramos. As diferencgas entre camaras e entre datas para cada solugdo podem depois ser cruzadas
para inferir sobre qual o grau de consisténcia dos valores registados pelo aparelho e por cada camara

para diferentes valores de potencial hidrico.

Rectas de Calibracédo e Factores de Correccao

Os diferentes valores que foram registados em MPa foram depois utilizados na construcdo de rectas
de calibracdo para cada cdmara. Tal é feito criando um gréfico que coloca os valores de potencial
hidrico observados em funcdo dos valores esperados para as 3 solugdes. Constroi-se depois uma
linha de tendéncia e averigua-se a correlacdo entre os pontos e a recta obtida. Se o grau de correlacédo
for bom, utiliza-se o declive dessa recta para determinar o factor da correc¢do da camara. Segundo as
instrucdes fornecidas pelo distribuidor, este factor de correccdo corresponde ao inverso do declive
dessa mesma recta de calibracdo, pelo que esses valores sdo introduzidos no aparelho — via manual

ou via o software fornecido. Assim, os valores registados em bruto pelo aparelho para cada camara
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sdo multiplicados por esse valor de forma a que se obtenha um valor de potencial hidrico mais

proximo da realidade.

Determinacédo do Potencial Hidrico de Liquenes

Para este passo do projecto, foram utilizadas duas espécies de liquenes, Evernia prunastri e Usnea
rubicunda, ambas recolhidas no mesmo local de amostragem. Apo6s a recolha dos liquenes no local
de amostragem procedeu-se a activacdo dos mesmos. Tal é realizado colocando, num tabuleiro
apropriado, um pouco de papel de laboratério humedecido e sdo depois colocadas as amostras de
liqguenes que foram recolhidas no mesmo. Este é depois tapado com um vidro, deixando pequenas
frestas para a renovacao do ar, e colocado na camara de crescimento (com temperatura, humidade e
fotoperiodo 6ptimos para a actividade dos liquenes). Ao fim de algumas horas, os liquenes sao
borrifados com agua e deixados durante mais ou menos 24 horas. Ao fim desse periodo, as amostras
a serem utilizadas sdo pesadas em fresco. Depois, com os factores de correc¢do que foram obtidos
durante a calibracdo, mede-se o potencial hidrico dos mesmos. No primeiro momento de amostragem
os liquenes estardo no seu estado de hidratacdo maximo por terem sido mantidos durante aquele
periodo com presenca de &gua, pelo que é expectavel para este estado o potencial hidrico esteja
proximo de zero e que 0 peso destes seja maior neste primeiro momento devido ao maior contetdo

em agua.

Seguem-se depois varias medicdes do potencial hidrico das amostras de liquenes espacadas ao longo
do tempo com estes expostos ao ar. Os intervalos de tempo em que estes sdo deixados ao ar
permitem que haja alguma desidratacéo e, imediatamente antes da medi¢&o do potencial hidrico, as
amostras eram de novo pesadas. Terminadas as medicdes, os liquenes sdo colocados na estufa
durante 48 horas a 60°C. No fim desse periodo, sdo pesados e determina-se 0 peso seco. Estes
valores de referéncia permitem determinar o conteddo hidrico — € uma medida relativa da quantidade
de agua, assumindo que a diferenca entre o peso fresco (no méximo de hidratacdo) e 0 peso seco
(resultante da desidratacdo na estufa) corresponde a quantidade de dgua maxima que o organismo
pode conter. Constroi-se, seguidamente, uma curva de seca, associando o contetdo hidrico ao

respectivo potencial hidrico medido.
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Resultados

1. Fontes de Agua dos Grupos Funcionais que compdem o montado

Dados climéaticos

Os dados climaticos sdo importantes para que se compreenda as flutuacbes em termos de
precipitacdo e humidade que rondam os dias de amostragem. Desta forma consegue-se aumentar a
certeza relativamente as conclusdes retiradas simplesmente pela analise da composic¢do isotopica da
agua contida no material vegetal recolhido. Na tabela seguinte encontram-se os valores medios de
temperatura, humidade relativa e os valores de precipitacdo nos dias de amostragem. Os graficos que
mostram as flutuacbes na precipitagdo, humidade e temperatura durante todos os meses de

amostragem encontram-se nas Figuras 3, 4 e 5 dos anexos.

Anélise do 680

Tabela 1 - Resultados da analise de 6180 para as diferentes espécies de liquenes e para os sobreiros,
mostrando valores médios e os respectivos desvios-padrbes, bem como os valores da composicéo isotdpica
para dgua do solo e agua da chuva nos respectivos meses de amostragem

Espécies 07-Out 06-Nov 02-Dez 21-Jan 13-Fev
Quercus suber |-4,09+0,48 -3,70+0,87 -4,46+0,32 -531+0,32 -508+1,03
Evernia -257+122 -187+331 -4,50 -1,50
Usnea -4,13+0,65 -4,85+ 3,30 -3,33+0,31
Parmotrema -4,00 -5,64

Rainwater Em falta Em falta -6,56 -5,67 -5,4
Groundwater Em falta -5,37 -5,12 -5,37 -4,80

Os valores que ndo apresentam desvios padrdo devem-se ao facto de resultarem de uma Unica
amostragem. As colheitas feitas durante 0 més de Dezembro de liquenes bem como as de Usnea e
Parmotrema do més de Janeiro ndo continham &gua suficiente para que pudessem ser analisadas,
pelo que ndo existem valores para essas datas. As amostras de rainwater e groudwater relativas ao
més de Outubro extraviaram-se. A amostra de rainwater do més de Novembro ndo foi analisada
devido ao excesso de impurezas. A quantidade total de amostras analisadas para cada espécie, ndo s
entre diferentes datas como mesmo entre arvores distintas ndo foi sempre a mesmas. Tal deve-se a
falhas na técnica de extracgdo que levou a perda de agua das amostras de agua recolhidas do material
vegetal. Para além disso, e como ja foi referido, nem sempre a quantidade de agua recolhida era
suficiente para que se pudesse efectuar a analise (inferior a 100 pL), sendo que esta foi a situacao

mais comum para o caso dos liquenes. Posto este problema, uma tentativa de resolucéo foi eliminar

11
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possiveis réplicas e juntar varias amostras da mesma espécie para que pudesse ser obtido um volume

de agua suficiente para realizar a analise.

Diferencas entre as diferentes datas de amostragem para Quercus suber

Com o resultado do teste de Levene, determinou-se que a amostra era heterocedéstica, pelo que se
procedeu a testes ndo paramétricos. Como resultado do teste Kruskal-Wallis, as diferencas entre
datas deram significativas (P < 0,001), pelo que se procedeu a andlise atraves de teste de Mann —
Whitney.

Tabela 2 - Resultados do teste Mann-Whitney para as diferentes datas de amostragem de Quercus suber (NS —
Né&o Significativo, *** - Significativo)

Q. suber 07-Out 06-Nov 02-Dez 21-Jan 13-Fev
07-Out 0,221 NS | 0,210 NS |<0,001 *** | <0,001 ***
06-Nov 0,042 *** | <0,001 *** | <0,001 ***
02-Dez 0,004 *** | 0,017 ***
21-Jan 0,861 NS
13-Fev

Verifica-se que as diferencas sdo significativas entre os pontos extremos de amostragem,
nomeadamente, entre o primeiro més, o de Outubro, e os Gltimos. J& para esses Ultimos meses de

amostragem, as diferencas deixa de ser significativas.

Diferencas entre as especies de liquenes e entre datas

Relativamente aos liquenes, como se verifica nas Tabelas 3 e 4, quando comparadas as espécies
verifica-se que ndo existem diferencas significativas na composicao isotopica da agua que contém.
Quando comparadas as diferentes datas — cuja analise estatistica foi paramétrica — verifica-se

igualmente a mesma situacéo.

Tabela 3 - Resultados do teste Kruskal-Wallis para comparacgdo das diferentes espécies de liquenes em cada
data

07-Out
0,208 NS

06-Nov 13-Fev
0,251 NS 0,180 NS

Tabela 4 - Resultados da ANOVA para a comparacao das diferentes datas segundo as diferentes
espécies

Usnea Parmotrema

0,678 NS

Evernia
0,806 NS

12
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E de referir que devido as dificuldades ja apontadas nos capitulos anteriores relativamente a
amostragem de liquenes, os dados obtidos ndo tém grande poder estatistico. Relativamente aos
resultados de Parmotrema reticulatum, como o volume de &gua extraido das amostras ndo era
suficiente para realizar analise isotopica, obteve-se apenas um Gnico valor para o '°0 em duas datas

apenas. Devido a insuficiéncia de dados para esta espécie, excluiu-se a analise estatistica

Comparacao entre a 4gua da matéria vegetal e rainwater e groundwater

Para determinar entdo qual a fonte de agua preferencial das diferentes espécies analisadas compara-
se (mais uma vez, atraves de testes estatisticos) a assinatura isotopica da rainwater e da groundwater
com a do material vegetal. Como as amostras do més de Outubro perderam-se, essa comparacao nao
pode ser feita para esse més e, para 0 més de Novembro, apenas se pode comparar a assinatura da
groundwater com a dos diferentes materiais vegetais. Para a comparacdo de todas as espécies
vegetais com a assinatura isotopica das fontes de agua hipotéticas utilizaram-se testes ndo

paramétrico devido a significancia dos testes de Levene.

Tabela 5 - Resultados do teste de Mann-Whitney na comparacgdo a assinatura isotopica das espécies vegetais
recolhidas e as fontes de agua hipotéticas

06-Nov 02-Dez 21-Jan 13-Fev

Quercus Vs Rainwater 0,143 NS | 0,143 NS | 0,77 NS

Quercus Vs Groundwater | 0,099 NS | 0,143 NS | 0,77 NS | 0,143 NS

Evernia Vs Rainwater 0,317 NS | 0,317 NS

Evernia Vs Groundwater 0,180 NS 0,317 NS | 0,317 NS

Usnea Vs Rainwater 0,180 NS

Usnea Vs Groundwater 0,480 NS 0,180 NS
Parmotrema Vs Rainwater

Parmotrema Vs Groundwater |0,317 NS

Verifica-se entdo que ndo se obtiveram assinaturas isotépicas que diferissem significativamente das
fontes de agua hipotéticas. A espécie de liquen Parmotrema reticulatum ndo tem anélise efectuada
para todos os meses, pois, como ja foi referido, o volume de agua extraido da amostra ndo foi
suficiente para se poder determinar a composi¢do isotopica. O mesmo se aplica a algumas datas
relativamente as outras espécies de liquenes. A Figura 2 apresenta a representacdo grafica da
assinatura isotopica das espécies vegetais analisadas (com excepcao de Parmotrema reticulatum para

a qual apenas se obteve um anico valor viavel).
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Figuram aqui os valores médios e respectivos desvios-padrdes da assinatura isotdpica da agua da
precipitacdo e da agua da toalha freatica. Verifica-se que, para Quercus suber, os valores da
assinatura isotopica encaixam-se melhor nos valores médios da assinatura da precipitacéo e da toalha
fredtica nos ultimos meses de amostragem, enquanto que os valores da assinatura isotopica dos
liquenes permanecem muito acima desse valor. No entanto, nos primeiros meses de amostragem, ja
ndo se verifica essa concordancia, estando os valores da assinatura isotopica quer as amostras de
Quercus quer as de liquenes acima do valor da assinatura da precipitacdo e da toalha fretica.
Relativamente as espécies de liquenes, verifica-se que estes mantém-se mais ou menos sempre acima
dos valores médios de rainwater e groundwater, com excepcao da Usnea na amostragem do més de

Novembro.

Especie
M Evernia
,00 M Quercus
[Jusnea

-1,007
-2,00

-3,007 é

-4,00

-5,007

o da Groundwater

-6,00

&8

-7,00 I I

[ I I
07-Out-2010 06-Nov-2010 02-Dez-2010 21-Jan-2011 13-Fev-2011
Data

Figura 2 — Representacdo grafica das médias e respectivos desvios-padrdes do 50 para as diferentes
espécies analisadas nas diferentes datas, representadas pelas caixas de bigodes (os outliers foram removidos
para facilitar a compreensdo do grafico). A média e desvio-padrdo da groundwater encontram-se assinalados
a vermelho com linha preenchida e tracejada, respectivamente. O mesmo se aplica para a médio e desvio-
padrdo da rainwater, a azul. Os pontos azuis nas duas Gltimas datas referem-se aos valores do 8'°0 para
Evernia, que sdo amostras unicas e que, como tal, ndo sdo com média e desvio-padrdo das caixas de bigodes.
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determinacdo do mesmo para as espécies Evernia prunastri, Usnea rubicunda e Parmotrema

reticulatum)

Calibracéao

Os resultados dos valores do potencial hidrico que foram determinados para as solucbes de
calibragao para o Psicrometro PSYPRO™ da Wescor permitiram tracar as rectas de calibracdo para
cada uma das camaras (ver Figura 6 nos Anexos). Estas foram usadas para se obter os declives e 0s
respectivos factores de correccdo para cada camara. E de referir que a camara 7 encontrava-se
avariada e, independentemente da amostra que se colocava nessa camara, obtinha-se sempre o

mesmo valor de Potencial Hidrico —“0,00”.

Tabela 6- Factores de correcg¢@o para as camaras do Psicrometro PSYPRO™ da Wescor obtidos a partir da
determinacdo do inverso do declive das rectas de calibracdo

Camara 1 2 3 4 5 6 8

Factoresde ) 30012 1,208751 1,502855 2,056344 2,007629 1,430206 1497006
Correccao

Estes valores foram entdo depois aplicados directamente no software do aparelho para que se
pudesse determinar os valores de potencial hidrico dos liquenes. Verifica-se desde ja alguma

discrepéncia entre os valores devido as diferencas entre camaras.

Diferencas entre camaras

Nesta analise verifica-se que os dados eram homocedasticos e normais para as trés solucbes nos trés
dias excepto para o terceiro dia na avaliacdo do potencial hidrico da solucéo calibrada para -2,5MPa.
Assim, os dados puderam ser tratados com testes paramétricos — com excepcao do caso ja referido.
Para a solugdo a -0,250 MPa, os resultados da ANOVA indicam que ndo ha diferengas significativas
entre camaras para o primeiro dia (P = 0,078) mas estas ja existem para os outros dois dias (P <
0,001). Foram entéo realizados testes T-Student para estes dois dias (0s resultados encontram-se em
anexo na Tabela 8). Destes resultados, verifica-se que a cdmara 4 € a que apresenta consistentemente
diferencas significativas. Para a solucdo a -0,725 MPa, a ANOVA demonstrou diferencas
significativas entre as cadmaras para todos os dias (P < 0,001) — ver Tabela 9 nos anexos. Os testes
T-Student efectuados seguidamente na comparacdo das cdmaras para cada um dos dias, demonstrou
claramente que as camaras mais diferentes eram a 4 e a 5, ou seja, estas continuavam a apresentar 0s
valores que mais contrastavam com os restantes (Tabela 10 nos anexos). Finalmente, para -2,5 MPa,

quer para os testes paramétricos efectuados para o primeiro e segundo dias, quer para 0S nhao
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paramétricos efectuados para o terceiro dia, o panorama foi diferente — ver Tabelas 11, 12, 13 e 14
nos anexos. Verifica-se aqui que, para este valor de potencial, as cdmaras respondem de forma mais

contrastante, aumentando o numero de diferencas que séo de facto significativas entre elas.

Diferencas Diarias

Para este parametro, os testes efectuados obrigaram a realizacdo de testes ndo paramétricos que
variaram conforme a solucdo que se mediu. Para a solucdo de -0,250 MPa, verifica-se que s6 ha
diferencas significativas para a camara 2 e que os valores mais contrastantes foram encontrados no
terceiro dia (diferenca significativa entre o primeiro e terceiro dia e entre o segundo e terceiro dia,
com P = 0,050). Para a solugdo a -0,725 MPa, ndo se verifica a existéncia de diferencas
significativas entre os valores obtidos para cada dia numa dada camara. Curiosamente, 0 mesmo
padrdo ja ndo ocorre para a solucdo cujo potencial hidrico era de -2,5 MPa. As camaras 4, 5 e 8 ndo
apresentaram diferencas significativas, mas as restantes (1, 2, 3 e 6) tiveram diferencas. Para as
camaras 1 e 2 s6 os resultados do terceiro dia € que foram diferentes. Para as camaras 3 e 6, as
diferencas entre os diferentes dias foi sempre significativa.

Determinacdo do Potencial Hidrico dos Liquenes

Com base nos resultados da anélise estatistica, a determinacao do Potencial Hidrico dos liquenes foi
apenas feita utilizando as camaras 1, 2, 3, 6 e 8, por serem as que menos variavam relativamente ao
valor esperado. Seguindo o protocolo em anexo, foram determinados os valores do potencial hidrico.
No entanto, os valores obtidos ndo permitem construir uma curva de seca correcta, pois ha um
aumento do valor do potencial hidrico para valores proximos de zero para ambas as espécies a meio
das séries de amostragem no caso de Usnea e mais para o final no caso de Evernia. Mesmo assim,
apresento em anexo os resultados obtidos e uma curva de seca apenas para 0s pontos que fazem
sentido — ver Tabelas 15 a 20 e Figuras 7 e 8. Ndo foi possivel repetir estas experiéncias

correctamente devido a falta de tempo e a requisicdo do aparelho por outros investigadores.

Execucdo Financeira de acordo com o Plano Orgamental previsto

Relativamente a este ponto posso afirmar que a execucdo, em termos financeiros ndo seguiu 0
previsto. Tal deve-se essencialmente ao facto de a maioria das idas ao campo de trabalho terem sido
reduzidas pelas razdes ja mencionadas, o0 que levou a uma reducgdo substancial do valor a ser gasto
proposto inicialmente. Com todas as idas ao campo e a estadia durante os meses de campanha seria
expectavel gastar cerca de 1204€, no entanto, embora tenha realizado ainda 5 viagens das quais 2
foram em meses de campanha, o valor total gasto em viagens e estadia passou para 619€, assumindo

que gasto 92€ em viagem, 11€ com a alimentacdo no local e 23€ pela estadia. No entanto, a este

16



Y4
NIVERSIDADE CC

E LISBOA AMADEU DIAS
FUNDAGAGO

valor foi necessario acrescentar um disco rigido externo, pois durante o periodo de analise de dados o
disco rigido do computador em que trabalhava deixou de funcionar. Gastei, desta forma, um total de

718,99€ na execucao deste projecto.

Conclusao/Discussao

Fontes de agua no montado

N&o € possivel, face aos resultados dos testes estatisticos prever de facto qual sera de facto a fonte de
agua para os dois grupos funcionais analisados. No entanto é possivel comparar a assinatura
isotdpica para a groundwater e rainwater com os da matéria vegetal e correlacionar esses valores
com as variacdes na precipitacdo no periodo de amostragem (ver Figura 3 nos Anexos), disponiveis
do més de Dezembro ao més de Fevereiro. O facto de ter havido alguns dias de precipitacdo (entre
29 de Dezembro e 11 de Janeiro) imediatamente antes da amostragem tera sido suficiente para que a
assinatura isotdpica da agua xilémica variasse para valores proximos do valor da precipitagdo (Figura
2). Este resultado indica uma utilizacao desta fonte de dgua por parte dos sobreiros no més de Janeiro
(tal como se vé na Figura 2). Como os niveis de precipitacdo foram menores durante os dias
seguintes, no més de Fevereiro observou-se uma maior variacdo no &0, o que pode ser explicado
pela maior variacdo de utilizacdo de fontes de agua no solo. Esta observacao esta de acordo com
observac0es realizadas por outros autores, onde pode haver um fraccionamento na dgua no solo antes
de ser tomada pela raiz devido a fenomenos de evaporacdo (Dawson and Pate, 1996): Assim a
variagdo neste pardmetro ndo € analitica mas sim biol6gica. Embora ndo existam dados, é possivel
deduzir que antes do dia de amostragem no més de Dezembro a precipitacdo tera levado a
aproximacdo do valor da assinatura isotdpica de Quercus suber ao da rainwater, o que ja ndo ocorre
nos meses de Outubro e Novembro, em que o valor se encontra menos negativo, podendo indicar um
fraccionamento devido a evaporacdo da agua do solo. Embora tenham sido realizadas colheitas de
solo para extraccdo da agua, ndo foi possivel ter essas analises prontas de modo a serem integrados
neste estudo. No caso dos liquenes, seria expectdvel que a sua assinatura isotopica ndo se
aproximasse tao fortemente dos valores de groundwater e rainwater. No entanto, no caso de Usnea,
a aproximacao é maior do que a esperada. Uma possivel explicacdo sera o facto de as amostras ainda
conterem agua proveniente da precipitacdo de dias anteriores — embora tal ainda ndo possa ser
confirmado para o més de Novembro. Uma excelente prova dos liquenes como indicadores
ecoldgicos vem do resultado dos valores da assinatura isotépica de Evernia no més de Janeiro. Nos
restantes meses, os valores de §*°0 séo relativamente elevados mas em Janeiro s&o mais negativos, 0

que pode ser explicado pelo grau de pluviosidade que antecedeu o dia de amostragem. Se,
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provavelmente, a amostragem tivesse sido efectuada uns dias antes, este valor estaria ainda mais
proximo do intervalo de variacdo do 8*°0 da rainwater. Pode-se perceber entéo que os liquenes sdo
bons indicadores ecoldgicos de alteragdes no ecossistema a curto prazo devido a sua simplicidade. Ja
0s sobreiros, devido ao seu grau de complexidade, j& ndo sdo tdo bons modelos na mesma escala
temporal, para além de que s@o espécies muito mais conservadoras no que toca as fontes de agua.
Percebe-se desta forma a importancia que estes pequenos organismos simbiontes podem em estudos
de impacto ambiental e no qudo importante seria melhorar o conhecimento e técnicas de anélise dos
mesmos. O insucesso dos testes estatisticos na determinacdo da origem da &gua que compbe a
matéria vegetal pode ser o produto da insuficiéncia de amostragens. Com uma amostragem mais
eficiente, em termos da quantidade de material disponivel para que se fizessem extraccdes mais
eficientes, talvez se pudessem ter averiguado diferencas. Para além disso, poder-se-ia ter realizado
amostragem do solo mesmo para obter a assinatura isotdpica da dgua que este contém. No caso dos
liquenes, conhecendo agora as dificuldades em termos de extrac¢do de agua do material liquénico,
uma melhor forma de obter melhores e mais assinaturas isotopicas dos mesmos seria através da
colheita de mais amostras e aumentar a quantidade de amostra colhida de cada vez. Para além disso,
a determinacdo da composicdo isotopica da propria estrutura orgénica do liquenes — através da
utilizacdo de moinhos, para desfazer o material, acoplado, mais uma vez, ao IRMS — poderia
complementar os resultados obtidos pela analise da agua extraida do préprio material vegetal e

fornecer mais suporte a possiveis resultados que sejam significativos.
Optimizacgéo do protocolo para a determinacédo do Potencial Hidrico

Com base nos resultados dos testes estatisticos, verifica-se em primeiro lugar, que cada camara
responde, de facto de forma diferente a um determinado valor de potencial hidrico, embora as
diferengas ndo sejam significativas para todas as camaras. Aquelas que de facto sdo mais distintas em
termos dos valores de potencial sdo as camaras 4 e 5. No entanto, embora destoantes do esperado,
essas mesmas camaras sao consistentes nos valores que medem para um dado valor de potencial —
como se verifica na analise das diferencas diarias dos valores medidos para uma dada camara.
Relativamente as outras camaras, € de referir que parece ndo haver nenhum padrdo definido em
termos de diferencas de valores, para além do facto de a cdmara 2 ter produzido valores para o
terceiro dia de amostragem diferentes das dos outros dois dias para duas solu¢bes com potenciais
distintos. De uma forma mais geral verifica-se que para potenciais mais negativos, a consisténcia dos
dados é menor, ou seja, para valores de potencial mais negativos, a fiabilidade dos resultados obtidos

em datas diferentes — considerando que as condi¢des de manuseamento se mantiveram constantes — é
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registados por camaras diferentes aparenta ser maior.
Potencial hidrico dos liguenes e curvas de seca

Este ponto do trabalho ndo foi bem-sucedido. Embora o préprio aparelho tenha algumas
inconsisténcias, o0 aumento subito do potencial hidrico com a concomitante reducdo do contetdo
hidrico ndo faz sentido em termos fisicos e, por conseguinte, bioldgicos. Com a diminuicao do
contetido hidrico espera-se que a capacidade de recolher 4gua do meio por aumento da pressdo
negativa ou potencial hidrico, visto que se da um aumento da concentracdo dos solutos — cria-se uma
driving force que leva ao aumento da capacidade de recolher agua (Taiz, et al., 2006). Assim, a
subita variacdo no potencial hidrico durante o periodo de analise implica que o problema estara nas
leituras ao psicrometro, visto que a pesagem antes da leitura ao psicrometro permite detectar reducdo
do contetdo hidrico. Como o0s pocos onde sdo colocadas as amostras antes de serem colocadas nas
camaras tém que ser lavados, uma possivel explicacdo destes resultados serd uma ma secagem dos
mesmos. Outra questdo pertinente relativamente aos valores medidos é a diferencas nos valores
medidos por diferentes camaras (que corresponde as diferencas entre réplicas num Unico momento
de amostragem) mesmo apo6s a introducao de factores de correcgdo. A razédo disto ndo vem descrita
em nenhuma informacéo fornecida pela companhia. Uma possivel explicacdo adiantada pela Prof.?
Dra. Otilia Correia do Departamento de Ecologia, sera o facto de o aparelho ter sido criado
essencialmente para plantas de interesse agricola e que se encontram, normalmente, bem regadas e
com potenciais hidricos mais préximos de zero, pelo que a inconsisténcia nos valores medidos para
plantas que tém que subsistir em ambientes secos, como € o caso das plantas de um montado, pode
ser maior. Assim, talvez o aparelho ndo seja 0 mais indicado para determinar o potencial hidrico das
plantas silvestres do montado. E de referir que as curvas de seca apresentadas em anexo nas figuras 7

e 8 sdo meramente ilustrativas do que se deveria obter.

Bibliografia

Barnes, CJ e Allison, GB. 1988. Tracing of water movement in the unsaturated zone using stable
isotopes of hydrogen and oxygen. Journal of Hydrology. 1988, pp. 143-176.

Beckett, RP. 1997. Pressure—\VVolume analysis of a range of poikilohydric plants implies the
existence of negative turgor in vegetative cells. Annals of Botany. 1997, pp. 145-152.

Canadell, J. e Zedler, P. 1995. Underground structures of woody plants in Mediterranean
ecosystems of Australia, California and Chile. [autor do livro] M. Fox, M. Kalin e P. Zedler. Ecology
and Biogeography of Mediterranean Ecosystems in Chile, California and Australia. Berlin:
Springer-Verlag, 1995, pp. 177-210.

19



5 K £, ‘
’f; UNIVERSIDADE ( ‘C

< DE LISBOA AMADEU DIAS
FUNDAGAGD

Canadell, J., et al. 1996. Maximum rooting depth of vegetation types at the global scale. Oecologia.
1996, pp. 583-595.

Corbin, J., et al. 2005. Summer water use by California coastal prairie grasses: fog, drought, and
community composition. Oecologia. 2005, pp. 511-521.

Criss, RE. 1999. Principles of Stable Isotope Distribution. New York : Oxford University Press,
1999.

Dawson, T. E. e Ehleringer, J. R. 1991. Streamside trees that do not use stream water. Nature.
1991, pp. 335-337.

Dawson, T. E. e Pate, J. S. 1996. Seasonal water uptake and movement in root systems of australian
phraeatophytic plants of dimorphic root morphology: A stable isotope investigation. Oecologia.
1996, pp. 13-20.

Dawson, T. E.:. 1993. Water sources of plants as determined from xylem-water isotopic
composition: Perpectives on plant competition, distribution and water relations. [autor do livro] J. R.
Ehleringer. Stable isotopes and plant carbon-water relations. San Diego : Academic Press, 1993, pp.
465-496.

Ehleringer, J. R. e Dawson, T. E. 1992. Water-uptake by plants - perspectives from stable isotope
composition. Plant Cell and Environment. 1992, pp. 1073-1082.

Ehleringer, J. R., et al. 1991. Differential utilization of summer rains by desert plants. Oecologia.
1991, pp. 430-434.

Hartard, Britta. 2007. Tese (Doutoramento em Ecologia). Characterization of §*°0 in lichens
during water exchange processes. University of Kaiserslautern, Germany; University of Lisbon,
Portugal : s.n., 2007. p. 164.

Hoefs, Jochen. 2004. Stable Isotope Geochemistry. Berlin, Heidelberg, New York : Springer-Verlag,
2004.

Jackson, P. C., et al. 1995. Partitioning of water-resources among plants of a lowland tropical
forest. Oecologia. 1995, pp. 197-203.

Jackson, R. B., Sperry, J. S. e Dawson, T. E. 2000. Root uptake and transport: using physiological
processes in global predictions. Trends in plant science. 2000, pp. 481-488.

Liu, B, et al. 1995. Water movement in desert soil traced by hydrogen and oxygen isotopes,
chloride, and chlorine-36, southern Arizona. Journal of Hydrology. 1995, pp. 91-110.

Maguas, C, Valladares, F e Brugnoli, E. 1997. Effects of thallus size on morphology and
physiology of foliose lichens: new findings with a new approach. Symbiosis. 1997, pp. 149-164.
Phillips, D. L. e Gregg, J. W. 2001. Uncertainty in source partitioning using stable isotopes.
Oecologia. 2001, Vol. 127, pp. 171-179.

Raven, Peter H., Evert, Ray F. e Eichhorn, Susan E. 1992. Biology of Plants. New York : Worth
Publishers, 1992.

Taiz, Lincoln e Zeiger, Eduardo. 2006. Plant Physiology. Sunderland, Massachusetts : Sinauer
Associates, 2006.

White, J. W. C,, et al. 1985. The d/h ratios of sap in trees - implications for water sources and tree-
ring d/h ratios. Geochimica Et Cosmochimica Acta. 1985, pp. 237-246.

20



B Precipitagio

LNt
AB4LT
nayaz
- LEIR-14
=< e
a TR
nayze
. LT <4
AB40T
LETE
AB4ET
radLT
L EHT:14
LIRS
LENE
_— naET
IEFEAS
[ nagTT
[ nas01
|>wu|m

[ hagg

[ mag-g

[ hag-g

|>um|m

[ nay-p

|>um|m

[ nad-g

|>wm|ﬁ

| uerte
[ uerog
| uer6z
| uersez
| uerLZ
[ uergz
[ uersgz
[ uer4z
[ uer€z
[ uercz
[ ueraz
| uergz
[ uersT

[ uergr
[ uerT
[ uergr
[ uergt
| UB[4T
| uerET
[ uerzt
| uerTT
| ueroT

Precipitacio

| uer-g
| uer-g

UB[=f

UB[=g

—
—
—
_—
[
a
—=
Uer-g
UB[-{r
Uer-g
UB[-Z
Uer-T
2a]-TE
2300E
2a06L
| —
[
1
L
——

zagaL
[ zagz
[ ze09z
[ zagsz
| zag+z
7ag€z
zagee
[ 2901
[ 7ag0z
| 23061
| zager
| zagt
[ zagar
| zags1
| Zag+1
| Z3gET
| zagT
[ zagar
| zag01
23agd-6
g
gt

i
2
=
[75]
=4
[,
2
Z
)

DE LISBOA

Zag-9
[ zag-g
i a0t
| zag-g
S [ =0z

tram

40 ndo se encon

Data
longo dos meses de Dezembro a Fevereiro (os dados de Outubro a Novembro relativos a precipitag

ao ao

fica da precipitac

do gra

disponiveis). As setas a vermelho indicam os dias de amostragem

Figura 3 - Representac



|
AMADEU DIAS

FUND

i
g
=
[75]
=4
[,
2
Z
-

DE LISBOA

AGAO

Humidade Relativa

= Humidade Relafiva

| #5482
| #3452
| A9d-vZ
| A9dZZ
| #e402
| Aod8T
| Asd-91
| #8441
| #8421
| #8401
| 7248

| %249

| #8d-t

| "4

| uer-g
| uersz
| uerz
| uer-s
| uergz
| uer-1z
| uerst1
| uer-£1
| uer-st
| uer€t
| uer-1t
| uer

| uer¢

| uer-g

| uer€

| uer-T

| 2200E
| 22082
| 2209z
| 28Q-1z
| 22QZZ
| z2q-e
| z2q-81
| z2q-91
| 22Q-4T
| 22021
| 22001
| =a8

| 2209

| 22a-¢

| 22a-€

| AoN-CE
| AoN-BZ
| AoN-8Z
| AON-tZ
| ANz
| AoN-CE
| AoN-8T
| AoN-ST
| AON-4T
| AoN-ZT
| AoN-OT
| AON -8

| AON-9

| AON-f
| #ON-Z

| no-T€
| o6z
| o2z
| np-sz
| o £z
| p-12
| 06T
| o 2T
| np-sT
| N0 €T
| I0-TT
| o5

Lo

| ano-5

L o€

o -1

(%) BapE[ay Mpepnung |

Data
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Figura 6 - Representacfes gréficas das curvas de calibragdo para cada cAmara e respectiva equacao de recta.
Os factores de correccdo obtidos na Tabela 7 resultam do inverso do coeficiente do termo com incognita. O
eixo horizontal representa o valor de potencial hidrico esperado e o eixo vertical o valor de potencial hidrico

observado.
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Tabela 7 - Resultados da ANOVA na comparacdo entre camaras para a solu¢do a -0,250 MPa (*** -
Significativo).

ANOVA -0,25 MPa

Dia 1 0,078
Dia 2 0,000***
Dia 3 0,000***

Tabela 8 - Resultados do teste T-Student na comparacdo de camaras para a solucdo de -0,250 MPa. As
camaras encontram-se identificadas por um "C" com o respectivo nimero que indica a posi¢do que ocupa no
psicrometro (*** - Significativo).

Dia2 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,410 0,259]0,050*** 0,802 [0,013*** | 0,012***
C2 0,079 (0,001***|0,031*** 0,210 0,219
C3 0,001*** 0,176]0,013*** [ 0,009***
C4 0,006*** [0,000*** | 0,000***
C5 0,010*** | 0,009***
C6 0,795
C8

Dia3 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,090 (0,018*** | 0,000*** | 0,004*** 0,072 (0,09***
C2 0,000*** | 0,000*** | 0,000*** | 0,001*** [ 0,000***
C3 0,000*** | 0,048*** 0,152 [ 0,044***
C4 0,004*** | 0,000*** | 0,000***
C5 0,014*** | 0,006***
C6 0,507
C8

Tabela 9 - Resultados da ANOVA na comparacdo entre cdmaras para a solucdo a

Significativo)

ANOVA -0,725 MPa

Dia 1
Dia 2
Dia 3

0,000***
0,000***
0,000***

-0,725 MPa (*** -
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Tabela 10 - Resultados do teste T-Student na comparacdo de cdmaras para a solucdo de -0,725 MPa. As
camaras encontram-se identificadas por um "C" com o respectivo nimero que indica a posicao que ocupa no

psicrometro (*** - Significativo)

Dial |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,486 0,326 [0,007*** 0,080 0,869 0,768
C2 0,145]0,006*** | 0,037*** 0,464 0,847
C3 0,014*** 0,426 0,487 0,347
C4 0,016***|0,011*** | 0,012***
C5 0,182 0,160
C6 0,699
C8

Dia2 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,296 0,232]0,000*** 0,056 0,588 0,841
C2 0,117]0,002*** | 0,050*** 0,197 0,297
C3 0,001*** 0,257 0,346 0,457
C4 0,003*** [0,000*** | 0,002***
C5 0,068 0,139
C6 0,886
C8

Dia3 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,146 0,002*** [ 0,000*** | 0,000*** 0,279 0,251
C2 0,004*** 1 0,000*** | 0,001*** 0,081 0,226
C3 0,000***[0,012***]0,007*** | 0,001***
C4 0,000*** [0,000*** | 0,000***
C5 0,000*** | 0,000***
C6 0,114
C8

Tabela 11 - Resultados da ANOVA na comparacdo entre camaras para a solucdo a -2,5 MPa (*** -
Significativo)

ANOVA -2,5 MPa
Dia 1 0,000%**
Dia 2 0,000***

Tabela 12 - Resultados do teste Kruskal-Wallis na comparacéo entre camaras para a solucéo a -2,5 MPa (***
- Significativo)

Kruskal-Wallis -2,5 MPa
Dia 3 0,004***

Vi



c, ( |
NIVERSIDADE
E LISBOA |

AMADEU DIAS
FUNDAGAD

Tabela 13 - Resultados do teste T-Student na comparagdo de cdmaras para a solucao de -2,5 MPa. As camaras

encontram-se identificadas por um "C" com o respectivo nimero que indica a posicdo que ocupa no
psicrometro (*** - Significativo)

Dial |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,009*** [ 0,000*** | 0,000*** | 0,000*** [ 0,002*** [ 0,006***
C2 0,000*** | 0,000*** [ 0,000*** | 0,000*** | 0,001***
C3 0,000*** | 0,001*** | 0,005*** | 0,023***
C4 0,010*** | 0,000*** | 0,000***
C5 0,000*** [ 0,001***
C6 1,000
C8

Dia2 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

Cl 0,184 ]0,000*** | 0,000*** | 0,000*** | 0,000*** [ 0,000***
C2 0,000*** | 0,000*** [ 0,000*** | 0,000*** | 0,000***
C3 0,000*** | 0,000*** 0,349 0,002***
C4 0,000*** [ 0,000*** | 0,000***
C5 0,000*** [ 0,000***
C6 0,006***
C8

Tabela 14 - Resultados do teste Mann-Whitney na comparacao de camaras para a solucéo de -2,5 MPa.
As camaras encontram-se identificadas por um "'C" com o respectivo nimero que indica a posi¢ao que
ocupa no psicrometro (*** - Significativo)

Dia3 |C1 C2 C3 C4 C5 C6 C8

C1 0,050*** [ 0,046*** | 0,050*** | 0,046*** [ 0,050*** | 0,050***
C2 0,046*** | 0,050*** | 0,046*** | 0,050*** [ 0,050***
C3 0,046*** | 0,043*** | 0,046*** | 0,046***
C4 0,825]0,050*** | 0,050***
C5 0,046*** | 0,046***
C6 0,050***
C8
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Tabela 15 - Pesos de 5 amostras de liquenes da espécie Usnea rubicunda ao longo de um intervalo de
tempo de 2150 minutos (cerca de 36 horas). O primeiro momento de pesagem (t,) foi realizado apos o0s
hidratacdo, pelo que se assume que estdo no maximo do seu contetdo hidrico. O Ultimo momento de
pesagem foi apo6s desidratacdo na estufa a 60°C, pelo que este peso corresponde ao peso apenas da
matéria organica.

Pesos

t (min) 0 60 100 140 180 210 310 370 2150 Estufa48h
0,018 0,018 0,016 0,015 0,011 0,011 001 0,008 0,01 0,009
0,017 0,014 0,011 0,009 0,011 0,007 0,009 0,007 0,01 0,008
0,021 0,018 0,017 0,017 0,018 0,015 0,014 0,015 0,014 0,011
0,016 0,018 0,017 0,016 0,014 0,011 0,012 0,014 0,014 0,011
0,017 0,017 0,019 0,017 0,018 0,018 0,014 0,015 0,015 0,013

Réplicas

a s wN P

Tabela 16 - Variacdo do conteddo hidrico de Usnea rubicunda ao longo de um intervalo de tempo de
2150 minutos. Este é determinado pela diferenca entre o peso num determinado momento e 0 peso seco.
Determinou-se a média das diferencas de todas as réplicas e assumiu-se que o contetdo hidrico maximo
seria em t,, correspondendo aos 100%. O conteudo hidrico nos momentos seguintes é determinado em
relacdo ao primeiro.

Contelido Hidrico

t (min) 0 60 100 140 180 210 310 370 2150 Estufa48h
1 050 050 044 040 018 018 010 -013 0,10 0
2 053 043 027 011 027 -014 011 -014 0,20 0
Réplicas 3 048 039 035 035 039 027 021 027 021 0
4 031 039 035 031 021 000 008 021 021 0
5 024 024 032 024 028 028 007 013 013 0
Médias 041 039 035 028 027 012 012 007 017 0
g?grtfclédo 100% 95% 84% 69% 65% 28% 28% 17%  42% 0%

Tabela 17 - Valores do potencial hidrico em Usnea rubicunda nos diferentes momentos de amostragem.
As médias a partir dos 210 minutos pois os valores de potencial hidrico deixam de fazer sentido por
estarem demasiado proximos de zero quando deveriam ser mais negativos

t(min) 1(Mpa) 2(MPa) 3(Mpa) 4 (MPa) 5 (Mpa) Médias

0 -1,01 0,03 -1,05 =3,13 0,05 0,03
60 -3,34 0,01 -5,14 -3,72 -1,71 -1,71
100 -3,04 0,01 -0,03 -3,28 -3,85 -3,39
140 -3,74 0,00 -3,29 0,00 0,00 -3,52
180 0,00 0,00 -0,09 -0,04 -3,13 -3,13
210 0,02 0,00 0,01 0,00 -0,06 \
310 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 \
370 0,01 -0,05 0,03 0,00 0,01 \
2150 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
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Tabela 18 - Pesos de 5 amostras de liquenes da espécie Evernia prunastri ao longo de um intervalo de
tempo de 2120 minutos (cerca de 35 horas). O primeiro momento de pesagem (t0) foi realizado ap6s 0s
hidratacdo, pelo que se assume que estdo no maximo do seu contetdo hidrico. O Gltimo momento de
pesagem foi apo6s desidratacdo na estufa a 60°C, pelo que este peso corresponde ao peso apenas da

matéria organica.

Pesos
t (min) 0 40 80 120 160 210 260 360 2120 Estufa48h
1 0009 0,008 0,006 0,004 0,005 0,003 0,002 0,002 0,004 0,003
2 001 0,008 0,008 0008 0,007 0006 0,007 0,007 0,006 0,004
Réplicas 3 0,012 0,010 0,008 0,009 0,008 0,007 0,007 0,007 0,006 0,006
4 001 0,009 0,008 0,007 0,007 0,008 0,007 0,006 0,005 0,004
5 0,013 0,012 0,011 0,010 0,008 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006

Tabela 19 - Variagdo do contetdo hidrico de Evernia prunastri ao longo de um intervalo de tempo de
2120 minutos. Este é determinado pela diferenca entre o0 peso num determinado momento e 0 peso seco.
Determinou-se a média das diferencas de todas as réplicas e assumiu-se que o contetdo hidrico maximo
seria em t,, correspondendo aos 100%. O conteudo hidrico nos momentos seguintes é determinado em

relacdo ao primeiro.

Contelido Hidrico

t (min) 0
1 0,67
2 0,60
Réplicas 3 0,50
4 0,60
5 0,54
Meédias 0,58
Contetdo
Hidrico 100%

40
0,63
0,50
0,40
0,56
0,50
0,52

89%

80

0,50
0,50
0,25
0,50
0,45
0,44

76%

120
0,25
0,50
0,33
0,43
0,40
0,38

66%

160
0,40
0,43
0,25
0,43
0,25
0,35

60%

210
0,00
0,33
0,14
0,50
-0,20
0,16

27%

260
-0,50
0,43
0,14
0,43
0,00
0,10

17%

360
-0,50
0,43
0,14
0,33
-0,20
0,04

7%

2120 Estufa 48h

0,25
0,33
0,00
0,20
0,00
0,16

27%

0

o O O o

0%

Tabela 20 - Valores do potencial hidrico em Evernia prunastri diferentes momentos de amostragem. A
média aos 2120 minutos ndo foi determinada pois os valores de potencial hidrico deixam de fazer
sentido por estarem demasiado préximos de zero quando deveriam ser mais negativos.

t(min) 1(Mpa) 2(MPa) 3(Mpa) 4(MPa) 85(Mpa) Médias
0 0 -3,97 -1,95 -3,20 -5,31 0
40 -1,99 -3,15 -1,94 -1,36 -2,93 -2,06
80 -3,93 -4,37 -3,68 -2,92 -4,34 -3,72
120 0,00 -3,57 -3,19 -3,79 -5,32 -4,10
160 0,00 0 -4,49 -3,9 0,00 -4,20
210 -0,02 -4,34 -5,08 -4,11 0,04 -4,51
260 0,00 -3,91 -3,36 -4,2 -0,01 -3,82
360 0,00 0,00 -3,51 -3,29 0,02 -3,40
2120 0,03 0,01 -0,01 0,01 -0,01
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Figura 7 - Representacgdo da grafica da curva de seca para Usnea rubicunda. Apenas se utilizaram, para
fazer o gréafico, as médias do potencial hidrico que faziam se aproximavam do esperado, sendo este
meramente ilustrativo do que, mais ou menos, se esperava obter.

Curva de Seca de Evernia

Conteudo Hidrico

05 103\0 89% 76% 66% 60% 27%
B \\
-15
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\ —¢— Curva de Seca de

Evernia

Potencial Hidrico (MPa)
N
(6]
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Figura 8 - Representacdo da grafica da curva de seca para Evernia prunastri. Apenas se utilizaram,
para fazer o gréfico, as médias do potencial hidrico que faziam se aproximavam do esperado, sendo este
meramente ilustrativo do que, mais ou menos, se esperava obter.
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Figura 9 - PSYPRO™, Wescor. Psicrometro utilizado na determinacdo do potencial hidrico. (Imagem
retirada de http://www.wissmess.de/uploads/produktbilder/1233739965psypro.jpg)

-

Figura 10 - Cémara C-52™ e respectivo pogo a cinzento. (Imagem retirada de
http://www.wissmess.de/uploads/produktbilder/1247518784c-52.jpg)

Xi
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Protocolo do Psicrometro

1. Ligar o PsyPro e verificar a Voltagem da Bateria (ndo fazer medi¢des com o aparelho a carregar).

2. Se for necessario carregar o aparelho, usar o carregador que veio associado, quando a luz no
transformador ficar verde é sinal de que o carregamento foi completo e sé apos esse momento é que se
deve iniciar a amostragem.

3. Com o software aberto e com o Psicrémetro ligado fazer “Contact PsyPro” no menu “Tools”. Se
tudo correr bem, a janela devera desaparecer, caso contrario mostrard uma imagem de erro. Se tal se
ocorrer, verificar se as portas COM nos “PC Settings” estd correcta e se ha de facto ligacdo do
Psicrémetro ao computador.

4. Imediatamente apds isso, no mesmo menu, fazer “Set PsyPro Time” pra ajustar a data e a hora
do aparelho - ele recomeca a contagem do tempo apés a ultima utilizacao, pelo que é necessario fazer
essa sincronizac¢ao.

5. Caso se verifique a necessidade (apés varias utilizacdes), verificar a memoria do PsyPro.

Calibracao

1. Utilizar os discos de papel de filtro e as trés solucoes standard fornecidas. Colocar numa caixa de
petri uma gota da solugao - de notar que quer a pipeta quer a caixa devem estar limpas.

2. Com um pin¢a, embeber um disco de papel de filtro na solucido de forma a que o disco nao fique
saturado. Remover o excesso com uma tira de papel de filtro para evitar excessos.

3. Colocar o disco no pogo e fechar a camara. Repetir o procedimento para as restantes camaras
operacionais e aguardar cerca de 10 minutos para estabilizar na atmosfera da cimara.

4. Com os respectivos Settings definidos ou pelo operador ou que estejam guardados no PsyPro - é
possivel inclusive guardar diferentes settings para a amostragem em varios ficheiros, defini-los com
default ou guarda-los na memdria do préprio aparelho - iniciar a amostragem clicando em “Logging
On”. Conforme seja necessario, pedir inclusivamente os 50 pontos amostrados no decorrer da medigdo
(“Log results plus entire psychrometric curve”).

5. No fim do periodo de amostragem fazer “Logging Off” e obter os dados da amostragem clicando
na opc¢ao “Get PsyPro Data” no menu “Tools”. Escolher, mediante a situagio, “Since Previous Download”
ou “Acquire all Data”. Os dados sdo obtidos em ficheiros .csv que podem ser lidos quer pelo Excel quer
através de um bloco de notas. Os dados obtidos poderao ser o valor do Potencial Hidrico em MPa e, caso
tenha feito essa op¢do, os 50 pontos da curva psicrométrica em pV pors.

6. Obtidos os valores fazer a recta de calibracdo para cada cimara utilizando as 3 solucdes. Cada
camara terd uma curva de calibracao diferente e o factor de correccdo de cada uma delas correspondera
ao inverso do declive dessa mesma recta.

7. Ter em conta que certas variagdes ao nivel do potencial da amostra ou das condi¢des ambientais
da sala podem afectar a amostragem.

Amostragem

1. Repetir os mesmos pacos utilizados para a calibracdo com o material a ser utilizado.

2. Usar o pog¢o adequado ao volume da amostra - para que esta nunca toque no Termopar da
camara.

3. No final de cada amostragem, limpar sempre bem os pogos de forma a ndo restarem impurezas.

Xii
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Protocolo para a Extrac¢io de Agua

Requisitos da Extracgdo:

1.

o

Bomba de vacuo tem que estar a trabalhar com as torneiras de cada unidade de extraccido
fechadas - posicao horizontal
Manter a linha de extrac¢do com os tubos montados
Verificar o Filtro do 6leo
a. Seonivel do 6leo se encontrar acima da valvula, despejar
Na bomba de vacuo, o 6leo tem que estar numa posi¢cdo mediana, se estiver escuro € sinal de que
ha muito vapor de dgua (contactar Rodrigo Maia)
Ver o nivel do vacuo no mostrador que tem que estar entre 4-8
Ao fim de cada extracgao, retirar a 4gua quente para evitar logo a destilagdo
No banho de dgua quente, a dgua tem que estar a um nivel alto suficiente para manter o
termopar (entre os dois tubos) mergulhado

Protocolo da Extracgdo

N

10.
11.

12.
13.
14.
15.

Encher os dures com Azoto Liquido
Montar o tubo em “U” na extensdo (suporte para o tubo em “U” e o tubo com a amostra)
Colocar o tubo com a amostra no ponto de entrada do outro lado da extensdo; recuar um
milimetro o tubo e apertar (o mais depressa possivel mas calmamente)
Adicionar o suporte ja com o tubo em “U” e a amostra na linha e repetir o processo até ocupar
uma linha de extrac¢do inteira
Abrir a valvula de isolamento (as torneiras)
a. Verificar que o ponteiro regressa a posicdo original, demorando cerca de 30 segundos
Fechar de novo a valvula de isolamento e manter a valvula de arejamento fechada
Repetir o mesmo para as outras unidades de extrac¢ao
Quando todas as unidades tiverem ocupadas, iniciar o aquecimento da agua ajustando o
termostato para os 902C - a dgua mantém-se nos 802C. Para acelerar o aquecimento usar a
resisténcia e, quando o termémetro atingir os 802C, desligar a resisténcia da corrente
Aguardar 90 minutos
Ao fim desse tempo, abrir a valvula de arejamento para escoar o ar e fechar imediatamente
Usar o Secador na extensdo dos tubos em “U” e dos tubos com a amostra para retirar alguma
agua que possa ai estar contida
Desmontar a extensdao com a amostra
Retirar o tubo em “U” e colocar parafilm, o mais depressa possivel
Recolher a 4gua do tubo em “U” para um Eppendorf devidamente rotulado
Colocar todo material usado na estufa para secagem
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