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Dedicatoria

A Paz as coisas pré-humanas...

Ao repouso da neblina nas folhas
Ao repouso das folhas nos ramos
Ao repouso dos ramos nas arvores
Ao repouso das arvores nas florestas
Ao repouso das florestas nos morros
Ao repouso dos morros no horizonte
Ao repouso do horizonte nos olhos

Ao repouso dos pensamentos.

A minha vé Maria, é-enhém!

Saudade...
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Resumo da dissertagdo

Lima, Aline Lopes. O papel ecoldgico da neblina e a absorcéo foliar de &gua em trés espécies
lenhosas de Matas Nebulares, SP — Brasil. Campinas: Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, 2010. Dissertacdo (Mestrado).

Eventos de neblina constituem uma importante fonte de 4gua em varios ecossistemas terrestres,
pois molham as superficies foliares das plantas sem aumentar significativamente o contetdo de 4gua no
solo. A agua interceptada pode escoar ou ser absorvida diretamente pelas folhas inclusive de espécies
lenhosas. No entanto, pouco se sabe sobre o papel ecologico desse processo e 0S mecanismos e
estruturas envolvidos no transporte de agua do exterior para os tecidos foliares, especialmente em
espécies tropicais. Nesse contexto, avaliamos as vias anatdmicas envolvidas na absor¢do de agua pelas
folhas e elucidamos as consequéncias desse processo no desempenho ecofisiologico, crescimento e
sobrevivéncia de trés espécies lenhosas comuns em matas nebulares do sudeste brasileiro, Drimys

brasiliensis, Eremanthus erythropappus e Myrsine umbellata.

Experimentos com agua deuterada e sais tracadores apoplasticos mostraram que as espécies sao
capazes de obter agua diretamente pelas folhas. A absorcdo foliar pode contribuir em até 42% do
conteldo de agua das folhas em D. brasiliensis, que inclusive apresentou fluxo reverso de seiva e
menores taxas de transpiragdo noturna quando expostas a neblina. A agua pode difundir diretamente
pelas cuticulas foliares em todas as espécies. Os tricomas tectores de E. erythropappus e 0s tricomas
glandulares peltados de M. umbellata parecem ser estruturas importantes para a absor¢cdo de agua nessas
espécies. Apoés transpor a barrreira cuticular, as solugdes podem difundir pelas vias apoplasticas da
epiderme e do parénquima das folhas das trés espécies e atingir o xilema de E. erythropappus e
acumular nas células coletoras de M. umbellata. A alta concentracdo de compostos hidrofilicos nos
tecidos foliares de D. brasiliensis e M. umbellata pode ter contribuido na retencdo das solucdes no

mesofilo destas espécies.

A borrifacdo de ramos causou aumento imediato do status hidrico foliar nas espécies, beneficio
também observado em um experimento de longa duragdo. ApoOs dois meses, plantas das trés espécies

que receberam neblina exclusivamente na parte aérea apresentaram maior potencial hidrico, fotossintese
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e condutancia estomatica em comparacgdo as plantas do tratamento de seca em casa de vegetagdo. D.
brasiliensis apresentou 100% de mortalidade ap6s um més no tratamento de seca. O conteudo relativo
de agua no solo das plantas dessa espécie sob neblina manteve-se constante ao longo do experimento,
indicando que a neblina pode ter sido usada como fonte de &gua transpirada neste periodo. E.
erytropappus foi a Gnica espécie que manteve taxas de crescimento e sobrevivéncia semelhantes entre 0s
tratamentos, sendo que e os beneficios da nebulizacdo so6 se tornaram evidentes no final do segundo més.
O conteldo de agua no solo das plantas de M. umbellata foi reduzido nos tratamentos de neblina e seca,
mas ndo observamos reduc@es no potencial hidrico, condutancia estomatica e fotossintese. Estes dados
sugerem que a absorcdo de agua pelas folhas desta espécie causou um desacoplamento das relacdes
hidricas foliares e das trocas gasosas em relacdo a disponibilidade de dgua no solo. Demonstramos que
durante eventos de neblina, as trés espécies lenhosas de matas nebulares tropicais podem absorver agua
diretamente pelas folhas. Este processo favorece a hidratacdo, o desempenho ecofisiologico, o

crescimento e a sobrevivéncia das plantas, mesmo sob baixa disponibilidade de agua no solo.

Palavras-chave: tragcadores apoplasticos, isotopos estaveis, relagdes hidricas, seca, ecofisiologia,

Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata



Dissertation abstract

Lima, Aline Lopes. The ecological role of fog and foliar water uptake in three woody species
from Southeastern Brazilian Cloud Forests. Campinas: Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, 2010. Master Dissertation.

Fog deposition is an important water source in several terrestrial ecosystems. Fog water
intercepted by the plants can run off to the soil or be absorbed by the leaves. However, very little is
known about the ecological role of fog and the mechanisms and structures involved in foliar water
uptake by woody species in tropical environments. In this context, we investigated the anatomical
pathways involved in the process of foliar uptake of water and evaluated the consequences of this
process in the ecophysiological performance, growth and survival of three common woody species from

Brazilian cloud forests: Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus e Myrsine umbellata.

Greenhouse experiments using artificial fog enriched in deuterium and labelling experiments
with fluorescent apoplastic tracers demonstrated that the three species absorbed water directly through
their leaf surfaces. Leaf water uptake contributed to as much as 42% of total foliar water content in D.
brasiliensis. Fog exposition caused reversals in sap flow and reduced nighttime transpiration for this
species. Water diffused directly through leaf cuticles in all species. Tector trichomes of E.
erythropappus and glandular peltate trichomes of M. umbellata are important pathways for water uptake
in these species. After the cuticular barrier was transposed, solutions moved through apoplast routes at
the epidermis and parenchyma in all species, reaching the xylem in E. erythropappus and accumulating
on collector cells of M. umbellata. The high abundance of hidrofilic compounds found on leaf surfaces
of D. brasiliensis and M. umbellata may have contributed to the great retention of solution with

apoplastic tracers in the mesophyll of these species.

Sprayed water on isolated branches caused an immediate increase in leaf water status in the three
species, a benefit also observed in a long-term experiment. After two months, plants under the fog
treatment improved leaf water potential, photosynthesis and stomatal conductance in relation to plants
exposed to drought in a greenhouse experiment. Species responses to the treatments were different. D.

brasiliensis had 100% mortality after a month under drought. Soil water content (SWC) of fogged plants
Xi



was constant throughout the experiment, suggesting that fog water might have been used as the main
water source for transpiration during this period. E. erytroppappus was the only species with similar
growth and survival rates in all treatments and the beneficial effects of fog water was only observed
after two months. For M. umbellata, SWC decreased substantially in the drought and fog treatments but
no decrease in water potential, photosynthesis and stomatal conductance was observed. For this species,
fog water deposition caused a decoupling of foliar water relations and gas exchange from soil water
availability.We demonstrated that the three cloud forest woody species can absorb water directly
through their leaves during fog deposition, allowing shoot rehidratation and improving ecophysiological
performance, growth and survival when soils are dry.

Key words: fog, drought, apoplastic routes, deuterated water, reverse rates of sap flow, Drimys
brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata
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Nomenclatura

A: Taxa de Assimilacio liquida de CO, (umol m?s™ de CO,)

E: Taxa de Transpiracdo (mmol m?s™)

FWC: Conteudo de agua foliar (Foliar water content) (%)

gs: Condutancia estomatica (mol m?s™ de H,0)

h: Altura (cm)

LA: Area foliar total estimada (cm?)

PAR: Radiacdo Fotossinteticamente Ativa (Photosynthetically active radiation)
(umol fotons m2s™)

VPD: Déficit de pressdo de vapor (Vapour pressure deficit) (KPa)

V: Velocidade do fluxo de seiva (Sap velocity) (cm/h).

SWC: Conteudo de agua no solo (Soil water content) (%)

WUE: Eficiéncia do uso de agua (Water use efficiency: A/E)

Ogs;: Didmetro do caule (Stem diameter) (mm)

6D: Composicao isotopica de Deutério (em notacao delta por %o)

¥ : Potencial hidrico foliar (MPa)

Wep: Potencial hidrico foliar de madrugada (pre-dawn: pp) (MPa)

Y\po: Potencial hidrico foliar ao meio-dia (midday: mp) (MPa)
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Figura 5. Déficit de pressdo de vapor (VPD em KPa) ao longo dos dois meses de experimento
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Figura 6. Parametros morfologicos (area foliar total estimada, didmetro do tronco e altura) por
tratamento das trés espécies em relacdo aos valores de inicio e fim do experimento de longa
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Figura 7. Numero de individuos mortos e vivos por tratamento no final dos dois meses em
experimento para a mesma classe de tamanho das trés espécies e individuos maiores de M.
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Tabela 1. Valores da ANOVA de medidas repetidas dos parametros do desempenho
ecofisiolégico do experimento de longa duragcdo (incluindo WUE) quanto aos efeitos dos

tratamentos ao longo do tempo (dois fatores: tratamento e dias) para cada espécie separadamente...
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Introducéo geral

A neblina € um fendmeno meteoroldgico importante para o ciclo hidrolégico em varios
ecossistemas terrestres (Ingraham & Matthews 1988, 1995; Cavalier & Golstein 1989; Bruijnzeel
et al. 1993; Dawson 1998; Bruijnzeel 1990, 2002; Holder 2004, 2006; Liu et al. 2005; Prada et
al. 2009; Qiu et al 2010). Ela pode ser formada pelo encontro de massas de ar quentes e frias,
pela formagdo de nuvens baixas e também pelo resfriamento noturno que forma nevoeiros
(groundfog) (Burgess & Dawson 2004). A formacdo de neblina ocorre também pelos mesmos
processos que formam as chuvas orogréficas, que ocorrem quando 0s ventos umidos se elevam e
se resfriam ao encontrar uma barreira montanhosa, determinando areas mais Umidas de um lado
da montanha e mais secas no sotavento (efeito F6hn) (Wheele & Mayes 1997). Nesse processo, a
formacdo de neblina depende da dire¢do do fluxo, da umidade, da estabilidade da massa de ar e
da topografia do ambiente (Money 2000). Ao longo de um gradiente de altitude, massas de ar
resfriam-se adiabaticamente cerca de 1°C a cada 100 m (Money 2000). Esse resfriamento pode
atingir o ponto de formacao de orvalho (com a saturacdo do ar), podendo formar goticulas de
agua sobre superficies solidas (Juvik & Nullet 1995) como ocorre caracteristicamente nas matas
nebulares de altitude (Bruijnzeel & Proctor 1995; Holder 2004; McJannet, Wallace & Reddell
2007).

A precipitacdo por neblina representa uma proporcao significativa no balanco hidrico e de
nutrientes de florestas tropicais e subtropicais situadas em cotas mais elevadas (Bruijnzeel 1990).
Esta fonte é responsavel por 30 a 60% do total da dgua precipitada em diversos ecossistemas
(Smathers 1982; Cavalier & Golstein 1989; Bruijnzeel 1990; Hutley et al. 1997; Dawson 1998).
As gotas de neblina sdo produzidas conforme o tipo, duracdo e dindmica dos ventos e pela area
de contato da neblina com a vegetacdo (Ingraham & Matthews 1988; Bruijnzeel & Proctor
1995). Particulas de agua de neblina (entre 1 a 40 um) apresentam velocidade de queda muito
baixa (menores que 5 cm/s) e por isso ficam suspensas movendo-se horizontalmente com o0s
ventos (Prada & da Silva 2001). Dessa forma, ramos e folhas de arvores funcionam como
importantes superficies interceptadoras sendo responsaveis por 20% do total precipitado nas
florestas amazo6nicas (Kerfoot 1968; Lloyd et al. 1988). Além de contribuir na hidrologia de
ecossistemas, a neblina pode desempenhar um papel ecoldgico relevante como fonte alternativa
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de &gua para a vegetacdo. A agua é adsorvida nas superficies solidas pode evaporar (Juvik &
Waullet 1995), reduzindo ou eliminando o déficit de pressdo de vapor atmosférico e a
transpiracdo de agua pelas folhas (Simonin et al. 2009); pode escorrer para o solo e ser absorvida
pelas raizes (Chaney 1981; Prada et al. 2009; Hutley et al. 1997; Diaz & Granadillo 2005) e/ou
ser absorvida diretamente pelas folhas (Burgess & Dawson 2004; Breshears et al. 2008; Simonin
et al. 2009; Limm et al. 2009).

A absorcédo direta de agua pelas folhas supre imediatamente os tecidos aéreos enquanto
que o transporte de agua das raizes para o dossel pode levar até mais que um més em espécies de
grande porte (Woodward 2004; Zimmermann et al. 2007). A absorc¢éo foliar de agua ainda é um
mecanismo fisiolégico pouco conhecido, mas pode ser importante para 0 metabolismo e
sobrevivéncia de algumas plantas em determinados ambientes. Por exemplo, os limites de
distribuicdo de Sequoia sempervirens na costa da Califérnia sdo definidos pela frequéncia e
intensidade de ocorréncia de eventos de neblina e pela capacidade que estas arvores tém de
absorver dgua dessa fonte pelas folhas durante a estacdo seca (Burgess & Dawson 2004). A agua
de neblina interceptada e absorvida pelas folhas das sequoias possibilita a reidratacdo dos tecidos
durante as secas de verdo, o que possibilita maior fixacdo de carbono (Simonin et al. 2009).
Nesse mesmo ecossistema, a absor¢cdo de agua pelas folhas foi descrita como um mecanismo
comum de aquisicdo de agua, pois foi verificada em 80% das espécies dominantes (Limm et al.
2009).

Embora a entrada de agua pelas folhas represente uma fragdo pequena de toda agua
utilizada diariamente, essa fracdo pode contribuir para a melhora no status hidrico da planta
quando o potencial de dgua no solo esta baixo (Grammatikopoulos & Manetas 1994; Simonin et
al. 2009). A agua absorvida pelas folhas ainda pode tornar-se uma fonte de nutrientes dissolvidos
(Benzing & Pridgeon 1983; Anderson 2004; Wéjcik 2004), favorecer o crescimento (Gaertner
1964; Bourcher et al. 1995) e reduzir a mortalidade, como em Pinus ponderosa (Stone 1957).
Dessa forma, a capacidade de absorcdo de agua pelas folhas confere vantagens a vegetacdo

reduzindo os impactos negativos da seca.

Florestas alto-montanas sdo ecossistemas peculiares que ocorrem em regides com

formacdo regular de neblina, onde a vegetacdo pode funcionar como captadora de &gua
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(Stadtmuller 1987; Veneklaas 1990; Hutley et al. 1997). No Brasil, esses ecossistemas ocorrem
principalmente na Mata Atlantica, um bioma importante no contexto da biodiversidade global
por sua grande heterogeneidade ambiental (Tabarelli & Mantovani 1999; Myers et al. 2000). A
Mata Atlantica originalmente ocupava toda a regido leste do territério nacional em altitudes
variando do nivel do mar até altitudes de aproximadamente 2900 m (como no Pico da Bandeira
entre MG e ES). O Estado de S&o Paulo apresenta regides altas na Serra do Mar e na Serra da
Mantiqueira (entre 1500 e 2800 m). Hueck (1972) registrou a ocorréncia de campos de altitude e
florestas alto-montanas no topo dessas serras a partir de 1200 m de altitude na Serra do Mar e
1300 m na Serra da Mantiqueira.

As matas de altitude apresentam heterogeneidade de formacgdes vegetais, onde as matas
nebulares (florestas ou matinhas nebulares) se alternam com areas de campos, cujas areas de
transicdo podem ser bruscas especialmente em locais com longo historico de ocupagdo humana,
como em Campos do Jorddo (Stafford 1999). Matas nebulares s@o formadas por arvores e
arbustos baixos e tortuosos, entre 5 e 12 m de altura, geralmente sem estratificacdo caracteristica
e grande abundancia e diversidade de epifitas (Hueck 1972; Walter 1986; Falkenberg &
Voltolini 1995; Doumenge et al. 1995; Falkenberg 2003). Apresentam alto grau de endemismo
biologico e varias espécies tém distribuicdo restrita as areas mais frias sujeitas a neblina
frequente (Falkenberg & Voltolini 1995), especialmente em altitudes superiores a 1120 m na
Serra do Mar (Bertoncello 2009). Grande parte do padrdo dessa biodiversidade das florestas
nebulares foi moldado por episodios de contracbes e expansdes da vegetacdo durante o
Pleistoceno, em resposta a flutuacdes climaticas (Veloso, Rangel-Filho & Lima 1991;
Falkenberg & Voltolini 1995). Ja4 os campos de altitude sdo formacBes com predominancia do
estrato herbaceo e lenhosas de pequeno porte (Veloso et al. 1991). Os campos também
apresentam grande riqueza de espécies endémicas e grande diversidade de Asteraceae e estdo
situados principalmente nas regides serranas de Minas Gerais, ocorrendo em Campos do Jordao
em areas menores, mas com grande relevancia ecoldgica (Safford 1999). Devido as grandes
altitudes e a maior exposicao as frentes polares, os campos de altitude representam 0s pontos
mais frios do leste da América do Sul (Safford 1999).



Levantamentos floristicos nessas formagdes vegetais sdo raros, mas indicam que o dossel
em matas nebulares é formado principalmente por Myrtaceae (Siphoneugenia, Myrceugenia,
Gomidesia) e/ou Drimys brasiliensis (Falkenberg & Voltolini 1995; Meireles, Shepherd &
Kinoshita 2008; Bertoncello 2009). O género Myrsine (ex Rapanea) também apresenta espécies
tipicas de cotas altimétricas elevadas, sendo frequente em formagdes alto-montanas e montanas
(Meireles, Shepherd & Kinoshita 2008; Bertoncello 2009) e até dominante na Serra do Itatiaia
(Segadas-Vianna 1965; Lupo & Pirani 2002; Safford 2007). Junto com Drimys, esse género é
relacionado como tipico de formacdes florestais nebulares (Safford 1999). Em areas de campos
de altitude, Eremanthus erythropappus (popularmente conhecida como candeia) é abundante e
pode formar uma fisionomia quase florestal, conhecida como candeial (Oliveira-Filho et al.
2004). De acordo com Oliveira-Filho & Fluminhan-Filho (1999), o candeial surge normalmente
nas areas de transicdo entre florestas e campos de altitude, onde os solos tornam-se gradualmente

mais rasos, formando uma area tampdao contra os incéndios.

A disponibilidade de dgua raramente € considerada um fator limitante para o crescimento
de plantas em regides altas de montanhas tropicais (Ohsawa 1999). No entanto, efeitos
microclimaticos em areas a sotavento (Wheele & Mayes 1997), sazonalidade da precipitacdo e
eventos extremos de seca sdo bastante comuns em regides tropicais (Oliveira et al. 2005).
Leuschner (2000) demonstrou que nos periodos sem neblina, ambientes tropicais alpinos podem
ser considerados ambientes aridos, caracterizados por uma alta demanda evaporativa. Logo,
plantas de florestas alto-montana e campos de altitude podem estar sujeitas a déficits hidricos
frequentes. Os eventos de neblina nestes ecossistemas poderiam minimizar o alto déficit de
pressdo de vapor atmosférico, reduzir a transpiracdo da vegetacdo e servir como fonte de dgua

para as plantas (Breazeale et al.1950; Yates & Hutley 1995).

Matas de altitude no sudeste brasileiro formam um cinturdo alto-montano que coincide
com areas de alta frequéncia de neblina durante o ano (Falkenberg & Voltolini 1995). Estas areas
estdo sujeitas a influéncia de massas de ar vindas das regies subtropicais, temperadas e polares
(Safford 1999). As massas de ar polar sdo muito mais intensas e numerosas entre junho e
setembro, e formam fracos eventos de chuva quando colidem com as massas continentias do

Atlantico-Sul (Safford 1999). Efeitos orograficos aumentam a precipitacdo nas regides medianas
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e altas da Serra do Mar e Mantiqueira, mas ndo sdo suficientes para manter os niveis de
precipitacdo homogéneos nos diversos ambientes montanhosos do sudeste brasileiro. Grande
parte dessas regides montanas sdo caracterizadas climaticamente pela extrema sazonalidade, com
verdes Umidos e invernos secos (com meses com precipitacdo abaixo de 50 mm) com
temperaturas abaixo de zero (responséveis pelas geadas frequentes), ventos fortes e taxas de
radiacdo altas e persistentes (Segadas-Vianna & Dau 1965). A estacdo seca pode durar até trés
meses, sendo mais intensa com o aumento da altitude e continentalidade (Nimer 1977; Safford
1999). Além disso, os eventos de EIl nifio também causam secas severas no inverno e estdo
associadas com o aumento da frequéncia e magnitude de queimadas antropogénicas (Safford
1999). Os efeitos das secas sazonais na vegetacdo de campos de altitude e florestas alto-
montanas podem ser minimizados pelos eventos frequentes de neblina (Segadas-Vianna & Dau
1965). Esses fatores climaticos conjuntamente influenciaram na evolucdo dos caracteres
morfofuncionais da vegetacdo (Camerik & Werger 1981; Smith & Young 1987; Smith 1994).

O objetivo desse estudo foi verificar a capacidade de absorcdo de neblina pelas folhas
como mecanismo alternativo de obtencdo de dgua em trés espécies lenhosas comuns nas matas
nebulares da Mata Atlantica, Drimys brasiliensis Miers.  (Winteraceae), Eremanthus
erythropappus MacLeish (Asteraceae) e Myrsine umbellata Mart. (Myrsinaceae). Além disso,
testamos a hipoOtese de que a absorcdo foliar de agua pode contribuir para o desempenho
ecofisiologico, o crescimento e a sobrevivéncia de espécies lenhosas sob condi¢cdes de baixa
disponibilidade de agua no solo. Conduzimos o trabalho em duas linhas, apresentadas em dois

capitulos:

Capitulo I. Verificamos a ocorréncia de absorcdo foliar mediante dois experimentos: 1)
nebulizacdo exclusiva da parte aérea em camara nebulizadora utilizando agua enriquecida em
isotopos de deutério; 2) aplicacdo de solucbes contendo sais apoplasticos fluorescentes nas
superficies adaxiais e abaxiais de folhas destacadas de individuos em seca para verificarmos as
vias de entrada de agua pelas folhas das espécies. Acompanhamos também mudancas no fluxo

de seiva em um individuo de porte arboreo de D. brasiliensis sob nebulizacao.

Capitulo I1. Investigamos a contribuicdo da absorcdo de &gua foliar no desempenho

ecofisiologico das espécies em experimentos de curta e longa duracdo. O experimento de curta
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duragéo foi realizado utilizando borrifacdo de ramos cortados das plantas do ambiente natural
para verificar mudancas no status hidrico (potencial hidrico foliar) e no contetdo de agua foliar.
No experimento de longa duragdo, acompanhamos individuos submetidos aos tratamentos de
irrigacdo continua, nebulizacdo exclusiva da parte aérea e seca completa ao longo de dois meses
utilizando camaras de nebulizacdo em casa de vegetacdo. O objetivo deste experimento foi
avaliar o papel da neblina na manutencdo do status hidrico, fotossintese, condutancia estomatica,

transpiragdo, crescimento e sobrevivéncia de plantulas crescendo em solo seco.
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Material e métodos gerais

Area de estudo

As plantas utilizadas nesse estudo foram coletadas em florestas alto-montana (nebular) ou
em campos de altitude, do Parque Estadual de Campos do Jordao (PECJ) (22°43°S - 45°27°0) —
SP, localizado entre 1500 e 2000 m de altitude. Como as demais regides de florestas tropicais de
altitude do sudeste brasileiro, essa regido apresenta influéncias das massas de ar provenientes das
regides subtropicais, temperadas e polares (Safford 1999a). As massas de ar polar sdo muito mais
intensas e numerosas entre junho e setembro e formam fracos eventos de chuva quando colidem
com as massas de ar do Atlantico-Sul (Safford 1999a). Os efeitos orograficos também aumentam
a precipitacdo nas regibes medianas e altas da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira. Mesmo
assim, na estacdo seca, a precipitacdo média mensal pode ser inferior a 50 mm em até trés meses
consecutivos, 0 que é comum em ambientes montanhosos do sudeste, sendo a seca mais intensas

quanto maior a altitude e a continentalidade (Nimer 1977; Safford 1999a).

Situada na face Sul da Serra da Mantiqueira, a regido de Campos do Jorddo é
sazonalmente seca, com baixa precipitacdo durante 0s meses de inverno caracterizando uma
estacdo seca bem definida, de maio a agosto (INMET 2010), como verificamos para 0s anos de
1994 a 2008 (CHHAGRO 2009) (Figura 1). Julho € 0 més que apresenta as menores temperaturas
e precipitacdo (Seibert et al. 1975; Barbosa 2006). Para o periodo de 1994 a 2008 a temperatura
média anual foi de 14,9°C, quando o més de julho foi, de fato, 0 mais frio, com média térmica
mensal de 10,3°C, média minima absoluta de 4,2°C, com frequentes quedas abaixo de zero
(CHHAGRO 2009). A precipitacdo média anual foi 1723 mm para o periodo, com médias mensais
de 144 mm, sendo que de junho a agosto a precipitacdo média mensal foi inferior a 50 mm
(CIHAGRO 2009) (Figura 1). Janeiro foi 0 més mais quente e chuvoso nesse mesmo periodo,
com temperatura média de 18,1°C e precipitacdo média de 332,3 mm. Independente da estacdo,
as temperaturas maximas diarias podem superar a média mensal em grande magnitude,
observamos maximas em torno de 40°C em fevereiro de 2009, por exemplo. Mesmo no ano de
2009, que foi atipicamente chuvoso, tivemos uma estagdo mais seca, com precipitacdo mensal
média abaixo de 50 mm de junho a agosto (a 1620 m) (CEPAGRI 2010). Eventos de veranicos,
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que sdo periodos de estiagem prolongada com altas temperaturas e baixa umidade relativa
durante o inverno, também séo frequentes, especialmente em anos sob influéncia do EI Nifio
(Safford 1999%; Nakagawa et al. 2000).

Os efeitos das secas sazonais na vegetacdo de campos de altitude devem ser amenizados
pelos eventos de neblina orografica frequentes durante o ano todo (Safford 1999a). Em Campos
do Jorddo, a frequéncia de formacédo de neblina ¢ altissima, o que justifica a alta umidade relativa
do ar durante todo o ano (Modenesi-Gauttieri et al. 1998), tornando-se mais intensa durante o
inverno, pois as massas de ar frio vindas do Sul ndo se dissolvem rapidamente (Safford 1999a).
Ela ocorre em torno de 80% dos dias do ano, sendo extremamente densa no inverno (obs.
pessoal). No Parque Nacional do Itatiaia, também localizado na Serra da Mantiqueira, a
aproximadamente 100 km de Campos do Jordéo, a neblina ocorre em 218 dias no ano, a 2199 m
de altitude, e a umidade relativa do ar média mensal varia entre 65 a 90% (Segadas-Vianna &
Dau 1965). Geadas também sdo comuns no inverno seco em Campos do Jorddo, ocorrendo em
torno de 40 dias ao ano a 1630 m de altitude (Segadas-Vianna & Dau 1965; Nimer 1977; Safford
1999b). Durante as coletas de campo, foram frequentes a formacdo de neblina (especialmente
apos as 15h00), grandes amplitudes térmicas ao longo do mesmo dia e altas taxas de radiacao

independente da estacdo (obs. pessoal).

Escolha das espécies

Para o estudo, escolhemos trés espécies comuns nas matas nebulares da Serra da
Mantiquera que ocupam vertentes e topos de montanhas sujeitas a eventos frequentes de neblina:
Drimys brasiliensis Miers. (Winteraceae), Eremanthus erythropappus MacLeish (Asteraceae),
Myrsine umbellata Mart. (Myrsinaceae). As plantas utiizadas foram provenientes da germinacéo
de sementes coletadas no inicio de 2008 em fisionomias de floresta ou de campos de altitude no
PECJ entre 1500 e 1900 m. Apenas os individuos de D. brasiliensis foram removidos do
subosque da mata devido a incapacidade de germinacdo das sementes em casa de vegetacao e a

grande abundéancia de plantulas no subosque.

Drimys brasiliensis Miers. (Winteraceae) (Cataia, Casca D’anta, Melambo, Canela-

amarga, Capororoca-picante) é uma espécie lenhosa, geralmente arbusto ou arvoreta, podendo
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apresentar habito arboreo com até 20 m de altura (Trinta & Santos 1997). E helifila, perenifélia
e seletiva hidrofila (Marchiori 1997), com folhas simples, glabras, hipoestomaticas e superficie
abaxial esbranquicada (Trinta & Santos 1997; Lorenzi 2002) devido a cobertura cuticular
espessa, de aspecto papiloso, e a deposicdo de ceras (Metcalfe 1987). Esta espécie pertence ao
género de maior distribuicdo geografica da familia Winteraceae (Feild, Zwieniecki & Holbrook
2000). No Brasil, sua distribuicdo vai da Bahia até o Rio Grande do Sul (Roderjan & Kuniyoshi
1988; Marchiori 1997; Lorenzi & Matos 2002; Abreu et al. 2005). D. brasiliensis ocorre em
matas de altitude e ciliares de terrenos brejosos ou bem drenados e sua distribuicdo tem sido
associada a disponibilidade de &gua, alta precipitacdo e alta umidade relativa (Grubb &
Whitmore 1966; Grubb 1977; Lawton & Dryer 1980; Rebertus & Veblen 1993; Lorenzi & Matos
2002). Também ocorre em florestas de araucarias do planalto sul-brasileiro (Marchiori 1997), em
Floresta Estacional Semidecidua (Figliolia & Pifia-Rodrigues 1995; Veloso et al. 1997), em
Floresta Ombrofila Densa Alto-Montana (Roderjan & Kuniyoshi 1988; Meireles, Shepherd &
Kinoshita 2008; Bertoncello 2009), estando entre as espécies que mais contribuem na formacao
de biomassa morta na Serra da Mantiqueira (Meireles et al. 2008). Consideramos D. brasiliensis
um 6timo modelo para nossa investigacao, pois € uma espécie indicadora de ambientes de clima
umido e frio, associada a Araucaria e Podocarpus nos processos de retracdo e expansdo de suas
distribuicdes conforme as flutuacGes climaticas do Pleistoceno (Falkenberg & Voltolini 1995;
Oliveira, Behling & Pessenda 2008). Dentre as angiospermas dicotileddneas da flora brasileira,
D. brasiliensis pertence a ordem Canellales, a unica com auséncia de elementos de vasos, sendo
considerada a ordem mais basal das angiospermas viventes (Metcalfe 1987; Barroso et al. 1999;
Abreu et al. 2005).

Eremanthus erythropappus MacLeish (Asteraceae), popularmente conhecida como
“candeia-da-serra” (Souza et al. 2003), € uma espécie lenhosa, geralmente com porte de arbustos
e arvoretas, podendo apresentar habito arbdreo, com até 10 m de altura (Rosal 2004; Chagas,
Filho & Lisi 2007). E heliofila, pereniflia com folhas simples, predominantemente
hipoestomaticas com a superficie abaxial esbranquicada devido a grande quantidade de tricomas
(obs. pessoal). E uma espécie pioneira na formacdo vegetal de campos (Carvalho 1994),
frequente em ambientes de altitudes mais elevadas e bordas de florestas alto-montanas (em

altitudes geralmente acima dos 1500 m) especialmente na Serras da Mantiqueira e Espinhaco
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(Souza et. al. 2003), onde o solo se classifica como cambissolo e litossolo, com rochas afloradas
(Pereira 1998). Essa espécie ocorre na Argentina, Paraguai e em quase todas as regides do Brasil,
exceto na regido Norte (Carvalho 1994; Pedralli, Teixeira & Nunes 1997).

Myrsine umbellata Mart. (Myrsinaceae) (segundo classificagdo sugerida em Freitas 2003;
Freitas & Kinoshita 2005), é popularmente conhecida como Capororocdo. E uma espécie
lenhosa, geralmente de habito arbustivo ou arvoreta, podendo apresentar porte arb6reo com mais
de 20 m de altura (Freitas 2003). E heli6fila, perenifolia, pioneira, seletiva higréfila, de folhas
simples cartaceas, glabras, lisas, ovaladas, com distribuicdo alterna, dotadas de tricomas
glandulares peltados irregularmente distribuidos em ambas as superficies foliares (Lorenzi 2002;
Freitas 2003). E uma das espécies da familia mais amplamente distribuida, com ocorréncia em
diversos habitats e bastante frequente na Mata Atlantica, tanto em mata primaria como em
capoeiras e areas abertas e nas matas de araucarias do sudeste paulista (Lorenzi 2002; Freitas
2003), sendo comum nas cotas altimétricas mais elevadas na regido de Monte Verde na Serra da
Mantiqueira (Meireles et al. 2008). O género Myrsine também tem sido relacionado as
formacdes de florestas de araucaria em periodos geologicos mais frios e Umidos (Oliveira,
Behling & Pessenda 2008).
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Figura

Campos do Jordao, SP
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Figura 1. Dados climaticos para a regido de Campos do Jordédo a 1620 m de altitude de 1994

a 2008, segundo dados CITAGRO (2009). Barras representam medias mensais de precipitacao

(mm) e a linha cinza as médias mensais de temperatura (°C), com os respectivos desvios padrdo

em linhas verticais. As informacdes na parte superior do grafico referem-se ao local, nUmero de

anos de observacdo, altitude, temperatura média anual, precipitacdo mensal média.
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CAPITULO I: Absorcao foliar de &gua em trés espécies lenhosas de Matas Nebulares, SP-

Brasil: evidéncias e estruturas anatomicas

Resumo

A chuva é considerada a principal fonte de dgua para espécies que ocorrem em florestas
tropicais. Entretanto, em habitats sujeitos a déficits hidricos no solo, fontes alternativas de agua
como neblina ou orvalho podem ser importantes, podendo, inclusive, ser absorvida diretamente
pelas folhas. Matas nebulares sdo caracterizadas por frequentes eventos de neblina e secas
esporadicas e sazonais. No entanto, pouco se sabe sobre a capacidade de absor¢do de agua da
neblina pelas folhas de espécies lenhosas em ambientes tropicais. Este estudo teve como objetivo
avaliar a capacidade de absorcdo pelas folhas e as vias de entrada de dgua em trés espécies
lenhosas comuns nas matas de altitude do sudeste brasileiro: Drimys brasiliensis, Eremanthus
erythropappus e Myrsine umbellata. Por meio de experimentos de nebulizacéo artificial com
agua enriquecida isotopicamente e aplicacdes de solugdes contendo sais fluorescentes tracadores
de vias apoplasticas nas superficies foliares, n6s demonstramos que as trés espécies estudadas
sdo capazes de absorver agua pelas superficies adaxial e abaxial. A dgua de neblina absorvida
pelas folhas de D. brasiliensis representou até 42% do conteddo foliar de agua, causou fluxo
reverso na seiva e reducdo na intensa transpiracdo noturna dessa espécie. Agua difundiu
diretamente pela cuticula em ambas superficies foliares para todas as espécies. Tricomas tectores
de E. erythropappus e tricomas glandulares de M. umbellata podem ser importantes vias de
entrada de agua nessas espécies. Apos atravessar a cuticula, as solugdes percorreram vias
apoplasticas epidérmicas e parenquimaticas, atingindo o xilema em E. erythropappus e
acumulando-se nas paredes das células coletoras de M. umbellata. A grande retencdo das
solucdes tracadoras pelas vias apoplasticas do mesofilo pode estar relacionadas a abundancia de
compostos hidrofilicos nas folhas, especialmente em D. brasiliensis e M. umbellata, como

observamos na caracterizacao anatomica.

Palavras-chave: cuticula, tricomas, vias apoplasticas, células coletoras, agua deuterada,
fluxo reverso, Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata
27



Abstract

Rainfall is considered the main water source for plants in tropical forests. Nevertheless,
alternative water sources such as fog and dew can play an important ecological role in habitats
with seasonal water deficits, especially because some plants can absorb water directly through
their leaves. Cloud forests are characterized by frequent fog formation all the year long, even
during periods of sporadic and seasonal droughts. However, there is scarce information about the
process of direct fog water uptake through leaves of woody species in tropical environments. The
objective of this study was to assess the potential of foliar water uptake and the anatomical
pathways involved in this process on three common woody species from Brazilian cloud forests:
Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus e Myrsine umbellata. We conducted greenhouse
experiments using artificial fog enriched in deuterium isotopes and labelling experiments with
fluorescent apoplastic tracers. We demonstrated that the three species can absorb water directly
through their adaxial and abaxial leaf surfaces. Leaf water uptake contributed to 42% of total
foliar water content in D. brasiliensis. Fog exposition also caused reversals in sap flow and
reduced nighttime transpiration for this species. Water can diffuse directly through leaf cuticles
in both leaf surfaces for all species. Tector trichomes of E. erythropappus and glandular peltate
trichomes of M. umbellata can be important pathways for water uptake in these species. After the
cuticular barrier is transposed, solutions can move through apoplast routes at epidermis and
parenchyma reaching the xylem in E. erythropappus and accumulating on collector cell walls of
M. umbellata. The great retention of solution with apoplastic tracers along the mesophyll could
be related to the high abundance of hidrofilic compounds over the leaf surfaces, observed

especially in D. brasiliensis and M. umbellata.

Key words: cuticle, trichomes, apoplastic routes, collector cells, deuterated water, reverse

rates of sap flow, Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata
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Introducéo

A folha é o 6rgdo mais eficaz para realizar trocas gasosas, sendo a fotossintese sua funcéo
primordial (Taiz & Zeiger 2006). No entanto, quando expostas a atmosferas saturadas, folhas
também podem absorver umidade depositada sobre suas superficies melhorando seu status
hidrico mesmo que ndo ocorra a hidratacdo do solo (Haberlandt 1965; Breshears et al. 2008;
Simonin, Santiago & Dawson 2009). Embora a absorcdo foliar de dgua tenha sido demonstrada
para espécies nativas em varios ecossistemas, pouco se sabe sobre o significado ecoldgico desse
processo. Esse fendmeno € frequente onde ha ocorréncia de eventos responsaveis pela formacéo
de uma atmosfera saturada em torno da vegetacdo e/ou deposicdo de agua sobre as superficies
foliares (Stone 1957; Leyton & Armitage 1968; Ourcival, Berger & Le Floch’H 1994;
Grammatikopoulos & Manetas 1994; Bourcher et al. 1995; Yates & Hutley 1995; Munné-Bosch,
Nogues & Alegre 1999; Munne-Bosch & Alegre 1999; Gouvra & Grammatikopoulos 2003;
Burgess & Dawson 2004; Oliveira et al. 2005; Breshears et al. 2008; Zimmermann et al. 2007;
Simonin et al. 2009; Limm et al. 2009). Entretanto a ocorréncia desse processo em matas
nebulares e as vias de entrada de &gua para o interior da folha ainda ndo foram descritas para

nenhuma espécie lenhosa de florestas tropicais.

A entrada de &gua pelas folhas pode ocorrer pela cuticula, mesmo que esta estrutura seja
vista como uma barreira fisico-quimica extremamente eficiente contra perda de dgua (Dybing &
Currier 1961; Grammatikopoulos & Manetas 1994; Yates & Hutley 1995; Gouvra &
Grammatikopoulos 2003; Anderson 2005; Widholzer 2005; Mastroberti & Mariath 2008;
Schénherr 2006; Kerstiens 2006). Na realidade, estudos recentes tém revelado que a cuticula é
uma estrutura complexa e dinamica, capaz de modificar suas propriedades biofisicas e alterar sua
permeabilidade em resposta a mudancas nas condi¢cGes ambientais (Schreiber et al. 2001;
Schénherr 2006). A composicdo heterogénea da cuticula pode apresentar regides mais
permeaveis, ricas em poros ou vias (possivelmente canais cuticulares anastomosados) pelas quais
pequenas particulas podem se mover (Martin & Juniper 1970; Miller 1986). Essas estruturas
podem apresentar composicdo quimica apolar e polar para o transporte de solugdes com
diferentes propriedades quimicas. Os poros e vias apolares sdo formados por ceras para absorcao

de compostos hidrofébicos (Schreiber et al. 2001; Kerstiens 2006) e 0s poros polares (aqueous
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pores) sdo estruturas dindmicas bastante permedveis a agua e solutos idnicos (Schénherr 2000,
2006; Schonherr, Fernandez & Schreiber 2005; Schlegel, Schénherr & Schreiber 2005; Kerstiens
2006; Schonherr 2006; Ohruit et al. 2007). Os poros polares podem formar verdadeiras vias
continuas de difusdo de solugcdes polares e podem apresentar uma diversidade de arranjos e
preenchimentos, por exemplo, por pectina (Lyshede 1978), carboidratos (Hoch 1979) ou
proteinas (Bregman & Graven 1997). Inclusive, alguns poros polares séo revelados apenas na
presenca de agua (Schonherr 2006) e podem ser permanentes e/ou eventuais, aumentando a
permeabilidade cuticular em resposta ao aumento da umidade relativa do ar (Chamel et al. 1991;
Montelth 1995; Kerstiens 1996, 2006; Hoad et al. 1997; Schreiber et al. 2001; Schreiber et al.
2001, 2005; Schonherr 2006). A permeabilidade aumenta em fungdo dos ajustes na matriz
polimérica de cutina ndo-esterificada que apresenta varios grupos carboxila livres, configurando
uma estrutura de polieletrolitros muito sensiveis a umidade (Van Hove & Adema 1996;
Schreiber et al. 2001). Como resultado da adsorcédo das moléculas de agua, os dominios polares
das barreiras ao transporte na membrana de matriz polimérica distendem, possivelmente através
do fluxo de ions, e consequentemente o tamanho e/ou o nimero de poros polares aumentam
(Schreiber et al. 2001). Dessa forma, os poros polares cuticulares podem desempenhar um papel
ecolégico importante na retencdo de dgua quando o ar esta seco e na absor¢édo de agua por folhas

e frutos durante neblina e chuvas, como sugeriu Schonherr (2006).

A absorcdo de dgua também pode ocorrer atraves de ectodesmas que sdo caracterizados
pelo prolongamento protoplasmatico delimitados por elementos da parede celular da epiderme
que conduzem solugdes atraves das camadas cuticulares para os tecidos mais internos (Franke
1967; Martin & Juniper 1970; Eichert & Burkhart 2001; Widholzer 2005; Schénherr 2006). Os
mecanismos envolvidos na absorcdo pelos ectodesmas podem ser passivos (Martin & Juniper
1970) ou podem ser controlados por processos metabolicos (Franke 1961). No entanto, a
dinamica do funcionamento das vias absortivas, de forma geral, ainda é pouco conhecida
(Widholzer 2005).

Uma vez ultrapassada a barreira cuticular, 0 movimento da agua pode ocorrer por trés
principais vias (cf. Steudle & Peterson 1998): apoplasticas, simplasticas (pelos plasmodesmas

celulares) e transmembranas (pelas membranas celulares). A via apoplastica ocorre através do
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apoplasto constituido pela ligacdo de todas as paredes celulares, lamela média (ou mediana) e
espacos intercelulares. O espaco apoplastico forma uma via continua para o transporte de solutos
através das paredes celulares, muito mais rapido do que a via simplastica (Meidner & Sheriff
1976; Canny 1993). A sacarose em solucdo aquosa, por exemplo, percorre 0 mesofilo foliar e
atinge o floema rapidamente através do apoplasto (Canny 1993). Ao movimentar-se através do
apoplasto, a agua ndo atravessa nenhuma membrana, por isso os sais fluorescentes marcadores
de vias apoplasticas podem ser visualizados nas regides de contato entre celulas. As paredes
celulares, em geral, restringem as taxas de difusdo de solutos, variando conforme a natureza do
tecido (Canny 1990). A epiderme adaxial das folhas de trigo, por exemplo, apresentaram taxas
de difusdo de sais marcadores de via apoplastica muito maiores do que a epiderme abaxial
(Baker & Hunt 1981; Canny 1990). Isso porque ha vias nanométricas especificas em diferentes
regides das paredes celulares nas quais os tracadores podem difundir até encontrar os locais de
cruzamento para porcoes simplasticas (denominadas flume), onde os sais tracadores podem ficar
acumulados (sumps) (Canny 1990). A absorcdo pode ocorrer pelas paredes das ceélulas
epidérmicas preferencialmente naquelas localizadas acima dos feixes vasculares (Dybing &
Currier 1961). A agua pode ser retida em células mucilaginosas (Mastroberti & Mariath 2008) ou

difundir por todo o mesofilo foliar (Gouvra & Grammatikopoulos 2003; Widholzer 2005).

A participacdo dos estbmatos no processo de absorcdo de agua foliar ainda é bastante
controversa (Schlegel et al. 2005; Widholzer 2005; Eichert et al. 2008; Burkhart 2010), embora
ja verificada (Dybing & Currier 1961; Eichert & Burkhart 2001; Eichert et al. 2008; Burkhart
2010). E possivel que estruturas comumente associadas aos estdmatos, como 0s poros polares
presentes sobre células-guarda, favorecam a absorcdo (Franke 1964; Schlegel et al. 2005). Alem
disso, camadas e plugs mucilaginosos epistomaticos podem estar envolvidos na absorcao direta
de umidade pela presenca de céations di-(multi-)valentes que conferem protecdo as folhas na
perda excessiva de pressdo de turgor em baixas umidades relativas (Westhoff et al. 2009). Plugs
epiestomaticos ricos em compostos acido-mucopolissacaridico em Drimys winteri, além de
aumentarem a resisténcia a transpiracdo, facilitam a absor¢do de &gua da neblina, chuva ou
mesmo da evaporacdo do solo e transpiracdo de folhas localizadas em estratos mais baixos

(Westhoff et al. 2009). Plugs estométicos podem mediar a absor¢do foliar suprindo os tecidos
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aereos de forma imediata, em contraste ao transporte das raizes as folhas, que pode levar muitos
dias ou até um més em &rvores muito altas (Westhoff et al. 2009). A densidade de plugs pode
variar sazonalmente e quanto maior a densidade dos plugs, maior o suprimento de &gua

atmosférica de forma direta em varias espécies (Westhoff et al. 2009).

Outras estruturas podem mediar a entrada de &gua pelas folhas. Hidatodios epidérmicos,
que representam uma abertura da cuticula e da epiderme envolvidos no processo de gutacdo
(Curtis 1943; Wood 1970; Metcalfe & Chalk 1983), podem obter agua do orvalho e neblina em
espécies de Crassula (Fahn Werker & Ben-Zur 1979; Martin & von Willert 2000). Tricomas
também podem absorver solucGes em virtude de atividade osmoética ndo apenas em bri6fitas e
pteridofitas, mas também em muitas fanerofitas (Ennis & Boyd 1946; Haberlandt 1965; Katz et
al. 1989; Boyce et al. 1991; Jagels 1991; Schreider et al. 2001; Schlegel et al. 2005; Ohruit et al.
2007).

Tricomas com capacidade de absorcdo estdo presentes em diversas espécies epifitas,
carnivoras, poiquiloidricas, e de ambientes xéricos, e apresentam grande diversidade estrutural:
simples, capitados, peltados, escamosos, uni ou multicelulares e glandulares (Haberlandt 1965;
Martin & Juniper 1970; Lyshede 1978; Benzing et al. 1976; Pridgeon 1981; Benzing & Pridgeon
1983; Fahn 1986, 1990). Os tricomas glandulares geralmente apresentam células basais com
paredes intensamente cutinizadas e suberizadas nas células-base que previnem o fluxo de
solucdes pelo apoplasto (stalk cells) (Fahn 1986, 1990). Esses tricomas sdo geralmente
relacionados a secrecdo de compostos, mas também podem absorver solutos (Fahn 1986, 1990).
A influéncia dos tricomas nos processos absortivos varia entre espécies e pode ser resultante das
diferentes propriedades quimico-estruturais dos tricomas (Fahn 1986). Além disso, uma grande
densidade de poros polares (aqueous pores) (Schlegel et al. 2005; Schonherr 2006; Ohruit et al.
2007) e ectodesmas (Franke 1961; Schonherr 2006) ja foram encontrados em tricomas de muitas
espécies, especialmente na regido da base. Embora alguns tricomas ja tenham sido relacionados a
absorcdo, ainda ndo ha um entendimento completo sobre o seu papel funcional nos processos
absortivos, e sim apenas algumas evidéncias de sua grande plasticidade estrutural e dinamismo.
Mesmo camadas suberificadas consideradas hidrofobicas, podem apresentar microcanais que se

expandem quando em atmosfera saturada promovendo a absorcdo pelas porgoes hidrofilicas
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(como substancias pécticas) e se fecham quando em condi¢bes de seca, minimizando a
transpiracdo excessiva (Lyshede 1979). Em Passiflora incarnata e Plantago major foi observada
uma maior densidade de ectodesmas na parede das células epidérmicas no periodo noturno e
retracdo no periodo diurno, indicando uma variacdo sazonal e mesmo circadiana nas

propriedades absortivas de tricomas (Metcalfe 1987).

De fato, sdo diversos 0s mecanismos e as variaveis que podem influenciar na aquisicéo de
agua pelas folhas. Mas independente das vias, quando a &dgua atinge o interior foliar se difunde
muito mais facilmente do que os fotoassimilados, que continuamente atingem o floema pelas
vias apoplasticas foliares (Meidner & Sheriff 1976; Canny 1990). Sendo absorvida, a &gua foliar
pode melhorar o status hidrico, preenchendo os feixes vasculares e tamponando o sistema
vascular contra processos de cavitacdo por seca (Zimmermann et al. 2007). Além disso, a agua
interceptada e absorvida pelas folhas pode ser redistribuida para outros tecidos através da
mudanca na direcdo do fluxo de seiva no xilema (Burgess & Dawson 2004). A quantidade de
agua absorvida pelas folhas de Sequoia sempervirens durante eventos de neblina é baixa, mas é
suficiente para provocar o fluxo reverso da seiva, melhorando o status hidrico de toda a planta,

inclusive na regido de contato radicular com o solo (Burgess & Dawson 2004).

Apesar das evidéncias de absorcéo foliar de agua, os estudos que descrevem estruturas
anatdmicas e mostram sua funcdo em um contexto ecoldgico séo raros (Qiu et al. 2010). Com o
presente trabalho pretendemos investigar a ocorréncia da absorcdo de agua pelas folhas e as
estruturas envolvidas em espécies lenhosas de matas de altitude do sudeste brasileiro, sujeitas a
eventos frequentes de neblina. E possivel que as folhas de espécies lenhosas de matas nebulares
possam absorver a agua depositada nas suas superficies quando expostas a seca do solo,
diretamente pela cuticula ou por estruturas especificas como tricomas. Assim, temos como
objetivos: 1. avaliar a capacidade de absorcao de agua pelas folhas em trés espécies comuns em
matas nebulares: Drimys brasiliensis (Winteraceae), Eremanthus erythropappus (Asteraceae) e
Myrsine umbellata (Myrsinaceae), e 2. elucidar as estruturas foliares envolvidas na absorcéo de
agua nessas espécies. Para isso, realizamos dois experimentos: nebulizacdo com agua deuterada,
onde o enriquecimento da composi¢do da agua foliar foi usado como evidéncia da absorcéo de

agua da neblina; uso de solucdes contendo sais fluorescentes tracadores de via apopléstica que
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possibilitam reconhecer possiveis vias de entrada e a deposicdo posterior da solugdo (Dybing &
Currier 1961; Katz et al. 1989; Gouvra & Grammatikopoulos 2003; Widholzer 2005; Cutler,
Botha & Stevenson 2008; Mastroberti & Mariath 2008). Complementarmente acompanhamos
mudancas na direcdo e magnitude do fluxo de seiva em D. brasiliensis usando o método de
pulsos de calor (Burgess & Dawson 2004), para verificar os efeitos da nebulizacdo
exclusivamente da parte aérea como evidéncia da absor¢do em um individuo de porte arbdreo

submetido a seca do solo em casa de vegetacdo.

Material e métodos
Caracterizacdo anatdémica das espécies

As laminas histologicas para as analises anatémicas foram preparadas no Laboratorio de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia vegetal (IB/ UNICAMP) com folhas maduras e
completamente expandidas de cada espécie fixadas em FAA e FNT. O material permaneceu em
solucdo FAA 50 (formalina, acido acético, alcool etilico 50% 1:1:18 v/v) por 24h sob vacuo e
estocadas em alcool 70% (Johansen 1940); e em solucdo FNT tampéo fosfato (formalina neutra
tamponada; tampéo fosfato, formalina 9:1 v/v) por 48h sob vacuo, passando por oito lavagens

em agua destilada a cada duas horas, e em seguida, em alcool 30%, 50% e 70% (Clark 1973).

A porcdo mediana da lamina foliar, entre a nervura central e a borda, foram incluidas em
resina plastica (Historesin®, Leica), seguindo as recomendacdes do fabricante, seccionadas em
microtomo rotativo e coradas com Azul de Toluidina (O’Brien, Feder & McCully 1964, O’Brien
& McCully 1981). Para deteccdo de pectinas acidas hidrofilicas, lipidios totais, compostos
fendlicos simples e compostos polissacaridicos utilizamos, respectivamente, Vermelho de
Ruténio (Johansen 1940, Widholzer 2005), Sudam Black (Pearse 1980), Cloreto Férrico
(Johansen 1940) e Reacfo ao Acido Periodico de Schiff (Reacdo PAS) (McManus 1948).

Para a analise da superficie foliar em microscopia eletronica de varredura fixamos a
regidao mediana do limbo (sem a nervura) em Solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965) e FNT
(formalina neutra tamponada), posteriormente desidratadas em série etilica e secas pelo método

do ponto critico com CO,. Apds o ponto critico, as superficies adaxial e abaxial foram fixadas
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em solucdo de Karnovsky e metalizadas com ouro coloidal por 220 segundos. A analise e 0
registro eletromicrogréafico foi realizado ao microscopio eletronico de varredura JEOL-
JSM5800LV no Laboratério de Microscopia Eletrénica (1B/ UNICAMP), sob responsabilidade
da Profa. Dra. Mary Anne Heidi Dolder.

Experimentos para verificar a absorcéo foliar de agua
1. Experimento de marcacao por agua deuterada

Para quantificar a importancia da umidade foliar noturna no status hidrico das plantas,
comparamos o potencial hidrico e a composicao isotdpica do hidrogénio da agua foliar de plantas
expostas e ndo expostas a neblina em casa de vegetacdo. Para isso, utilizamos nas nebulizacfes
agua enriquecida por 6xidos de deutério (Cambrigde Isotope Lab., Inc. Andover, MA/USA) com
composicao isotdpica bastante distinta da agua comumente usada na irrigagdo. Quanto mais
distintas isotopicamente, maior a precisdo para a determinacgéo do total de agua utilizado de cada
fonte (Phillips & Gregg 2001). Os valores isotdpicos sdo expressos em notacdo padronizada delta
(partes por mil ou %o) relativo ao padraio V-SMOW (Vienna Standart Mean Ocean Water)
(Ehleringer & Dawson 1992). Para determinar a propor¢cdo de agua nas folhas que advém da
agua nebulizada versus agua do solo usamos o modelo de mistura IsoError (Phillips & Gregg
2001).

Doze individuos de D. brasiliensis e M. umbellata e dezoito de E. erythropappus,
provenientes do experimento conduzido em longo prazo em casa de vegetacdo (Capitulo I1)
ficaram sete dias sem receber irrigacdo antes de iniciarmos o experimento. O vaso de cada planta
foi encoberto com plastico e isolado por parafilme para evitar a entrada da agua no solo. Esses
individuos foram separados de forma pareada a fim de criar dois lotes homogéneos, um para
compor o tratamento de exposicdo a neblina enriquecida em Deutério (Tratamento D) e outro
para o tratamento controle (CT). Antes do inicio do experimento, as 17h30, coletamos de duas a
oito folhas maduras, para verificar a composicdo isotopica da agua foliar antes de iniciar os
tratamentos. Essas folhas foram armazenadas em tubos plasticos, vedados por parafilme e

mantidos em freezer a -20°C. Também medimos o potencial hidrico foliar de uma folha antes e
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depois do tratamento de cada individuo com uma camara de pressdo, Bomba de Scholander
(Model 1000, PMS, USA) (Scholander et al. 1965).

As plantas a serem nebulizadas (Tratamento D) foram assistematicamente distribuidas em
uma camara de nebulizacdo montada em estrutura de PVC (1,5 X 1,0 X 0,78 m) para criar uma
atmosfera saturada. Para a nebulizag&o, utilizamos um umidificador ultra-sénico que emite 80%
de particulas de 4gua menores que 10 micras por processo de cavitacdo por som (Waterclear
Premium, Soniclear, SP- Brasil). A exposicao a neblina durou 12 horas durante a noite e a agua
enriquecida apresentava uma composicao isotopica de deutério (6D) de 668,8+1,2%0 (Média +

Desvio Padréo).

No interior da camara de nebulizacdo, instalamos um sensor de umidade foliar acoplado a
um armazenador de dados (Onset HOBO Micro Station Data logger - Modelo H21-002), para
monitorar a formacdo imediata da pelicula de agua sob as folhas apos o inicio da nebulizacéo.
Esse procedimento assegurou que ndao houve influéncia do efeito da difusdo contraria (no sentido
atmosfera-folha) do vapor de adgua do ar no enriquecimento da composic¢ao isotopica da agua
foliar (Limm et al. 2009). A saturacdo da lamina foliar pela umidade depositada atingiu valores
de 100% em menos de cinco minutos de exposicdo a nebulizacdo no experimento, ndo havendo
tempo habil para uma “contaminagdo” da agua foliar meramente por difusdo da dgua atmosférica

para o interior foliar.

As 7h30 do dia seguinte coletamos de duas a oito folhas dos mesmos individuos para
andlise da composicao isotopica de deutério da 4dgua foliar (D) e medimos o potencial hidrico.
Para remover a agua adsorvida, lavamos todas as folhas com a &gua utilizada na irrigacdo das
plantas controle que apresentava dD=-44,45+0,66%0 (Média + Desvio Padrdo) (adaptado de
Limm et al. 2009). Apds lava-las, secamos as folhas em papel toalha e pano de algodao antes de
armazena-las em tubos plasticos vedados por parafilme. Os tubos foram mantidos em freezer a -
20°C até a extracdo de toda agua foliar por destilacdo criogénica a vacuo (Ehleringer, Roden &

Dawson 2000) no Laboratdrio de Ecologia Isotépica, CENA/ USP - Piracicaba.

A andlise da composicdo isotopica de deutério foi realizada no Centro de Pesquisas

Geocronoldgicas (CPGeo/ USP, Sdo Paulo) através de um espectrémetro de massa DeltaPlus
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Advantage (Thermo Finningan). O erro intrinseco das analises é de -0,5%.. O volume de agua de
dezessete amostras foi insuficiente para as analises no espectrémetro e 4&gua com composicao
isotdpica conhecida foi adicionada para obtencdo do volume ideal. Comparamos a composicao
isotopica da dgua foliar (expressa como valores 6D com unidade de %o) e os potenciais hidricos
dos individuos submetidos ao tratamento de nebulizacdo (D) e de individuos controle, sem
nebulizagdo (CT). Para possibilitar verificar o efeito da nebulizacdo na composicdo isotdpica da
agua foliar (6D) e no potencial hidrico foliar, criamos duas categorias em cada um dos
tratamentos em funcdo do periodo da amostragem: a noite, antes de iniciar o experimento

(Before) e pela manha, depois da exposicao ou ndo a neblina (After).

Os dados da composicéo isotopica de hidrogénio e de potencial hidrico das trés espécies
ndo apresentaram distribuicdo normal pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk
(p<0,05). A maior parte dos dados ndo apresentou homocedasticidade dos residuos, considerando
as variancias entre os tratamentos (com p>0,05 pelo Teste de Bartlett). As transformacdes
testadas (logaritmica, exponencial, arcoseno, seno) ndo foram adequadas para a normalizacédo da
maior parte dos dados e assim, padronizamos as analises pelo método ndo parameétrico Kruskal
Wallis (KW), seguido do Teste Tukey para reconhecer quais categorias diferem entre si
utilizando o software Systat 11 (Systat Software Inc., Point Richmond, CA). Os graficos foram

compilados através do CorelDrawn1l (2002).

A magnitude da diferenca de 6D e do potencial hidrico foram obtida com a subtragao dos
valores noturnos (antes) aos valores matutino (depois) do mesmo individuo para cada tratamento
(CT e D). Excluimos os individuos em que alguma das medidas realizadas apresentou problemas
na leitura do D pelo equipamento, uma vez que valores menores que -100%o sdo impossiveis de
ocorrer pela composicdo isotopica das fontes ultilizadas no experimento, o que justifica o

namero de amostras (N) reduzidos de D. brasiliensis em relacdo as amostras previstas.

2. Tracadores apoplasticos fluorescentes

Folhas maduras e completamente expandidas, do terco médio do tronco principal, de
plantas envasadas e mantidas em casa de vegetacdo no Departamento de Biologia Vegetal (1B/
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UNICAMP) foram destacadas e conduzidas imediatamente para o experimento em laboratério
(como em Widholzer 2005; Mastroberti & Mariath 2008).

As folhas foram acondicionadas em placas de Petri forradas por papel filtro umedecido,
proporcionando uma cdmara Umida, com umidade relativa estimada em 98% (Widholzer 2005).
As regibes do corte no peciolo foram seladas com graxa de silicone. Aplicamos 100uL da
solucdo aquosa a 0,02% de 8-hidroxipireno-1,3,6,-acido trisulfonico, sal trisddico HPTS —
Molecular Probes, e a 1% de Lucifer Yellow CH Dilithium salt — Sigma (LY) nas duas faces
foliares. Para as folhas controle aplicamos apenas agua destilada. Priorizamos a aplicagdo das
solugdes na porcéo da lamina entre borda e nervura central, por constituir a maior fracéo de area
foliar. Tanto o HPTS e o LY sdo atoxicos para os tecidos vegetais, soliveis de baixo peso
molecular, com atividade fluorescente sob pH da parede celular, de carga negativa, sendo que o
LY pode se ligar a aldeidos alifaticos (Oparka et al. 1988). Os dois sais fluorescentes séo
incapazes de cruzar o plasmalema para as vias simplasticas e transpor as membranas celulares
(Dybing & Currier 1959; Oparka et al. 1988; Canny 1990; Oparka & Read 1994; Widholzer
2005; Mastroberti & Mariath 2008).

As folhas com a solucdo de HPTS permaneceram no escuro por 2, 4, 6, 8 e 24 horas e por
24 horas com a solucdo de LY. ApoOs esses intervalos lavamos as folhas em agua destilada
corrente para a remocdo do excesso do tracador e as secamos cuidadosamente em papel filtro.
Priorizamos a regido central das porcfes foliares para as seccbes a mao livre. As laminas
histolégicas foram montadas em meio de montagem comumente usado em imunoflorescéncia:
glicerol em tampdo fosfato a 90%, ajustado ao pH 9 com a adicdo de 0,5 M de carbonato de
sodio (técnica adaptada pelos Profs. C.F.N. Widholzer, A. Mastroberti & J.E.A. Mariath, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS).

As laminas preparadas com material mantido em HPTS foram observadas e fotografadas
em um microscépico Leica DFC500M-R em epifluorescéncia, sob excitacdo ultravioleta (UV)
entre 340 a 380 nm e filtro de barreira de 400 nm, e os mantidos em LY sob excitacdo azul
intenso entre 450 a 490 nm, de filtro de barreira de 515 nm no Laboratério de Anatomia Vegetal
do Departamento de Botanica (Instituto de Biociéncias/ UFRGS) sob responsabilidade do Prof.
Dr. J.E.A. Mariath.
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3. Velocidade e direcdo do fluxo de seiva em D. brasiliensis

Para testar o efeito da neblina no uso de &gua de D. brasiliensis em solo seco, medimos a
velocidade do fluxo de seiva em um individuo de dois metros utilizando o método da razdo de
pulsos de calor (Heat Ratio Method, HRM) (Burgess et al. 2001a,b) (ICT International Pty Ltd,
Austrélia). Esse método, desenvolvido por Burgess et al. (1998) originalmente para medir fluxo
de seiva em raiz, permite medir fluxos baixos e reversos de seiva, como verificado em plantas
sob atmosfera saturada de umidade (Burgess & Dawson 2004). O método tem como principio o
registro do aumento da temperatura a partir de pulsos em dois pontos, um acima e outro abaixo
do aquecedor central. Assim, cada sensor contém dois pares de termopares acoplados ao tronco,
cada um com dois segmentos de leitura, e um terceiro, central, que emite os pulsos de calor, que,
neste trabalho, ocorreu a cada 30 minutos. O registro das medi¢des foi feito em um SL5 Smart
logger (ICT International Pty. Ltd., Austrélia) também a cada 30 minutos.

O individuo de D. brasiliensis foi removido do subosque da Mata Nebular do PECJ em
novembro de 2008 e mantido em vaso de 150L em substrato misto do solo local e terra vegetal
(Medereiros Plantas M.E.), sob irrigacdo diaria por microasperséo e radiacdo de 126+277 pmol
fotonsm?s? (MD + DP) e maxima de 1958 pmol fétonssm?s™ na casa de vegetacdo do
Departamento de Biologia Vegetal, IB/ UNICAMP. O experimento foi iniciado em janeiro de
2010 com a interrupcao da irrigacdo do solo, permanecendo em seca do solo por 20 dias. Para
iniciar as nebulizagdes, isolamos completamente a entrada de agua no solo impermeabilizando o
vaso e a base do tronco com plastico e parafilme. No quarto dia de seca, iniciamos as medi¢cdes
da velocidade do fluxo de seiva (Sap flow em cm/h) em dois sensores inseridos em diferentes
alturas no tronco principal. Um sensor foi acoplado mais proximo a base, a 43 cm em uma
porcdo com 2,5 cm de didmetro (chamado Sensor Base), e outro mais préximo ao apice, a 1,33 m
com 0,98 cm de didmetro (Sensor Apice). Devido ao pequeno didmetro do tronco, apenas um

termopar em cada sensor registrou os dados da velocidade do fluxo de seiva.

Para proporcionar uma atmosfera saturada montamos uma camara de nebulizacdo com
plastico de estufa em estrutura metalica ao redor do individuo arbéreo, que foi submetido a

quatro nebulizagOes noturnas entre 18h e 10h da manh& no 8°, 11°, 14° e 16° dia em seca do solo
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e uma nebulizacdo diurna das 10h as 13h, no 15° dia. O &pice foi cortado no pendltimo dia de
registro para zerar o fluxo no Sensor Apice, conferindo maior precisio na determinagdo do ponto
zero (Burgess et al. 2001a,b). Além disso, os dados de fluxo durante periodos noturnos de baixa
demanda evaporativa também possibilitam a determinacdo do ponto zero para 0 sensor base
(Burgess & Dawson 2004). Com a determinacdo do fluxo zero torna-se possivel distinguir o
fluxo reverso de seiva (do dossel para o tronco) e o fluxo normal causado pela transpiracéo (da
base para o dossel) (Oliveira et al. 2005).

Para monitorar 0s principais pardmetros ambientais durante o experimento utilizamos
sensores da radiagdo fotossinteticamente ativa (Photosynthetically active radiation, PAR em
umol fotons m?s™) e umidade foliar (Leaf wetness em %) acoplados ao HOBO Micro Station; e
da temperatura e umidade relativa pelo HOBO® Pro Series™ Weatherproof Loggers para
calcular o déficit de pressdo de vapor (Vapour pressure deficit, VPD em KPa). Dados da
velocidade do fluxo de seiva (V) foram demonstrados graficamente apenas para aqueles

registrados pelo Sensor Base durante o periodo do 04° dia ao 20° dia de seca no solo.

Resultados
1. Experimento de marcacao por dgua deuterada

A agua foliar das trés espécies tornou-se enriquecida em deutério apds a nebulizacdo (D.
brasiliensis: N=24, KW=14,557 p=0,002; E. erythropappus: N=36, KW=17,147 p<0,001; M.
umbellata: N=24, KW=24,485 p=0,001; Grau de liberdade, G.L.=3 para todas as analises)
(Figura 1). A mudanca na composicdo isotopica da agua foliar é uma evidéncia que houve
absorcdo direta de agua de neblina pelas folhas nas trés espécies. A diferenca de magnitude da
oD antes e depois da nebulizacdo, que indica a capacidade de absorcdo foliar de 4gua das
espécies, foi maior para D. brasiliensis, seguida por M. umbellata e E. erythropappus. Folhas de
D. brasiliensis apresentaram a maior capacidade de absorc¢do foliar de gua, pois a magnitude da
diferenca da 6D média entre os tratamentos foi de 327,66%o0, comparada a 210,40%o para M.
umbellata e 169,31%o para E. erythropappus.
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Os individuos das trés espécies submetidos a nebulizacdo absorveram grande quantidade
da &gua da neblina, sendo que 42% do conteudo de &gua foliar de D. brasiliensis foi proveniente
da neblina enriquecida em deutério (Intervalo de confianca - IC: 0-89%), 31% em E.
erythropappus (IC: 12-48%) e 30% em M. umbellata (1C: 20-39%).

Embora o aporte de &gua pela via foliar tenha sido evidenciado pelo enriquecimento em
is6topos de deutério, ndo houve diferencas significativas entre o potencial hidrico dos individuos
antes e depois da nebulizacdo para nenhuma das espécies (D. brasiliensis: N=24, KW=1,409,
p=0,703; E. erythropappus: N=32, KW=2,118, p=0,548; M. umbellata: N=24, KW= 1,184,
p=0,757; GL=3 para todas as analises).

2. Tracadores apoplasticos fluorescentes

Todas as espécies absorveram as solu¢des com os tracadores apoplasticos HPTS e LY,
mas diferiram quanto a via de entrada pelas diferentes faces foliares (adaxiais e abaxiais) e
quanto aos mecanismos envolvidos (difusdo direta pela cuticula e/ou por tricomas tectores ou
glandulares). O aumento da intensidade da fluorescéncia do HPTS no interior das folhas foi
proporcional ao tempo de exposicdo e os resultados obtidos apos 24 horas se assemelharam aos
obtidos com a aplicacdo do LY. A autofluorescéncia dos tecidos foi menor nas folhas observadas
em filtro azul para o ensaio com o LY. Além disso, a intensidade da fluorescéncia do LY foi
maior, o que o tornou mais detectavel do que o HPTS, e por isso priorizamos as imagens obtidas

dos tecidos foliares em contato como LY (Figura 2, 3 e 4).

Ambas as superficies foliares de D. brasiliensis apresentaram fluorescéncia devido a
presenca dos sais tracadores de vias apoplasticas (Figura 2: A-D). Foi possivel visualizar a
presenca do HPTS em 2 horas de contato com a solucdo, especialmente quando aplicado na
superficie adaxial intensificando-se gradualmente quanto maior o tempo de contato. A absorcao
da solucdo contendo LY ocorreu em algumas regies de forma mais concentrada na superficie
adaxial, em que houve grande intensidade da fluorescéncia dos sais (Figura 2B). Para essa
espécie, a solucdo passou diretamente pela cuticula e o acimulo do LY foi observado

principalmente nas paredes das células epidérmicas e do parénquima paligaddico, com deposicdo
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posterior, inclusive, no interior das células do parénquima palicadico (Figura 2B). O mesmo
padrdo foi verificado na aplicacdo da solucdo na superficie abaxial, com a presenca do tragador
por toda a cuticula e células epidérmicas, diferindo apenas pelo padrdo de acumulo nas células
do parénquima lacunoso que ocorreu de forma organizada em espacamento regular,
provavelmente devido as células-guarda dos estbmatos e as células mucilaginosas epidérmicas
(Figura 2D).

Folhas de D. brasiliensis sdo hipoestomaticas, dotadas de epiderme unisseriada,
parénquima palicadico e lacunoso (Figura 2E) e cuticula espessa, especialmente na superficie
abaxial onde ocorre com frequéncia uma penetracdo cuticular pelos ostiolos dos estdmatos
(Figura 2F). Todo o mesofilo é riquissimo em compostos fenolicos, lipidicos e polissacaridicos
(Figura 2F-1). Observamos a presenca de idioblastos com compostos heterogéneos, lipidicos
(Figura 2F) e uma grande concentragdo de polissacarideos nas epidermes das superficies adaxiais
e abaxiais (Figura 2H e I). Com vermelho de ruténio pudemos verificar a presenca de pectinas
acidas nas paredes celulares das células do parénquima palicadico e especialmente nas células
proximas da borda foliar e da nervura central, mas pela auséncia de aplicacdes das solucdes
nessas regibes ndo podemos descrever padrGes de absorcdo por essa via nas bordas e nas

nervuras.

A impregnacdo dos sais na cuticula adaxial de E. erythropappus também ocorreu em
regides especificas, sendo mais intensa nas regides de depressdes superficiais formadas apos a
senescéncia dos tricomas glandulares (Figura 3A e B). Observamos a ocorréncia dos tricomas
glandulares em diferentes estagios de desenvolvimento nas duas superficies foliares, até os
estagios finais de ruptura e pequenos fragmentos nas regides de depressdes. No tratamento com
HPTS, observamos apds 4 horas um leve aumento da fluorescéncia na porcdo da cabeca dos
tricomas glandulares e nas regides laterais entre o tricoma e a depressdao. No entanto, esse padrao
ndo foi observado em todas as folhas e ndo foi confirmado pelo tratamento com LY. Com a
aplicacdo da solucdo de LY na superficie abaxial, houve uma intensa impregnacao dos sais por
toda parede celular dos tricomas tectores ramificados, abundantes na epiderme abaxial (Figura 3
C e D). Os tricomas tectores apresentaram maior acumulo do LY nas paredes celulares da célula

apical e das regifes de contato entre a célula apical e célula basal do tricoma (Figura 3E). A via
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que 0s sais percorrem ap0s a impregnacdo nos tricomas tectores demonstra ser continua pela
presenca de sais nas paredes celulares das células epidérmicas e parenquimaticas até o xilema,
onde ocorreu intenso acimulo do LY (Figura 3C e D).

A estrutura foliar de E. erythropappus € hipoestomaética, dotada de epiderme unisseriada
com tricomas tectores ramificados, extremamente abundante na superficie abaxial e tricomas
glandulares em ambas superficies foliares (Figura 3F, H e L). Os feixes vasculares sdo envoltos
por bainha do feixe que frequentemente apresentam extensdes parenquimaticas (Figura 3G), que
aparentemente formam uma via apoplastica de transporte da solucdo absorvida para os feixes
vasculares (Figura 3D). O Sudam Black permite visualizar a cuticula espessa revestindo as
células epidérmicas e penetrando por entre as paredes celulares anticlinais (Figura 3H).
Compostos polissacaridicos estdo presentes nas paredes celulares das células epidérmicas e
parénquimaticas, sendo mais concentrados nas paredes celulares periclinais externas, que fazem
contato com a cuticula, e na porcdo superior das paredes anticlinais, como revelado pela reacéo
PAS (Figura 3l e J). Pectinas acidas estdo presentes nas paredes celulares, embora em baixas

concentragdes como revelado pelo vermelho de ruténio.

M. umbellata também absorveu solugcbes dos sais fluorescentes em ambas as superficies
foliares apoOs 2 horas de contato com o HPTS. As paredes das células em toda a extensdo do
mesofilo apresentaram fluorescéncia bastante intensa apds 24 horas em contato com a solucéo de
LY (Figura 4A e B). Observamos acumulo dos sais na cuticula das superficies adaxial e abaxial
(Figura 4C, D e E). Os sais concentraram-se ao longo de todo o mesofilo e mais intensamente na
regido onde estdo situadas as células coletoras, que apresentam uma distribuicdo regular logo
abaixo do parénquima palicddico (em aspecto linear no corte transversal) (Figura 4B). As
extensBes citoplasmaticas das células coletoras parecem envolvidas na passagem da solucdo da
cuticula adaxial para o interior foliar (Figura 4B e E). Completando a retencdo da solucdo pela
cuticula, verificamos intensa retencdo dos sais nos tricomas glandulares peltados das duas
superficies foliares (Figura 4F e G). Os poros estomaticos sdo evidentes nessa espécie mesmo em
cortes a mao livre e ndo encontramos sais fluorescentes, indicando que aparentemente ndo houve

absorcdo pelas cavidades estomaticas.
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M. umbellata apresenta folha hipoestoméatica, com epiderme unisseriada rica em
idioblastos mucilaginosos, com cuticula espessa, dotada de tricomas glandulares peltados,
parénquima pali¢adico e parénquima lacunoso com presenca frequente de cavidades secretoras.
Entre os dois parénquimas ha um arranjo linear de células coletoras (Figura 4H).Todo o tecido
foliar, apresentou abundéncia de compostos polissacaridicos (Figura 41 e J), inclusive a epiderme
abaxial e os tricomas glandulares peltados (Figura 4L e M). Esses tricomas glandulares foram
frequentes nas duas superficies de M. umbellata, em que ocorre uma ruptura no padrdo de
deposicdo de cuticula, que geralmente € espessa e uniforme sobre as células epidérmicas
ordinérias (Figura 4N). Houve reacdo positiva ao cloreto férrico, indicando a presenca de
compostos fendlicos, além de polissacarideos (Figura 40).

3. Velocidade e direcdo do fluxo de seiva em D. brasiliensis

O curso diario de fluxo de seiva (Sap velocity, V) em D. brasiliensis seguiu o curso de
déficit de pressdo de vapor (VPD), apresentando valores maximos entre 12 e 14h (Figura 5).
Houve uma reducdo gradativa da magnitude do fluxo de seiva com o aumento da seca no solo,
indicando controle estomético da transpiracdo diurna quando em seca (Figura 5). A espécie
apresentou valores positivos noturnos da velocidade do fluxo de seiva (Sap velocity, V),
especialmente nas noites do 7° e 9° dia em que ndo houve nebulizacéo, o0 que indica a ocorréncia

de transpiracao noturna (Figura 5).

A nebulizacdo causou uma reducédo significativa da velocidade do fluxo de seiva no
sentido ascendente raiz-parte aérea (Figura 5) e uma inversdo do fluxo de seiva especialmente na
madrugada do 14° dia até a manhd do dia seguinte (Figura 5 e 6). Houve um longo periodo de
fluxo reverso da seiva de baixa intensidade, nas Gltimas horas do 15° dia e na madrugada do dia
seguinte, mesmo na auséncia de nebulizacdo, pela formacdo de uma atmosfera saturada da noite

chuvosa (indicado pela seta média na Figura 5 e na menor da Figura 6).

No 16° dia em seca, a nebuliza¢do causou uma reducao abrupta da velocidade do fluxo de
seiva logo no inicio, sem haver, no entanto, fluxo reverso. Posteriormente, o fluxo reverso

ocorreu brevemente apenas na madrugada do 19° dia em seca mesmo sem nebulizagdo, enquanto
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esteve alta a umidade relativa atmosférica. A nebulizacéo diurna no 15°D reduziu a magnitude da
velocidade abaixo da verificada ao longo do experimento mesmo sob um altissimo VPD (Figura
5 e 6). A chuva no fim da tarde do 15° dia proporcionou a saturacdo da atmosfera na casa de
vegetacdo (na auséncia de nebulizacdo) e foi responsavel pelo aumento da umidade foliar, pela
reducgdo da velocidade e mudanca no sentido do fluxo de seiva apds as 20h (Figura 6).

Discussao

A capacidade de absorcdo de agua atraves das folhas foi demonstrada de forma direta por
dois métodos distintos nas trés espécies: marcacdo por agua deuterada e por sais fluorescentes
tracadores apoplasticos. O uso de isdtopos estaveis constitui uma importante ferramenta para
rastrear processos ecolégicos e tem sido amplamente utilizada para demonstrar a capacidade de
absorcdo de agua pelas folhas de varias espécies em Florestas de Sequoéias da California e em
vegetacdo semi-arida no sudoeste dos EUA (Burgess & Dawson 2004; Breshears et al. 2008;
Limm et al. 2009). O uso de sais fluorescentes, no entanto, constituiu uma ferramenta ainda
pouco utilizada para tal fim, mas que apresenta um grande potencial para elucidar as vias
apoplasticas e a deposicdo das solucdes absorvidas tanto em folhas quanto em raizes (Canny
1996; Widholzer 2005; Mastroberti & Mariath 2008). A inversdo do fluxo de seiva em D.
brasiliensis durante um evento de nebulizacdo em magnitude de taxa maxima relativa similar a
observada em Sequoia sempervirens (Burguess & Dawson 2004) constitui uma terceira

evidéncia da capacidade de absor¢édo de agua foliar.

1. Absorcdo foliar de agua e vias anatbmicas

Com as solucgdes contendo sais fluorescentes tracadores da via apoplastica, verificamos a
presenca dos sais no mesofilo advindos das superficies adaxial e abaxial nas trés espécies (Figura
2-4). Houve maior intensidade da fluorescéncia quando a solucdo foi aplicada na superficie
adaxial, sugerindo uma maior permeabilidade desta superficie, como observado em varias
espécies cultivadas que receberam solucdes de NAA (1-Naphthylacetic acid) nas folhas (Baker

& Hunt 1981). E importante ressaltar que nem todos os cortes anatdmicos demonstraram a
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presenca dos tracadores, pois a absorcdo foliar ndo ocorre necessariamente em toda a superficie
foliar (Haberlandt 1965) e nem toda a superficie seccionada entrou em contato direto com as
solugdes. Além disso, o rastreamento do sal fluorescente HPTS fica prejudicado pela intensa
autofluorescéncia dos tecidos foliares sob excitagdo UV. Dessa forma, o LY é mais facilmente
rastreavel, pois sua visualizacdo requer o filtro azul que barra os comprimentos de ondas da auto-

fluorescéncia em azul.

Embora a superficie adaxial demonstre ser mais permeéavel, observamos claramente a
absorcdo da solugdo com os tracadores na superficie abaxial mesmo em D. brasiliensis que
apresenta epiderme papilosa revestida por cuticula espessa e plugs estomaticos de natureza
lipidica, estruturas consideradas repelentes a formagao da lamina d’agua sobre as folhas (Smith
1943; Bailey & Nast 1944; Bongers 1973; Feild et al. 1998, 2006; Feild & Holbrook 2000). De
fato, os plugs estomaticos cuticulares sdo poros com material granular lipofilico que preenche a
cavidade acima das células guarda (Bailey& Nast 1944, Bongers 1973) e foram bem visualizadas
em reacdo com o Sudam Black em D. brasiliensis (Figura 2F). Estudos pioneiros sugeriram que
estas estruturas poderiam reduzir as taxas de perda de agua em condi¢cBes naturais,
desempenhando assim um papel compensatério na suposta ineficiéncia do sistema de transporte
hidraulico por traqueides (Bailey 1944, 1953; Bailey & Nast 1944; Grubb & Whitmore 1966;
Calquist 1975; Grubb 1977; Lawton & Dryer 1980). No entanto, o papel funcional destas
estruturas ainda € controverso, pois alguns autores sugerem que eles repelem a pelicula de agua
(Feild et al. 1998; Feild & Holbrook 2000) enquanto estudos recentes, incluindo o presente
estudo (Figura 2D), demonstram um papel de absorcéo de agua (Westhoff et al. 2009).

Westhoff et al. (2009) descreveram uma grande quantidade de compostos hidrofilicos,
como acidos mucopolissacaridicos em plugs estomaticos de varias espécies, inclusive de Drimys
winteri e propuseram que estes compostos estariam associados a absor¢do direta de agua pelas
folhas. Curiosamente, verificamos em lupa a entrada répida e instantanea de gotas de agua
aplicadas na superficie abaxial de folhas de D. brasiliensis provenientes do Nucleo de Santa
Virginia, Parque Estadual da Serra do Mar - SP. A estrutura esbranquicada cuticular que cobre a
superficie abaxial das folhas desta espécie se comportou como uma esponja retentora da agua.

Essa observacdo associada a evidéncia de compostos polissacaridicos na cuticula abaxial (Figura
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21 emrelagdo a H) corroboraram os resultados de Westhoff (2009) e se insere na discusséo sobre
0 papel dos plugs estomaticos como regido de condensacdo de agua (Burkhardt 2010). Nesse
contexto, o funcionamento desse tipo cuticular especializado pode ser ainda mais complexo, uma
vez que a estrutura cuticular pode apresentar plasticidade morfoldgica e funcional (Schénherr
1976a,b, 2000; Van Hove & Adema 1996; Schreiber et al. 2001; Schreiber 2005; Widholzer
2005; Burkhardt 2010).

A capacidade de absorcdo de agua via cuticular deve ser realcada, pois contrasta com o
papel comumente associado a essa estrutura, de uma simples barreira fisico-quimica eficiente
contra perda de &gua (Martin & Juniper 1970). De fato, a cuticula apresenta uma estrutura
extremamente complexa e elaborada e pode modificar sua permeabilidade em resposta a
estimulos ambientais (Schreiber et al. 2001; Schreiber 2005). A permeabilidade cuticular ndo
estd necessariamente relacionada a sua espessura ou cobertura por ceras, como sugerido por
muitos estudos anatdmicos descritivos. A composicéo e o arranjo (densidade e orientacdo) da sua
estrutura molecular sdo os principais determinantes do aumento da condutividade cuticular e
podem sofrer alteracdes conforme a pressdo osmotica do tecido e do deficit de pressao de vapor
atmosférico (Skoss 1955; Baker & Hunt 1981; Widholzer 2005; Kerstiens 2006).

A solucdo contendo os sais fluorescentes impregnou a cuticula (Figura 2D, 3B, 4D),
perpassou as paredes celulares epidérmicas, atingiu o parénquima das trés espécies (Figura 2B,D,
3D, 4D) e em E. erythropappus chegou até o xilema (Figura 3D). A difusdo apds a cuticula em
E. ertythropappus ocorreu através das paredes celulares da epiderme e do parénquima dotadas de
compostos pécticos e polissacaridicos, como revelado com o Vermelho de Ruténio e a Reacédo de
PAS (Figura 3J), até atingir o xilema (Figura 3D). Assim, a permeabilidade as solucfes vai além
da cuticula, envolvendo as paredes epidérmicas e do parénquima também em D. brasiliensis,
cujas células sdo riquissimas em compostos fendlicos, parte dos quais podem ter reagido também
ao PAS (Figura 2G, 1). A presenca mista dos compostos fenolicos com polissacarideos indica
uma composicdo hidrofilica (Kelsey 1984) que pode facilitar a retencdo de agua em espécies
arbéreas (Zimmermamm et al. 2007). Inclusive, € possivel que haja células especializadas do

parénquima pali¢adico responsaveis pelo acumulo das solu¢bes aquosas absorvidas, isso porque
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as solucBes contendo os sais tragadores parecem armazenadas no interior dessas células,

conforme o padrdo de retencdo ndo apenas nas vias apoplasticas (Figura 2B).

Ja em M. umbellata, a absorcdo de agua do exterior para o interior do mesofilo parece
ocorrer por intermédio das células coletoras, que fazem a conexdo entre o parénquima palicadico
e 0 parénquima lacunoso. As células coletoras nessa espécie apresentam expansdes
citoplasmaticas que fazem contato com as células epidérmicas adaxiais (Figura 4E), sendo esse
um padrédo distinto das que encontramos descritas em Psidium widgrenianum, em que a parede
periclinal € igualmente voltada para a face adaxial, mas conectando um numero variavel de
células do parénquima palicadico. Em M. umbellata, o contato das células coletoras faz-se
diretamente com as células epidérmicas adaxiais, o sugerindo que essas celulas interceptam e
armazenam a agua absorvida pela superficie foliar, uma vez que houve maior concentracdo dos
tracadores nas paredes celulares das células coletoras (Figura 4B). O acumulo de agua nao
necessita de tecidos extremamente especializados, algumas espécies de florestas Umidas
montanas, por exemplo, estocam agua na hipoderme foliar (Metcalfe 1987). Estudos realizados
em Crassula deceptor e outras plantas xerofitas sugeriram que a estrutura fisico-quimica das
paredes celulares epidérmicas pode formar vias polarizadas em que a dgua pode ser absorvida
mais prontamente. Esse mecanismo foi demonstrado em diversas sementes (Lyshede 1979).
Além das mudancas de polaridade na parede celular, microcanais também podem estar
envolvidos, como observado em Spartocystisus filipes (Lyshede 1979). Ambos 0s mecanismos

podem facilitar a translocacdo da agua externa a parede celular (Lyshede 1979).

Além da cuticula, verificamos a intensa retencdo dos tracadores nos tricomas tectores de
E. eryhtropappus e nos tricomas glandulares de M. umbellata, que parecem envolvidos na
adsorcdo e absorcdo da a&gua depositada na lamina foliar. Os tricomas tectores de E.
eryhtropappus sdo muito ramificados e cobrem toda a superficie abaxial, 0 que aumenta as
reentrancias e a superficie de contato com a solucdo (Figura 3D, E, L). E possivel que a
exposicdo da superficie abaxial foliar repleta de escamas absortivas, como observado em
algumas pteridéfitas, possa ocorrer em espécies de Asteraceae de matas de altitude e/ou

rupicolas. Essa alteracdo morfologica expde a superficie absortiva quando ocorre a perda do
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turgor foliar, o que facilita a retencdo e absorcdo da umidade depositada na superficie (Moran
2004).

Os tricomas glandulares peltados de M. umbellata estdo situados em depressoes
epidérmicas (Figura 4L-O) onde também se acumulam os sais, aléem da deposicdo observada nas
fendas entre as células da cabeca do tricoma (Figura 4G). Esses tricomas se assemelham
estruturalmente aos tricomas com capacidade absortiva presentes nas folhas de Tillandsia rigida,
principalmente na regido da base foliar, pois também sdo formados por um complexo
multicelular em uma concavidade epidérmica (Benzing et al. 1976). Os tricomas dessas espécies
ndo apresentam uma cobertura cuticular definida, nem espessa (Figura 3H, 4N), o que se
assemelha a descricdo dos tricomas absortivos unicelulares de espécies de deserto que
apresentam cuticula fina (Haberlandt 1965). Muitos tricomas apresentam um arranjo particular
cheio de ectodesmas (Franke 1961) e poros que permitem que a dgua difunda através das paredes
pontoadas da base do tricoma e atinja paredes adjacentes das células do mesofilo. Os tricomas
formados por células glandulares podem facilitar a formacao de uma via apoplastica continua do
exterior até o mesofilo, capacitando-os a um papel de absorcdo (Wahid 2003). Tricomas
multicelulares absortivos geralmente apresentam células basais de paredes finas e grande
conteddo protoplasmatico (Haberlandt 1965). Atkinson et al. (1967) verificou a absorcéo de ions
de CI' diretamente pelas glandulas foliares. Outros solutos também foram observados formando
depdsitos nas vias apoplasticas foliares, em zonas na base de glandulas e em paredes de células
base de glandulas e de idioblastos, indicando que o apoplasto pode encontrar-se aberto na base

de glandulas formando um caminho primario para o0 movimento de ions (Wahid 2003).

Grammatikoupolos & Manetas (1994) observaram que a presenca de tricomas na
superficie foliar pode, de fato, aumentar a retencdo de agua, beneficiando o status hidrico foliar
pela reducdo da transpiracdo e aumentando as chances de absorcdo pelas folhas. Reconhece-se
que tricomas possam desempenhar diversas funcdes de acordo com as condi¢des ambientais
(Save, Biel & Herralde 2000), sendo dotados de uma grande diversidade e complexidade
estrutural. Mesmo na mesma espécie, 0s tricomas podem atuar como camada de repulsdo as
goticulas de agua (“lifting strategy”) (Brewer & Smith 1997; Savé et al. 2000) ou proporcionar

acumulo de agua, que posteriormente podera evaporar, reduzindo a transpiracdo (‘“‘segregating
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strategy”’) (Savé et al. 2000). De forma geral, o arranjo das superficies foliares determinado pela
cuticula, epiderme e tricomas pode proporcionar aumento da superficie de contato e adsorcéo
mais intensa da pelicula de &gua (Burkhardt 2010), especialmente se apresenta potencial
osmatico mais negativo, favorecido pela presenca de camadas de &cidos muco-polissacaridicos
(Westhoff et al. 2009). A presenca de substéncias vacuolares favorece diminuicdo da pressao
osmética, o que afeta a viscosidade e a retencdo de agua (Kramer 1983). A presenca de
polissacarideos na cuticula e nas paredes celulares de E. erythropappus (Figura 3J), na cuticula e
epiderme de D. brasiliensis (Figura 2I) e na epiderme, rica em idioblastos, e nos tricomas
glandulares de M. umbellata (Figura 4J,M) pode favorecer o movimento de agua e solutos nas
plantas uma vez que ocorrem por difusdo ao longo de gradientes de potenciais hidricos
decrescentes (Kramer 1983).

Apos transpor a cuticula, a solucdo tracadora percorre as vias apoplasticas de forma
generalizada do mesofilo nas trés espécies, atingindo o xilema em E. erythropappus. As células
do mesofilo podem armazenar dgua mesmo que ndo apresentem modificacGes histologicas
evidentes, como ocorre em algumas especies de deserto (Haberlandt 1965). As trés espécies ndo
possuem estruturas tipicamente especializadas para o acumulo de agua, mas apresentaram
estruturas ricas em polissacarideos, especialmente D. brasiliensis e M. umbellata dotadas de
células epidérmicas e parenquimaticas mucilaginosas (Figura 21, 3J, 4J, 4M). Eventualmente
observamos maior intensidade na fluorescéncia dos sais entorno de alguns idioblastos de D.
brasiliensis e de M. umbellata, e em algumas cavidades secretoras de M. umbellata, mas ndo em
concentracdes significativas. Os idioblastos de D. brasiliensis apresentam contetdo bastante
diverso, como evidenciado pelas diferentes cores em Azul de Toluidina e em reacdo ao Sudam
Black (Figura 2F), enquanto M. umbellata sdo tipicamente mucilaginosos (Freitas 2003) (Figura
5J). Esau (1965) sugeriu que os idioblastos mucilaginosos de Myrsine estariam envolvidos no
armazenamento de agua, mas sdo fracas as evidéncias que encontramos para confirmar ou refutar
a sugestdo, diferente do que se observou em Araucaria angustifolia, onde foi intenso o acimulo
do tracador HPTS em células mucilaginosas (Mastroberti & Mariath 2008). E possivel que 0s
idioblastos apenas atuem de forma indireta na absorcdo, reduzindo o potencial hidrico na

superficie, para facilitar a difusdo da agua. Inclusive, Ohtani & Hostettman (1992) extrairam de
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uma espécie de Myrsinaceae africana (Rapanea melanophloeos) compostos polares ricos em
diferentes acucares (glucose, galactose, ramnose, etc) e ainda registraram a ocorréncia de
saponinas (heterosideos anfipaticos), cuja porc¢do hidrofilica proporciona elevada solubilidade e
que podem modificar a fluidez e a composi¢cdo das membranas, reduzindo a tenséo superficial de
agua pela sua propriedade surfactante (Manguro et al. 1997). Em M. umbellata, também estdo
presentes as cavidades secretoras, que podem apresentar relagdes com o ajuste osmético em
situacbes de seca (discussdo aprofundada no Capitulo Il). Essas cavidades podem estar
esvaziadas ou apresentarem compostos mistos (Freitas 2003), geralmente de aspecto resinoso
cuja coloracdo natural foi do amarelo ao ambar, reagindo somente em alguns cortes com Sudam
Black.

Pela natureza restritiva das vias simplasticas, a observacdo do percurso da agua pelas
células torna-se impossivel com o método dos sais fluorescentes, quando ndo ha especializacbes
celulares que promovam a passagem desses solutos. Isso porque a agua pode prosseguir por vias
simplésticas e mesmo transcelular (onde atravessa as membranas plasmaticas pelas aquaporinas),
sendo essas impermeaveis aos sais (Canny 1990). No entanto, a agua se difunde muito mais
livremente por todas as estruturas vegetais, devido a suas propriedades fisico-quimicas, como
viscosidade, solubilidade e capilaridade (Meidner & Sheriff 1976). Assim, a técnica empregada
foi suficiente para demonstrar que a absor¢do da solucdo contendo os sais ocorre e se difunde

amplamente no mesofilo, ampliando a possibilidade de difusdo da agua pelos tecidos vegetais.

E importante ressaltar que o processo de absorcéo foliar pode ser modulado por diversos
fatores como o proprio conteudo de agua na cuticula (Kerstiens et al. 2006), o status hidrico
geral das folhas e as condi¢cdes ambientais (Westhoff et al. 2009). Além dessas relacdes diretas
com a disponibilidade de agua, a absorc¢éo foliar pode variar com a idade da folha (Baker & Hunt
1981; Schreiber et al. 2001), entre as regides da folha (sendo menos intensa na regido do apice)
(Leyton & Juniper 1963) e as regifes que ocupam na parte aérea (Westhoff et al. 2009), com a
angulacdo, sendo mais intensa em angulos menores de 45 a 55° (Leyton & Juniper 1963), e com
a composicdo da microbiota associada (Schreiber et al. 2004). Verificamos uma microbiota
abundante em M. umbellata e em outra espécie do género (M. ferruginea) em microscopia de

varredura e nos cortes anatdmicos, ocorrendo proximo aos tricomas glandulares. A microbiota
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pode estar associada a secrecéo de carboidratos das mucilagens secretadas pelas glandulas, como
ocorre em Ardisia crispa (também Myrsinaceae dotada de tricomas glandulares peltados)
(Miller, Gardner & Scott 1984) e em outras espécies, como em Dioscorea (Behnke 1984).

Inclusive, encontramos em M. ferruginea o mesmo padrdo de retengdo dos sais
fluorescentes apoplasticos de M. umbellata, acrescido apenas da observacdo de acumulo de
HPTS nos tricomas tectores, também presentes nessa espécie. M. ferruginea, assim como M.
umbellata, é uma arvore perenifélia, heliéfila, seletiva higréfila e pioneira, ocorrendo em quase
todas as formagdes vegetais do pais e particularmente frequente em matas de altitude (Lorenzi
2002), em co-ocorréncia com as demais espécies estudadas do Parque Estadual de Campos do
Jorddo. E interessante a semelhanca dos resultados em uma espécie do mesmo género para
apontarmos o potencial absortivo de agua pelas folhas em espécies aparentadas e também em
grupos filogeneticamente distintos que co-ocorrem sob mesmas condi¢des ambientais. A falta de
agua no solo pode atuar como um fator de selecdo ao longo da evolugédo, favorecendo espécies
que sdo capazes de melhorar seu status hidrico a partir de fontes alternativas de agua depositadas
na superficie foliar, como neblina, orvalho, fracos eventos de chuva, evaporacdo do solo,

transpiracdo de plantas de estratos inferiores (Westhoff et al. 2009).

E possivel que haja interferéncia dos poros estomaticos na absorcdo pela superficie
adaxial, pois as trés espécies sdo hipoestomaticas e apresentaram intensa absorcdo das solucdes
por essa superficie (Figura 2D, 3D; ndo demonstrado para M. umbellata). Embora ndo se possa
elucidar com precisédo a participacdo especifica dessa via de absor¢do em cortes a méo livre, foi
possivel reconhecer um padrdo de deposicdo dos sais tracadores diferenciado em D. brasiliensis
pela fluorescéncia generalizada na epiderme abaxial (Figura 2D). E possivel que a intensa
absorcdo de agua pelas folhas nessa espécie envolva a participacdo de um mecanismo
higroscdpio que ativa a permeabilidade dos poros estomaticos em folhas maduras, justificando
altas taxas de permeabilidade (impossiveis apenas por transporte cuticular) e o transporte de
solutos maiores (Burkhardt 2010). Em E. erythropappus (Figura 3D) e M. umbellata o transporte
pelos estdmatos ndo deve ter tanta importancia como em D. brasiliensis, o que pode estar

relacionado a presenca dos plugs estomaticos (Westhoff et al. 2009; Burkhardt 2010).
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2. Fluxo reverso da seiva em Drimys brasiliensis

Apos o inicio da nebulizacdo, D. brasiliensis reduziu imediatamente o fluxo ascendente
da raiz para a parte aérea, revertendo o sentido do fluxo em menos de quatro horas de exposicao
a atmosfera saturada (Figura 5, 6). A magnitude do fluxo reverso de D. brasiliensis foi bastante
elevada em comparacdo as arvores amazonicas (Oliveira, comunicacdo pessoal) e semelhante ao
fluxo reverso maximo em sequoias (proximo de -10%) verificado por Burgess & Dawson (2004).
O fluxo reverso de seiva em D. brasiliensis atingiu até 10,6% do valor maximo de fluxo de seiva
diurno. E possivel que outras estruturas da parte aérea, como 0s ramos, estejam envolvidas no
processo de absorcdo, como ja foi verificado em outras espécies, sob pressdo (Katz et al. 1989).
Além disso, é interessante mencionar a ocorréncia de um longo periodo de fluxo reverso da seiva
de baixa intensidade, nas Gltimas horas do 15° dia e na madrugada do dia seguinte, mesmo na
auséncia de nebulizacdo (indicado pela Seta média na Figura 5 e a seta menor da Figura 6). Esse
fluxo reverso pode ter ocorrido em resposta ao gradiente de potencial de &gua mais negativo no

solo e maior potencial na atmosfera (baixo VPD causado pelas chuvas intensas).

Nesse experimento, observamos uma reducdo gradativa no fluxo ascendente de seiva ao
longo do experimento. Essa reducdo deve ter ocorrido em consequéncia do aumento da
resisténcia hidraulica na planta toda, possivelmente devido ao controle estomatico, a cavitacao
dos traqueides, mortalidade de raizes finas e reducdo da area foliar em resposta ao aumento da
seca no solo (Lambers, Chapin & Pons 1998; Larcher 2006). A seca repercute rapidamente em
menor desempenho ecofisiologico e a nebulizacdo exclusiva da parte aérea atenua seus efeitos
negativos (ver Capitulo I1). A nebulizacdo rapidamente cria uma atmosfera saturada (de baixo
VPD) e a umidade coalesce nas superficies foliares (conferindo 100% de umidade foliar, Figura
6). De fato, a absorcao foliar é favorecida com a diminuicdo dos valores do VPD (Van Hove &
Adema 1996).

Por meio das medicGes da velocidade do fluxo de seiva, verificamos a ocorréncia de
transpiracdo noturna em diversos periodos em D. brasiliensis (Figura 5), o que ja foi observado
para outra espécie do género, Drimys granadensis (Field & HoodBrook 2000). Em D.
granadensis a transpiracdo noturna € responsavel por 60% da agua diaria transpirada, sendo

ainda maior com o aumento da velocidade do vento. As taxas de transpiragdo noturna observadas
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chegam a ser 10 vezes maiores que de outras espécies. Os autores sugerem que as perdas de agua
nessa espécie podem ser controladas pela camada de ar limitrofe, uma vez que a abertura

estomatica se mostra invaridvel e em Drimys winteri ndo fecha nem com alto VPD (ver Capitulo

).

3. Contribuicdo da absorcdo de agua pelas folhas

Demonstramos que a agua da neblina interceptada e adsorvida nas superficies foliares
pode ser absorvida pelas folhas diretamente pela cuticula ou por estruturas especializadas da
epiderme, constituindo assim uma fonte significativa de dgua para espécies lenhosas tropicais
quando sujeitas a periodos de seca do solo. A absorcdo de agua pelas folhas pode ser mais um
mecanismo para Se evitar a seca em especies tropicais além do uso de aguas de perfis mais
profundos do solo e redistribuigdo hidraulica (Oliveira et al. 2005, 2007). Essa fonte direta de
agua pode representar de 30 a 42% do conteudo de &gua da folha, o que sugere um papel
significativo como fonte alternativa de agua para a parte aérea de algumas espécies durante
periodos de déficit hidrico (Slatyer 1960; Rundel 1982; Oliveira 2005; Breshears et al. 2008;
Limm et al. 2009).

A absorcdo de agua pelas folhas reforca o modelo bidirecional solo-planta-atmosfera,
pois a agua interceptada pode ser conduzida bidirecionalmente passando das folhas para os
tecidos mais internos (Simonin et al. 2009). A via de entrada pelas folhas pode ser uma estratégia
alternativa para a obtencdo direta de agua mesmo em espécies lenhosas, onde se aumenta a
permeabilidade cuticular das folhas na ocorréncia de atmosfera saturada e baixa disponibilidade
de &gua no solo (Simonin et al. 2009). Em alguns casos, a agua interceptada pode aumentar a
hidratacdo do tecido foliar, aumentando significativamente o contetdo de agua foliar e o
potencial hidrico, e, assim, contribuir para a recuperacdo do status hidrico (Grammatikopoulos &
Mannetas 1994; Bourcher et al. 1995; Yates & Hutley 1995; Gouvra & Grammatikopoulos 2003;
Breshears et al. 2008; Limm et al. 2009),. A agua absorvida pelas folhas pode beneficiar o
desempenho ecofisiolégico proporcionando maiores trocas gasosas (Grammatikopoulos &

Mannetas 1994; Martin & von Willert 2000; Simonin et al. 2009) mesmo em tecidos distantes da
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superficie interceptadora (Martin & von Willert 2000), refletindo em melhora no desempenho
ecofisiolégico, no crescimento e na sobrevivéncia mesmo em espécies lenhosas
filogeneticamente distintas.

Conclusoes

As folhas das espécies estudadas tem grande capacidade de absorver agua da neblina. A
absorcdo pode ocorrer diretamente pela cuticula ou pelos tricomas tectores e glandulares. Apos a
absorcdo, a agua pode ser retida em células especializadas do parénquima palicadico, como em
D. brasiliensis, e da regido intermediaria entre o parénquima palicadico e lacunoso, como as
celulas coletoras de M. umbellata, ou atingir diretamente o xilema, como em E. erythropappus.
Em D. brasiliensis, a entrada de adgua pelas folhas levou a reducdo instantanea das taxas de

transpiragdo, levando, inclusive a inversdo do fluxo de seiva.
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Figura 1. Composicéo isétopica do hidrogénio (8D, %e) da agua das folhas das trés espécies.

Note 0 aumento da 6D apos nebulizagdo com agua enriquecida nas trés espécies: D. brasiliensis:
N=24, KW=14,557, p=0,002; E. erythropappus: N=36, KW=17,147, p<0,001; M. umbellata:
N=24, KW=24,485, p=0,001; G.L.=3 para todas as analises. Categorias dos tratamentos criadas

no experimento antes (Before) e depois (After) da nebulizacdo noturna para o Controle (CT) e 0

Nebulizado (D). Cada caixa (Box) representa 50% das observacfes, as barras verticais

representam a amplitude da distribuicdo, os simbolos * e ° representam valores extremos. A

por¢do “acinturada” da caixa representa o intervalo de confianca de 95% ao redor da mediana.

Para letras iguais os grupos ndo diferem significativamente (Teste Tukey com dados

rangqueados).
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Figura 2. Secc¢des transversais das folhas usadas em um ensaio com solucdo aquosa de
Lucifer Yellow CH Dilithium salt a 1% por 24 horas nas superficies adaxiais e abaxiais de
Drimys brasiliensis Miers — Winteraceae, Mata Nebular (1900 m), Campos de Jordéo, SP.
A. Autofluorescéncia da superficie adaxial da folha (Controle). B. Concentragdo do tracador
apoplastico fluorescente Lucifer Yellow nas paredes celulares e no interior das células do
parénquima palicadico. C. Autofluorescéncia da superficie abaxial da folha (Controle). D.
Epiderme da superficie abaxial e parénquima lacunoso com tracador apoplastico. (A-D: Corte a
méo livre sob Filtro Azul Intenso entre 450 a 490 nm, de barreira de 515 nm; Barras representam
5 um). E. Células epidérmicas e do parénquima palicaddico ricos em compostos secundarios
(Fixado em FNT e corado em Azul de Toluidina) F. Cuticula espessa especialmente na
superficie abaxial, com penetracdo cuticular em alguns ostiolos (folha hipoestomatica) e
presenca de idioblastos com reacdo positiva ao Sudam Black, evidenciando lipidios totais em
azul. G. Compostos fendlicos heterogéneos na epiderme e no parénquima foliar (reacdo ao
Cloreto Feérrico); H. Controle da Reacdo de PAS; I. Evidéncia de compostos polissacaridicos por
todo o mesofilo, em especial na epiderme e parénquima palicaddico (Reacdo de PAS em rosa
escuro) (E-I: Barras representam 25 um). Ep: Epiderme unisseriada; PP: Parénquima Palicadico;

PL: Parénquima Lacunoso; Ct: Cuticula; Seta: Estdmato.
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Figura 3. Sec¢Oes transversais das folhas usadas em um ensaio com solugdo aquosa de
Lucifer Yellow CH Dilithium salt a 1% por 24 horas nas superficies adaxiais e abaxiais de
Eremanthus erytropappus (DC.) MacLeish - Asteraceae, Mata nebular (1700 m), Campos de
Jordéo, SP. A. Autofluorescéncia da superficie adaxial da folha (Controle). B. Presenca do
tracador apoplastico fluorescente Lucifer Yellow na cuticula adaxial da folha especialmente nas
depressdes dos tricomas glandulares; em detalhe reentrancias na epiderme. C. Autofluorescéncia
da superficie abaxial da folha (Controle). D. Tricomas tectores da superficie abaxial, vias
apoplasticas da epiderme e do parénquima e xilema com acumulo do tracador apoplastico. E.
Detalhe do tricoma tector com acimulo do tracador na parede celular da célula apical e na regido
de contato com a célula basal (A-E: Corte a méo livre sob Filtro Azul Intenso entre 450 a 490
nm, de barreira de 515 nm; Barras representam 5 um). F. Epiderme unisseriada dotada de
tricomas glandulares e tectores (fixado em FAA e corada em Azul de Toluidina) G. Extensao da
bainha do feixe; H. Cuticula espessa revestindo as células epidérmicas, penetrando entre as
paredes celulares anticlinais (Sudam Black evidenciando lipidios totais em azul). 1. Controle da
Reacdo de PAS; J. Evidéncia de compostos polissacaridicos cuticulares (Reacdo de PAS em rosa
mais escuro); L. Microscopia de varredura da superficie abaxial repleta de tricomas tectores
ramificados (E-L: Barras representam 25 um). Ep: Epiderme; PP: Parénquima Palicadico; TG:
Tricoma glandular senescente; Xi: Xilema; TT: Tricoma tector; CA: célula apical do tricomas

tector; CB: Célula basal do tricoma tector; PL: Parénquima Lacunoso; Ct: Cuticula.
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Figura 4. SecgOes transversais das folhas usadas em um ensaio com solu¢do aquosa de
Lucifer Yellow CH Dilithium salt a 1% sob as superficies adaxiais e abaxiais de Myrsine
umbellata Mart. - Myrsinaceae, Mata Nebular (1900 m), Campos de Jordado, SP. A.
Autofluorescéncia da superficie adaxial da folha (Controle). B. Presenca do tracador apoplastico
fluorescente Lucifer Yellow nos tricomas glandulares peltados, por todo o parénquima e
concentrado especialmente nas células coletoras (folha mantida por 24 horas com a solugédo na
superficie adaxial). C. Autofluorescéncia da epiderme e cuticula da superficie adaxial (Controle).
D. Presenca do tracador na cuticula adaxial (apenas nesse acaso, ap6s 2 horas em contato com a
solucdo de HPTS). E. Detalne de uma célula coletora com expansdo citoplasmatica pelo
parénquima palicadico (indicada pela seta) até a regido de contato entre duas células
epidérmicas. F. Autofluorescéncia do tricoma glandular da superficie abaxial (visdo frontal). G.
Presenca do tracador na superficie do tricoma glandular abaxial apds 24 horas em contato com a
solucéo (visdo frontal). (A-G: Corte a mdo livre sob Filtro Azul Intenso entre 450 a 490 nm, de
barreira de 515 nm, exceto E. sob excitacdo U.V. entre 340 a 380 nm e filtro de barreira 400 nm.
Barras representam 5 um). H. Estrutura foliar dotada de epiderme unisseriada, idioblastos e
células coletoras entre o parénquima palicadico e o lacunoso (fixado em FAA e corada em Azul
de Toluidina) I. Idioblasto da superficie adaxial e tecidos adjacentes como controle da Reacédo de
PAS. J. Epiderme, idioblastos e parénquima pali¢adico ricos em polissacaridios (Reacdo de PAS
em rosa mais escuro). L. Tricoma glandular peltado presente nas duas superficies como controle
da Reacdo de PAS. M. Tricoma glandular com compostos polissacaridicos (Reagdo de PAS). N.
Tricoma glandular peltado com cuticula menos espessa (Sudam Black evidenciando lipidios
totais em azul). O. Tricoma glandular peltado rico em compostos fendlicos (Fixado em FNT) (H-
O: Barras representam 25 um). Ep: Epiderme; CC: Célula coletora; PL: Parénquima Lacunoso;
Ct: Cuticula; PP: Parénquima Palicadico; Seta: Expansdo citoplasmatica de uma célula coletora

pelo parénquima palicadico.
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Figura 5. Velocidade do fluxo de seiva de D. brasiliensis (Sap velocity: V, cm/h) e déficit de
pressdo de vapor (VPD, KPa) ao longo dos dias (days) em seca do solo. Individuo de 2 m
removido em novembro de 2008 do Parque Estadual de Campos do Jorddo e mantido em vaso
em casa de vegetacdo em Campinas, SP. Transpiracdo noturna (valores positivos da V durante a
noite) foi obsevada com frequéncia. O maior fluxo reverso de seiva foi observado no 14° dia de
seca do solo. Barras sombreadas ao fundo indicam o periodo noturno. Asteriscos (*) indicam
inicio dos periodos de nebulizacdo. Setas indicam fluxo reverso de seiva, quanto maior a seta,
maior é a intensidade do fluxo reverso, sugerindo absorcdo pela parte aérea. O sinal “X” no eixo
das abscissas indica lacuna dos dados entre o 11° e 12° dia. Linha preta proximo ao eixo

horizontal indica fluxo zero.
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Figura 6. Velocidade do fluxo de seiva de D. brasiliensis (Sap velocity: V, cm/h) associada a
umidade foliar (Leaf wetness, %) e ao déficit de pressdo de vapor (VPD, KPa) ao longo do
14° e 15° dia em seca do solo (horarios do dia, “Time of Day”). Individuo de 2 m removido
em novembro de 2008 do Parque Estadual de Campos do Jordéo e mantido em vaso em casa de
vegetacdo em Campinas, SP. Dados da noite do 14° dia revelam intenso fluxo reverso de seiva.
Barras sombreadas ao fundo indicam o periodo noturno. Asteriscos (*) indicam inicio dos
periodos de nebulizacdo. Setas indicam fluxo reverso de seiva, quanto maior a seta, maior é a
intensidade do fluxo reverso, sugerindo absorcdo pela parte aérea. Linha preta no eixo horizontal

indica fluxo zero.
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CAPITULDO II: O papel da neblina no desempenho ecofisioldgico, crescimento e

sobrevivéncia de trés espécies lenhosas de Matas Nebulares, SP — Brasil

Resumo

Embora situadas no Dominio da Mata Atlantica, caracterizada por altos indices
pluviométricos anuais, as matas de altitude do sudeste brasileiro sdo sujeitas a secas sazonais ou
esporéadicas do solo. Além disso, ambientes montanhosos apresentam altas taxas de radiacao e
grandes amplitudes térmicas diarias que intensificam o déficit hidrico. Nos periodos de baixa
precipitacdo, eventos de neblina podem constituir uma importante fonte de agua para as plantas
nestes ambientes, quando absorvida pelas raizes superficiais e/ou diretamente pelas folhas. Nesse
contexto, avaliamos o papel da neblina no desempenho ecofisiologico, crescimento e
sobrevivéncia de trés espécies lenhosas comuns nas matas nebulares da Serra da Mantiqueira:
Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus e Myrsine umbellata. Experimentos de
borrifacdo de ramos demonstraram aumento imediato no status hidrico foliar nas trés espécies,
beneficio também observado em um experimento de longo prazo em casa de vegetacdo. Depois
de dois meses, plantas que tiveram a parte aérea expostas a neblina apresentaram aumento do
potencial hidrico foliar, fotossintese e condutéancia estomatica em relacdo as plantas submetidas a
exclusdo total de agua. As espécies apresentaram respostas diferentes aos tratamentos. D.
brasiliensis teve 100% de mortalidade com a reducdo do conteudo de agua no solo (SWC) em
um més em seca. As plantas nebulizadas, em contrapartida, apresentaram SWC mais constantes,
sugerindo que a neblina é utilizada como fonte de 4gua para a transpiracédo. E. erytroppappus foi
a Unica espécie com taxas de crescimento e sobrevivéncia similares entre os tratamentos e 0s
beneficios da neblina foram evidentes somente apds 50 dias. Em M. umbellata, o0 SWC diminuiu
nos tratamentos de seca e neblina, mas somente as nebulizadas ndo apresentaram reducdes no
status hidrico e nas trocas gasosas. Nessa espécie, a agua da neblina causa um desacoplamento

das relagdes hidricas e das trocas gasosas da planta em relacdo a 4gua no solo.

Palavras-chave: absorcdo foliar de agua, estresse hidrico, relagcBes hidricas, Drimys
brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata
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Abstract

Tropical forests are characterized by high annual rainfall but seasonal and sporadic
droughts are common, especially in mountainous environments such as cloud forests in
southeastern Brazil. Mountain tops are also subjected to high radiation loads and daily swings in
temperature, which can intensify soil water deficit. Fog is a common phenomenon in these
environments and can be an important water source for plants. In this study we evaluated the
consequences of foliar uptake of water in ecophysiological performance, growth and survival on
three common woody species from Brazilian cloud forests: Drimys brasiliensis, Eremanthus
erythropappus and Myrsine umbellata. Experiments using sprayed water on isolated branches
showed an immediate increase in leaf water status in the three species, a benefit also observed in
a long-term experiment. After two months, plants under the fog treatment improved leaf water
potential, photosynthesis and stomatal conductance in relation to plants exposed to drought in a
greenhouse experiment. Species responses to the treatments were different. D. brasiliensis had a
100% mortality after a month under drought. Soil water content (SWC) of fogged plants
maintained constant throughout the experiment, suggesting that fog water might have been used
as the main water source for transpiration during this period. E. erytroppappus was the only
species with similar growth and survival rates in all treatments and fog water had a beneficial
effect only after 50 days. For M. umbellata, SWC decreased substantially in the drought and fog
treatments but no decrease in water potential, photosynthesis and stomatal conductance was
observed. For this species, fog water deposition caused a decoupling of foliar water relations and
gas exchange from soil water availability. We demonstrated that the three cloud forest woody
species can absorb water directly through their leaves during fog deposition, allowing shoot
rehidratation and improving ecophysiological performance, growth and survival when soils are

dry.

Key words: foliar water uptake, fog, drought stress, ecophysiological performance, water

relations, survival, Drimys brasiliensis, Eremanthus erythropappus, Myrsine umbellata
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Introducéo

Florestas tropicais ndo apresentam homogeneidade no regime de chuvas e podem
apresentar secas sazonais e interanuais de grande intensidade (Wright & Cornejo 1990; Condit et
al. 1995; Oliveira et al. 2005; Comita & Engelbrecht 2009). Os episédios de secas sazonais,
crénicas ou fortuitas (como as proporcionadas pelo El Nifio) influenciam a fisiologia, o
crescimento e a sobrevivéncia das plantas, determinando assim a composicdo e a estrutura de
florestas tropicais (Condit et al. 1995; Safford 1999; Nakagawa et al. 2000; Slik 2004; Nepstad
et al. 2004; Engelbrecht et al. 2005, 2007; Saha et al. 2005; Holbrook & Franco 2005;
McDoweel et al. 2008; Comita & Engelbrecht 2009). Secas constituem uma importante forca
seletiva de caracteres morfo-fisioldégicos de plantas em varios ecossistemas tropicais. Nestes
ambientes, as plantas podem apresentar uma gama de respostas adaptativas capacitando-as a
sobreviver em situacdes de baixo conteddo de &gua do solo e alta demanda evaporativa da
atmosfera, tais como: controle estomético (Fisher et al. 2006, 2008), deciduidade (Wright &
Cornejo 1990), sistema radicular profundo e redistribuicdo hidraulica (Oliveira et al. 2005).
Ainda sim, muitas espécies tropicais apresentam grande vulnerabilidade ao dessacamento,
especialmente no estagio de estabelecimento ou quando apresentam pequeno porte (Condit et al.
1995; Nepstad et al. 2004; Engelbrecht et al. 2005; Saha et al. 2005; McDoweel et al. 2008;
Comita & Engelbrecht 2009). Mesmo espécies reconhecidas como tolerantes a seca podem
apresentar as mesmas taxas de mortalidade das espécies suscetiveis, ndao apresentando,
necessariamente, adaptacdes morfo-fisiologicas que Ihes conferiram maior resisténcia, mas sim,
uma vantagem numeérica por terem maior densidade de plantulas no mesmo habitat (Comita &
Engelbrecht 2009).

O fechamento estomético € uma das primeiras respostas das plantas a seca e tem sido
amplamente estudado em espécies de diversos ecossistemas (Schulze 1986; Jones & Sutherland
1991; Cornic 2000; Lawlor & Cornic 2002; Fisher et al. 2006). Esse mecanismo é mediado pelo
horménio &cido abscisico e tem consequéncias importantes por limitar de forma imediata e
reversivel as trocas de gases entre o interior da folha e a atmosfera de acordo com mudancas na
disponibilidade hidrica (Schulze 1986; Cornic 2000). O fechamento restringe os danos

provocados pela desidratacdo uma vez que o potencial de transpiracdo nas folhas é muito maior
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do que a capacidade de abastecimento e/ou armazenamento de &gua (Schulze 1986; Taiz &
Zeiger 2006). Até mesmo espécies amazonicas demonstraram regulacdo estomatica durante a
estacdo seca, em que a abertura estomatica reduz e/ou fecha, favorecendo a manutencdo do

potencial hidrico foliar, 0 que as caracteriza como isohidricas (Fisher et al. 2006).

Espécies menos capazes de manter os mesmos niveis do potencial hidrico apresentam
reducdo de forma gradual dos valores foliares quanto menor a disponibilidade de agua no solo,
pois demonstram maior dependéncia do abastecimento continuo de agua no sistema solo-raiz-
parte aérea para a recuperacdo do status hidrico (Schulze 1986; Sperry et al. 2002). Valores
muito negativos de pressdo hidrica no xilema podem levar ao potencial hidrico critico (ponto
critico) em que a diminuicdo da pressdao apoplastica e da condutividade hidraulica levam a
cavitacdo (Hacke & Sperry 2001; Sperry 2003; McDowell et al. 2008) pela formacdo de bolhas
de (embolias) ar nas conexdes de pontoacdes e placas perfuradas entre os elementos traqueais do
xilema (Hacke et al. 2001). A embolia pode interromper total ou parcialmente o transporte de
agua, intensificando ainda mais o déficit hidrico nos tecidos adjacentes, provocando a perda da
condutividade hidrica (cavitacdo) (Hacke & Sperry 2001; Sperry 2003). Os condutos do xilema
das folhas sdo os primeiros a sofrerem os efeitos da cavitagdo que podem ser propagados por
todo o sistema hidraulico (Hacke & Sperry 2001; Sperry 2003).

Para reduzir os efeitos nocivos das secas prolongadas do solo, as espécies vegetais podem
fazer uso de fontes alternativas de agua por meio de diferentes mecanismos e serem beneficiadas
pela manutencdo do desempenho ecofisiologico em niveis favoraveis, que garantem a
sobrevivéncia. Fontes alternativas de agua podem desempenhar um papel ecoldgico relevante
mesmo em ambientes tropicais, onde a dgua pode estar presente, mas nem sempre se encontra
prontamente disponivel as raizes (Oliveira et al. 2005). Ambientes tropicais de grandes altitudes,
por exemplo, podem ser mais aridos que ambientes de mesma altitude situados em latitudes
médias devido as altas demandas evaporativas e baixa pluviosidade (Leuschener 2000). Nestes
ambientes ha a formacdo frequente de eventos de neblina mesmo durante os periodos de secas,
como ocorre nas formacdes alto-montanas da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira (Safford
1999; Oliveira et al. 2007; Westhoff et al 2009; WWF 2010), o que pode representar uma

proporc¢do significativa do total de 4gua disponivel para a vegetacdo (Weaver 1972; Vogelmann
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1973; Zadroga 1981; Cavelier & Goldstein 1989; Gordon, Herrera & Hutchinson 1994; Cavelier,
Solis & Jaramillo 1996; Clark et al. 1998; Holder 2004, 2006; McJannet, Wallace & Reddell
2007). Em Campos do Jordao a frequéncia de formacdo de neblina de origem orogréafica é
elevada durante o ano inteiro, devido as massas de ar frio vindas do Sul que ndo se dissolvem
rapidamente e, especialmente nos periodos de seca, durante o inverno (Safford 1999; WWF
2010). Em Itatiaia, na regido da Serra da Mantiqueira, a aproximadamente 100 km de Campos do
Jord&o, a neblina ocorre em 218 dias no ano e a umidade média mensal é de cerca de 65 a 90% a
2199 m de altitude (Segadas-Vianna & Dau 1965). Além das secas sazonais, esses ambientes
também estdo sujeitos a geadas, que agravam o déficit hidrico por congelamento (Hacke &
Sperry 2001), sendo bastante comuns no inverno seco em Campos do Jorddo (em torno de 40
dias ao ano a 1630m de altitude) (Segadas-Vianna & Dau 1965; Nimer 1977; Safford 1999).

A agua atmosferica pode condesar e adsorver nas folhas e troncos das arvores e escoar
para o solo, podendo ser absorvida pelas raizes superficiais ou mesmo rehidratar os tecidos
aéreos de forma direta pela absorcdo foliar, como verificado nas Florestas de Sequoia
californianas (Dawson 1998; Burgess & Dawson 2004; Simonin, Santiago & Dawson 2009). A
interceptacdo da neblina chegou a contribuir com até mais de 66% do aporte de agua mensal nas
florestas tropicais australianas a 1000 m de altitude (McJannet et al. 2007). Inclusive, a
precipitacdo por neblina pode tornar-se mais frequente e intensa durante a estacdo seca, como se
observou nas florestas tropicais nebulares da Guatemala, contribuindo com cerca de 1 mm por
dia para o ciclo hidrolégico de floresta a 2550 m, o dobro em relacéo a estacdo chuvosa (Holder
2004). Diversos fatores locais influenciam a quantidade de neblina que € retida nos ecossistemas,
como a altura e a arquitetura do dossel (Kittredge 1948; Kimmins 1987; Hutley et al. 1997), a
velocidade e frequéncia dos ventos (Lovett et al. 1982; McJannet et al. 2007), a declividade do
terrenos (Ellis 1971; Zadroga 1981), a natureza das superficies foliares (Smith & McClean 1989)

e a orientacdo dos ramos e folhagens (Cavelier & Goldstein 1989).

A formacdo frequente de neblina durante as estacGes secas afetam positivamente o
balanco hidrico da vegetacéo, pois essa umidade retida sobre as folhas pode reduzir ou prevenir a
transpiragdo e até servir como fonte alternativa de agua em situacdes de estiagem prolongada em

diversos ecossistemas, mesmo sendo baixas as quantidades de agua interceptadas e absorvidas
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pelas folhas (Slatyer 1960; Rundel 1982; Burgess & Dawson 2004; Oliveira et al. 2005;
Breshears et al. 2008; Simonim et al. 2009; Limm et al. 2009). Nem todos 0s eventos de
precipitacdo chegam a aumentar significativamente o contetdo de agua no solo, o que faz da
absorcdo de agua pelas folhas uma estratégia ecologicamente relevante, podendo ocorrer em
grande parte da comunidade (Limm et al. 2009). Maior conservacao de agua pela supressao da
transpiracdo e maior absor¢do de &gua pelas folhas podem ocorrer quanto mais intensa e
prolongada for a seca, como se observou em Juniperus monosperma (Breshears et al. 2009). No
entanto, o papel ecoldgico desses eventos ainda é desconhecido para as vegetacGes brasileiras.
Resultados de analise isotépica de *%0 das fontes de 4gua no ambiente de Florestas Ombréfilas
Montanas da Serra do Mar e da agua do xilema de algumas espécies revelaram um
enriquecimento apds o evento natural de neblina, sugerindo que a absorcdo direta de neblina
pelas folhas pode ser uma importante via de aporte hidrico para as espécies desse ecossistema
(Oliveira et al. 2007).

A absorcdo de agua pelas folhas ocorre quando gotas de agua atmosferica sao retidas na
parte aérea da planta e se movem através do gradiente de pressdo hidrica (Rundel 1982),
passando do exterior para dentro do tecido foliar. Dessa forma, a hidratacdo do tecido foliar
ocorre imediatamente, aumentando o conteudo de &gua e o potencial hidrico foliar
(Grammatikopoulos & Mannetas 1994; Bourcher et al. 1995; Yates & Hutley 1995; Gouvra &
Grammatikopoulos 2003; Breshears et al. 2008; Limm et al. 2009). Além de contribuir para a
recuperacdo do status hidrico dos tecidos locais e adjacentes, a agua absorvida pelas folhas pode
beneficiar o desempenho ecofisiolégico proporcionando maiores trocas gasosas
(Grammatikopoulos & Mannetas 1994; Martin & von Willert 2000; Simonin et al. 2009),

crescimento e sobrevivéncia (Stone 1957b; Bourcher et al. 1995).

Ha previsdes de que a neblina se tornard menos frequente em climas futuros, o que nos
remete ao grande desafio atual de entender como florestas tropicais montanas responderdo a
climas cada vez mais secos (Still, Foster & Schneider 1999; Pounds et al. 1999; Foster 2001,
Colwell et al. 2008). Pouco se sabe sobre as respostas da vegetacdo a mudancas na qualidade e
na forma de agua disponivel nos ecossistemas tropicais pelas altera¢@es climéticas (McJannet et

al. 2007). No entanto, esse conhecimento € fundamental para o desenvolvimento de modelos de
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previsdo mais robustos (McJannet et al. 2007). E possivel que a continua deposicio de agua da
atmosfera saturada sobre as superficies solidas durante periodos de seca possam influenciar os
ciclos hidrolégicos e as relagdes hidricas da vegetacdo também das matas de altitude atlanticas.
Nesses ecossistemas, a absorcdo da agua diretamente pelas folhas pode desempenhar um papel
ecoldgico importante para a manutencdo das espécies. Logo, a reducéo dos eventos da neblina
pode levar a mortalidade e a extincdo parte da flora local em cenérios climéticos futuros, que ja
é, reconhecidamente, de refugio (Veloso et al. 1991; Falkenberg & Voltolini 1995; Foster 2001).

Nesse contexto, estudamos o papel da neblina no desempenho ecofisiolégico de trés
espécies lenhosas comuns nas matas nebulares de Campos do Jorddo, situadas na Serra da
Mantiqueira: Drimys brasiliensis (Winteraceae), Eremanthus erythropappus (Asteraceae) e
Myrsine umbellata (Myrsinaceae). Por meio de experimentos de borrifacdo e nebulizacédo
avaliamos a capacidade de absorcdo de agua pelas folhas e sua contribuicdo ao desempenho
ecofisiologico em relacdo as plantas controle. Sendo a neblina uma importante fonte de agua
para plantas de matas de altitude, é possivel que essas espécies sejam favorecidas quanto ao
status hidrico e as trocas gasosas pelo uso direto dessa fonte alternativa de agua, beneficiando o

crescimento e a sobrevivéncia dessas especies quando em secas prolongadas.

Material e métodos

Experimento de borrifacdo de curta duracéo

O objetivo desse experimento foi avaliar o beneficio da borrifacdo de agua nas folhas
sobre o status hidrico foliar das trés espécies. Medimos o contetdo de agua foliar de 10 amostras
de folhas maduras e completamente expandidas e o potencial hidrico de duas ou trés folhas
destacadas de ramos cortados aos pares de 10 a 13 individuos de cada espécie no ambiente
natural. Esses ramos foram igualmente condicionados em sacos plasticos e no escuro até o inicio
do experimento. Realizamos esse experimento para cada espécie em dias diferentes entre outubro
e novembro de 2008. Todos 0s ramos apresentavam-se sob as mesmas condi¢cdes de exposicao

ao sol no periodo das coletas entre 8h e 11h. Um ramo de cada par foi submetido a borrifacéo
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(spray, Tratamento SP) e o outro foi mantido como controle, a seco (Tratamento CT), depois de
serem cortados para impedir a reidratacdo pelo xilema (Breshears et al. 2008). Ambos foram
condicionados a sombra em sacos plasticos pretos para evitar perdas excessivas por transpiragdo
por 1 a 2 horas (adaptado de Breshears et al. 2008).

O contetdo de &gua foliar (foliar water content — FWC), em %, foi obtido apenas depois
do periodo de ensacamento para compararmos se houve incremento ou perda de &gua no tecido
foliar de forma relativa entre o tratamento de borrifacdo (SP) e controle (CT) utilizando folhas
destacadas e secas com papel e toalha de algoddo no laboratério do Departamento de Biologia
Vegetal/ UNICAMP. O calculo do FWC seguiu a equacdo utilizada por Chen et al. (2005):
FWC(%)= [peso da folha fresca-peso da folha seca/ peso da folha fresca] X 100, para 10 folhas
do par de ramo submetido ou n&o a borrifagéo.

Embora o FWC indique a quantidade de &gua total no tecido, o parametro que reflete o
status hidrico da planta é o potencial hidrico, sendo esse coletado imediatamente ap0s o0s
tratamentos em campo. Esta variavel é determinada pelo balango entre a perda de agua por
transpiracdo, a disponibilidade de agua no solo (potencial de &gua do solo) e a arquitetura
hidraulica da planta (Bhaskar & Ackerly 2006). Assim, a fim de avaliar os efeitos da borrifacéo
registramos de duas a trés medidas do potencial hidrico foliar (W) em cada ramo, em unidade de
pressdo MPa, antes e depois do ensacamento usando uma Bomba de Scholander (Model 1000,
PMS, USA). Os dados foram apresentados em quatro categorias: Borrifacdo antes do
ensacamento (SP-before), Controle antes do ensacamento (CT-before), Borrifacdo depois do
ensacamento (BO-after) e Controle depois do ensacamento (CT-after). Amostras de cada espécie
utilizadas nesse experimento foram herborizadas e armazenadas no Hebario UEC (N°de tombo
151945/46/50/52/53).

Os dados do conteudo de &gua foliar (FWC) e do potencial hidrico foliar (¥\) das trés
espécies ndo apresentaram distribuicdo normal, pelos Testes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk. Os dados do FWC ndo apresentaram homocedasticidade dos valores de residuos pelos
Testes de Levene e Bartley e, assim, optamos pela ANOVA de medidas repetidas em bloco
(considerando o individuo), usando dados ranqueados no software R 2.10.1. Os dados de ¥,

apresentaram homocedasticidade dos valores de residuos pelos mesmos testes, e optamos pela
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ANOVA de medidas repetidas para os dois fatores: tratamento (CT e SP) e periodo (antes e
depois), seguido do teste de Bonferroni para comparar o efeito da borrifagdo em relacdo aos
ramos controle ap6s o condicionamento. As andlises descritivas e os gréaficos foram realizados no
Systat 11 (Systat Software Inc., Point Richmond, CA).

Experimento de longa duragdo

Instalamos um experimento em casa de vegetacdo visando avaliar os efeitos da absorcéo
de agua de neblina pelas folhas sobre a fotossintese, condutancia estomatica, eficiéncia do uso da
agua, potencial hidrico, longevidade foliar, crescimento e sobrevivéncia. Ao longo de dois meses
acompanhamos individuos submetidos a trés tratamentos: 1. Irrigacdo, com regas diarias do solo;
2. Seca, com exclusdo total de agua; e 3. Neblina, com exposicdo exclusiva da parte aérea a

neblina artificial.

Os individuos de E. erythropappus e M. umbellata utilizados nesse experimento foram
trazidos da casa de vegetacdo do PECJ (a 1500 m de altitude) em junho de 2009, com
aproximadamente dois anos e meio de vida. Os individuos de D. brasiliensis foram coletados do
subosque de uma mata dentro do parque e ndo pudemos determinar suas idades. Todas as plantas
foram transferidas para sacos de mudas padronizados de 48 X 64 cm com solo homogeneizado
da mistura de 2/3 de terra vegetal e 1/3 de areia e, aclimatadas por um més na casa de vegetacao

do Departamento de Biologia Vegetal IB/ UNICAMP até o inicio do experimento.

Ao longo do experimento, realizamos oito medicGes consecutivas de fotossintese,
condutancia estomatica, transpiracao, potencial hidrico de madrugada e ao meio dia em cinco a
oito individuos de cada espécie por tratamento. Ainda acompanhamos a dinamica de area foliar
(pela estimativa da area foliar total inicial e final), o didmetro do caule, altura maxima e a taxa de
mortalidade dos individuos em cada tratamento. Paralelamente, submetemos cinco a seis
individuos de porte maior (acima de 60 cm) de M. umbellata para avaliarmos os efeitos dos
tratamentos no crescimento (&rea foliar total, didmetro do caule, altura) e mortalidade em plantas

maiores.
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Antes de iniciar o experimento, todas as plantas foram irrigadas até a saturacdo completa
do solo. Fechamos completamente a por¢éo inferior das plantas a serem nebulizadas, apds uma
semana sem receber 4gua no solo, em seus respectivos vasos com sacos de plasticos resistentes,
fitas adesivas e aplicamos parafilme ao redor do tronco, impedindo a entrada de agua por
escoamento. Fizemos o mesmo isolamento do solo nas plantas do tratamento de seca, no entanto,
sem aplicar o parafilme para ndo impedir completamente a transpiracdo do solo na simulagéo
mais proxima a situacdo de estiagem. Reformamos semanalmente as embalagens de isolamento,
evitando-se assim a infiltracdo da &gua nebulizada por danos na vedacdo e proporcionando
aeracao ao solo.

Iniciamos os tratamentos dia 15/08/2009, data categorizada como dia zero, a partir do
qual realizamos uma série de oito medicGes ao longo dos dois meses dos parametros que
refletem o desempenho ecofisiologico. Essas medi¢des foram obtidas no dia zero e no 6°, 19°,
31°, 39°, 45°, 51° e 59° dia apos o inicio dos tratamentos. As plantas nebulizadas (Tratamento
Neblina) foram distribuidas assistematicamente em trés camaras de nebulizagdo montadas em
estrutura de PVC (1,5 X 1,0 X 0,8 m), para que pudessem ser submetidas a uma atmosfera
saturada. Para a nebulizacdo, utilizamos um umidificador ultra-sénico que emite 80% de
particulas de &gua menores que 10 um por processo de cavitacdo por som (Waterclear Premium,
Soniclear, SP - Brasil). A exposicao a neblina era realizada trés vezes por semana durante as 12
horas noturnas. Pela manhd, retorndvamos os vasos as bancadas onde eram distribuidos
assistematicamente junto as plantas de irrigacdo e seca, evitando-se assim efeitos de uma

potencial heterogeneidade microclimatica dentro da casa de vegetacao.

Utilizando a Bomba de Scholander (Model 1000, PMS, USA) (Scholander et al. 1965)
obtivemos o potencial hidrico da madrugada (Water potential at predawn, ¥pp) € 0 potencial
hidrico ao meio dia (Water potential at midday, ¥mp) (em unidade de pressdo MPa) em cada um
dos oito dias de medicdes utilizando uma folha para cada medicdo em cinco individuos
separados apenas para obtengdo do potencial hidrico. O Wpp € 0 Wmp S80 medidas da tensdo de
agua nos vasos do xilema. Wpp expressa o0 status hidrico da planta quando os tecidos estdo
supostamente rehidratados e Wyvp no periodo em que o déficit de pressdo atmosférica € maximo

no dia (Bhaskar & Ackerly 2006). As medidas de potencial hidrico foram realizadas em cinco
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individuos por tratamento, sorteados de um conjunto de 13 a 18 individuos de cada espécie por
tratamento, reservados apenas para medi¢cdes com a Bomba de Scholander. Como sdo medidas
destrutivas, optamos por reservar um nimero maior de individuos para as medidas de potencial
hidrico, para minimizar reducdes drasticas na area foliar das plantas analisadas quanto as trocas
gasosas e a eficiéncia do uso de agua.

As medidas de trocas gasosas foram realizadas, sempre que possivel, nas mesmas folhas
maduras, totalmente expandidas (ndo tenras), previamente marcadas em cada individuo,
utilizando um analisador de gas por infravermelho (IRGA) (Analytical Development Company
Limited, ADC BioScientific LCpro®), nas condi¢bes de temperatura e umidade da casa de
vegetacdo. Registramos a taxa fotossintetica (A) que indica a taxa de assimilacéo liquida de CO;
por unidade de &rea foliar (umol m?s™ de CO,), condutancia estomatica (gs) (mol m?s™ de H,0)
e a taxa de transpiracdo (E) (mmol m?s™) em cada dia de amostragem na folha marcada dos
mesmos cinco a oito individuos também utilizados para obteng@o dos parametros de crescimento.
Em cada dia de amostragem, obtivemos trés a seis medidas dos parametros de trocas gasosas
entre 8h00 e 9h30 para D. brasiliensis e entre 10h e 12h30 para E. erythropappus e M.umbellata.
Esse intervalo do dia foi previamente determinado para cada espécie por uma curva diaria de
fotossintese, por representar o periodo de maior atividade fotossintética. Curvas de resposta a luz
também foram feitas para determinar qual o intervalo de radiacdo fotossinteticamente ativa
corresponde a fotossintese maxima para cada espécie. Assim, utilizamos uma fonte luminosa
externa acoplada a camara foliar para padronizar a radiacdo fotossinteticamente ativa
(Photosynthetically active radiation, PAR em pmol fotons m?s™) em 900 pmol fotons.m™?s™
para as medicdes de D. brasiliensis ¢ 600 pmol fotons m?s? para M.umbellata e E.
erythropappus. Para comparacdo dos dados adquiridos pelo IRGA, realizamos quatro medigcdes
da condutancia estomética (também em folhas marcadas) ao longo dos dois meses com o
porbmetro de equilibrio dindmico (LI1600 Steady State Porometer, Licor Inc.). Esse
equipamento calcula a taxa de transpiracéo (E, em pg cms™) e a resisténcia estomatica ao fluxo
de difusdo do vapor de agua (rs, em cm/s) com base no monitoramento continuo da temperatura,
umidade relativa e fluxo de ar seco. A partir dos dados de A e E calculamos a eficiéncia do uso

de agua (water-use efficiency, WUE) ao longo do experimento nas trés espécies. WUE é
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representa o ganho de carbono durante a fotossintese por perda de &gua na transpiracédo (A/E)
(Lambers et al. 2006). A WUE expressa quantitativamente o comportamento momentaneo das
trocas gasosas na folha e varia entre e dentro das espécies vegetais (Larcher 2006).

Avaliamos os seguintes parametros de crescimento: 1) rea foliar total (LA) (em cm?); 2)
altura (h), comprimento da base do tronco previamente marcado até o apice (em cm) e 3)
didmetro do caule (©s) (mm) (apenas na regido da base marcada) por serem sensiveis a
varia¢des da quantidade de agua, especialmente em plantas jovens e pequenas. Para estimar a
area foliar total das plantas obtivemos inicialmente a area foliar real de 10 folhas de M.
umbellata e 25 folhas de D. brasiliensis e E. erythropappus pelo programa ImageJ, a partir de
imagens digitalizadas dessas amostras. Em seguida, medimos o comprimento e a largura foliar
dessas folhas para multiplica-los e obter o produto para ser relacionado aos valores a area foliar
real anteriormente obtidos. A relacéo foi dada pela equagdo de uma regressao linear simples para
cada espécie, onde a variavel x é o produto entre comprimento e largura foliar e, a variavel y € a
area foliar real. Obtivemos as seguintes equacdes: D. brasiliensis: y = 0,909x + 0,7504, R2 =
0,9721, N=25; E. erythropappus: y = 0,9101x + 0,2804, Rz = 0,9894, N=25; e M.umbellata: y =
1062,6x - 2448,6, Rz = 0,9938, N=10. Assim, estimamos a area foliar total (LA) somando o0s
valores das éareas calculadas pelas equacdes de cada espécie a partir do produto entre
comprimento e largura foliar, compondo assim a varidvel x, obtida para todos os individuos

avaliados quanto ao crescimento.

Taxas de mortalidade foram determinadas para cada espécie para os 18 a 25 individuos
submetidos a cada tratamento utilizados para as medi¢cdes do potencial hidrico e para as
medicdes do crescimento e trocas gasosas no final do experimento (dois meses). Também
verificamos as taxas de mortalidade para os cinco individuos maiores de M. umbellata de cada
tratamento. Os seguintes critérios foram utilizados para considerar um individuo morto: auséncia
de rebrota apoOs rehidratacdo no final do experimento; além de perda total ou dessecacdo
completa das folhas, caule seco, apresentando mudanca de coloracéo, especialmente da base para
0 apice (de verde para marrom escuro), para D. brasiliensis; dessecacdo completa das folhas com
perda parcial, escurecimento do apice caulinar, seguido de murcha e seca, mudanca na coloragédo
do caule (de cinza a preto) para E.erythropappus; folhas completamente secas aderidas ao caule,
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perda parcial de folhas e caule seco mudando de coloracdo, do verde para 0 marrom, para M.
umbellata.

Temperatura e umidade relativa do ar foram obtidas durante o experimento por sensores
HOBO®Pro Series™ Weatherproof Loggers e usados para calcular o déficit de pressdo de vapor
(Vapour pressure deficit, VPD em KPa) (Wright et al. 2005). Radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR em pmol fotons m?s™) e umidade foliar (leaf wetness em %, apenas nas Gltimas semanas)
também foram obtidas com sensores conectados a um armazenador de dados (HOBO Micro
Station). O conteudo relativo de agua no solo (Soil water content, SWC em %) foi determinado
por gravimetria (massa fresca e seca de solo de trés amostras assistematicamente coletadas por
tratamento), sendo as primeiras medicOes representativas do solo irrigado ateé a saturacdo de cada
espécie. As amostras de solo foram removidas dos vasos utilizando um cilindro de PVC e
armazenadas em sacos de papel para pesagem imediata. Construimos um grafico do VPD
durante os intervalos das medigcdes dos parametros de trocas gasosas das 8h00 as 12h30 e
analisamos as variaces no VPD entre os dias de medi¢cdes para os intervalos de cada espécie por
Kruskal-Wallis (KW), uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicdo normal (Teste de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk com p<0,05) e os valores dos residuos ndo sao
homocesdasticos (Teste de Levene com p<0,05). Comparamos as categorias pelo método post
hoc de Tukey utilizando os dados ranqueados para identificar os dias com VPD

significativamente diferentes.

Para avaliar o efeito do tempo e dos tratamentos nas variaveis Wpp, Ymp, A, gs, E, WUE
e na variavel ambiental SWC, usamos ANOVA de medidas repetidas pelo software R versdo
2.10.1. Priorizamos apresentar os valores da analise da interacdo entre os dois fatores (tratamento
e os dias de medicdes da série temporal), pois refletem melhor as condi¢bes do desenho
experimental; e apresentamos os resultados da analise exclusiva do efeito do tratamento apenas
quando os resultados da interacdo dos dois fatores ndo foram significativos. Devido ao grande
namero de combinacdes, realizamos o teste post hoc de Bonferroni apenas nas comparacdes mais
relevantes. Realizamos correlacbes de pearson entre os parametros ecofisiolégicos A e gs, por

meio do software Systat 11 (Systat Software Inc., Point Richmond, CA).
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Para as analises dos pardmetros de crescimento, consideramos a diferenga entre valores
finais e iniciais dos mesmos individuos: variacdo da area foliar total (Change in LA), do didmetro
do tronco (Change in B4) e da altura (Change in h). Os dados apresentaram distribuicdo normal
(com p>0,05 pelo Teste de Shapiro-Wilk), exceto Change in LA de M. umbellata. No entanto,
demonstraram homocedasticidade (p>0,05 pelo teste de Levene) e optamos padronizar todas as
analises por ANOVA de um fator, seguido do teste de Bonferroni para o reconhecimento das
categorias que diferem utilizando o Systat 11. Verificamos a mortalidade de todos os individuos
expostos aos tratamentos e analisamos as diferencas entre 0s nimeros de mortos e o nimero de
vivos dos tratamentos de cada espécie utilizando o Teste Qui-Quadrado (y°) no mesmo software.
Todos os gréaficos gerados nesse experimento foram construidos no Systat 11 e agrupados no
CorelIDRAWN 11 (2002).

Resultados

Respostas de curto prazo das espécies a borrifacdo

O conteudo de agua foliar (FWC) ¢ o potencial hidrico foliar (W) aumentaram
significativamente em resposta a borrifacdo nas trés espécies (Figura 1 e 2). D. brasiliensis
apresentou aumento de 2,1% do FWC dos ramos borrifados em relacdo aos ramos controle
(N=13; F=8,303; G.L.=1; p=0,001; Figura 1), o que refletiu no aumento do ¥_ em 0,39 MPa
(N=13; F=71,297; GL=1; p<0,001; Figura 2). Embora D. brasiliensis tenha apresentado a maior
magnitude de aumento do W, 0 maior aumento do FWC ocorreu em E. erythropappus com
incremento médio de 5,9% (N=8; F=3,665; G.L=1; p=0,057; Figura 1), com aumento de 0,24
MPa do W (N=11); F=14,004; GL=1; p<0,001; Figura 2). Todos 0s ramos apresentavam o
mesmo potencial hidrico antes de serem expostos aos tratamentos de borrifacdo (Bonferroni: D.
brasiliensis: p=0,87; E. erythropappus: p=0,34; M. umbellata: p=0,86; G.L=1 para todas as

andlises; Figura 2).

Respostas de longo prazo das espécies a nebulizacdo da parte area
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A nebulizacdo da parte aérea proporcionou melhora do desempenho ecofisiolégico em
relacdo a seca, pelo aumento da fotossintese, condutancia estomatica, transpiracéo e do potencial
hidrico nas trés espécies. Os beneficios foram evidentes também no crescimento e na
sobrevivéncia dos individuos nebulizados de D. brasiliensis e M. umbellata conforme

detalhamos a seguir:

1. Potencial hidrico foliar e 4gua no solo em D. brasiliensis

A exposicdo exclusiva da parte aérea a neblina hidratou as folhas, pois 0s Wpp das plantas
nebulizadas foram maiores que os da seca, e semelhantes aos da irrigacdo em quase todas as
medigdes (Figura 3). Mesmo que ndo tenhamos encontrado para os valores do Wpp € do Wyvp uma
interacdo significativa entre os tratamentos e o tempo decorrido (Tabela 1), 0 Wpp foi
significativamente menor no tratamento de seca quando a série temporal ndo € considerada na
analise (Tabela 1, Bonferroni: entre Seca versus Irrigacdo: p=0,029; entre Seca versus Neblina:
p= 0,008; nao diferindo entre Neblina e Irrigacdo: p=1,00). O status hidrico foliar de D.
brasiliensis foi afetado ja no primeiro més em seca e diferente das outras espécies apresentou,
alem da reducéo do potencial hidrico foliar, necrose, perda das folhas mais velhas e mortalidade.
A perda de folhas e a mortalidade impossibilitaram a coleta de dados ecofisiologicos em varios
individuos sob seca ap6s o 39°dia, 0 que justifica a grande variacdo e a lacuna dos dados dos
potenciais hidricos finais (Figura 3). As folhas que perderam o turgor, mesmo as que
apresentavam porcdes fotossinteticamente ativas, baixaram o potencial a um ponto em que nao
foi possivel obter as medidas de potencial hidrico com a Bomba de Scholander, pois o peciolo de
D. brasiliensis colapsa a pressdes maiores que -2,5 MPa. As folhas em que eventualmente
registramos valores dessa ordem ja demonstravam danos por seca irreversiveis com necroses

parciais.

As plantas nebulizadas também mantiveram o contetdo relativo de agua no solo (SWC)
em niveis significativamente maiores que o tratamento de seca apenas a partir do 39°dia
(ANOVA de medidas repetidas F=1,95; G.L=14; p=0,031; Bonferroni: apenas a seca difere dos
dois tratamento com p<0,001; Bonferroni para as medi¢fes no primeiro més: p>0,05 entre todas
a comparacdes; a partir do 39°dia manteve o0 mesmo padréo: Seca versus Neblina p<0,001;

90



Neblina versus Irrigacdo p<0,001; Figura 4). O SWC das plantas nebulizadas ndo diferiu em
nenhum momento dos valores obtidos para as plantas irrigadas (Bonferroni: Neblina versus
Irrigacdo p=1,00; Figura 3), enquanto as plantas em seca tém o SWC reduzindo gradualmente no
segundo més até aos valores finais proximos de 15% coincidindo ao periodo de maior

mortalidade na espécie (Figura 3).

2. Trocas gasosas e eficiéncia do uso de agua em D. brasiliensis

Observamos reducdo de 30% na fotossintese (A), 43% na condutancia estomatica (gs) e
64% na transpiracdo (E) ap6s um més no tratamento de seca (Figura 3, Tabela 1). No entanto, a
nebulizacdo favoreceu as trocas gasosas em D. brasiliensis, especialmente ap6s um més de
experimento. A partir do 31°dia as diferengas entre o tratamento de seca e os demais tratamentos
acentuam-se gradualmente até o fim do experimento (Figura 3). Enquanto os parametros A, gs e
E reduzem a valores proximos de zero no tratamento de seca, estes s&0 mantidos em taxas
significativamente maiores ao longo do experimento nas plantas nebulizadas, inclusive algumas
medicgdes tiveram valores semelhantes aos das plantas irrigadas, por exemplo, E e gs até o 51°
dia (Figura 3). No entanto, as semelhancas observadas entre neblina e irrigacdo em algumas
medicdes de A, gs e E ndo sdo significativas, pois os trés tratamentos diferem entre si
(Bonferroni: p<0,001 para todas as comparacfes). As plantas irrigadas demonstram valores
maiores ao longo do experimento, evidéncia de que a agua disponivel no solo é um fator

limitante para o desempenho ecofisiologico da espécie.

Os estbmatos de D. brasiliensis sdo muito sensiveis a variagdes no VPD, pois
observamos grande reducdo na gs sob altos VPDs, independente da disponibilidade de dgua no
solo (Figura 3, 4, 5). O VPD foi significativamente diferente principalmente devido aos valores
extremos do VPD (KW=39,583, G.L=7; p<0,001; Figura 5). As reducbes na A foram causadas,
principalmente, por reducdes na gs e nao por danos no aparato fotossintético segundo analises de
correlagdo entre os dois parametros das plantas em seca (R?*=0,79; G.L.=1; p<0,001), irrigacdo
(R?=0,63; G.L.=1; p<0,001) e nebulizacdo (R?=0,57; G.L.=1; p<0,001).
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A WUE variou entre os tratamentos ao longo do tempo em D. brasiliensis (Tabela 1)
devido, principalmente, as mudangas ambientais dos dias de medic6es (Figura 5), uma vez que o
fator tratamento ndo apresentou diferencgas significativas quando analisado de forma exclusiva
(p=0,81) (Tabela 1). Verificamos que as plantas irrigadas apresentaram valores maiores da WUE
em relagdo aos outros tratamentos no 39°dia (Bonferroni: Irrigagdo versus Neblina: p=0,0017;
Irrigacdo versus Seca: p=0,0669); e no 45° dia, as plantas de seca apresentaram valores
significativamente menores do WUE (Bonferroni Seca versus Irrigacdo: p=0,015; Seca versus
Neblina: p=0,026), enquanto neblina e irrigacdo ndo difeririram (p=1,00). Considerando apenas o
dia de maior VVPD, fica evidente o beneficio direto da nebulizacdo & WUE em D. brasiliensis.

3. Potencial hidrico foliar e agua no solo em E. erythropappus

Os valores dos Wep € Wmp das plantas nebulizadas ndo diferiram significativamente das
plantas irrigadas (respectivamente p=0,545; p=1,00) (Figura 3). Apenas os valores dos ¥pp €
Ywup das plantas de seca foram significativamente menores em relacdo aos demais tratamentos
(Irrigacdo versus Seca: p=0,023; p=0,021 e Neblina versus Seca: p<0,001; p=0,010), embora os
valores do Wpp € Wmp Néo difiram entre os tratamentos de forma marcada ao longo do tempo em
E. erythropappus (Tabela 1). Isso porque a reducdo do potencial hidrico foliar das plantas sob

seca foi evidente apenas a partir do 45°dia, nas ultimas medi¢oes (Figura 3).

O SWC diferiu entre os tratamentos ao longo do tempo especialmente no 59°dia (F=
1,94; G.L= 14; p= 0,033, Figura 4, Bonferroni: p<0,001 para todas as comparacdes). Os valores
do SWC do tratamento de seca partem de valores similares do inicio até o 31° dia (Bonferroni
p>0,05, para todas as comparacdes) e reduzem gradativamente de forma significativa ao longo
do tempo até o valor final de 11% na seca (Figura 4). O SWC das plantas em seca reduz de
forma irreversivel a partir do 39° dia (Bonferroni p<0,05 entre os demais tratamentos em todos
0s tempos), enquanto que o SWC das plantas nebulizadas ndo difere até o final do experimento
(Bonferroni: p>0,05), o que indica que a neblina prolonga a manutencdo da umidade do solo por

um longo periodo.
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4. Trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua em E. erythropappus

E. erythropappus demonstrou grande resisténcia & seca no solo, possivelmente em
decorréncia do forte controle estomético, como o observado em situacdo de alto VVPD (Figura 3,
5). Os parametros relacionados as trocas gasosas oscilaram ao longo do tempo em todas as
espécies, mas especialmente em E. erythropappus (Figura 3; Tabela 1).

As curvas de A e gs dessa espécie respondem mais intensamente as mudancas do VPD
independente do tratamento (Figura 3, 5). As taxas de fotossintese apresentam forte correlacéo
positiva com a condutancia nos individuos de seca (R= 0,79, G.L=1, p<0,001), nebulizados (R?=
0,68, p<0,001) e irrigados (R2= 0,70, p<0,001). Os valores de gs até o 45°dia estavam entre 0,06
e 0,21 mol m?™ de H,0 e reduziram de forma irreversivel para valores préximos a 0,03 mol m’
25T nos individuos da seca nas duas Gltimas medicBes. Essa espécie foi a Unica que n&o
apresentou danos irreversiveis por seca nos dois meses de experimento. As plantas do tratamento
de seca apresentaram apenas murcha foliar, o que ndo prejudicou as medi¢Ges ao longo do

experimento.

As plantas sob seca apresentaram queda significativa da A, gs e E nas duas ultimas
medicgdes (51°e 59° dias) (Tabela 1, Figura 3), enquanto as plantas nebulizadas mantiveram esses
parametros proximos ao das plantas irrigadas ao longo de todo o experimento, inclusive nas
medicdes finais (Figura 3). A reducéo significativa de gs do tratamento de seca na medicéo final
foi o principal responsavel pelas diferencas na WUE entre os tratamentos ao longo do tempo
(Tabela 1). A WUE foi significativamente maior nos tratamentos de irrigacdo e neblina no
59°dia (Bonferroni Neblina versus Irrigacdo; p=0,724; lIrrigacdo versus Seca: p<0,001; Neblina

versus Seca: p=0,004).

5. Potencial hidrico foliar e agua no solo em M. umbellata

Plantas nebulizadas mantiveram os valores do Wpp ¢ do Wmp semelhantes aos das
irrigadas, apesar da reducdo significativa do conteddo de agua no solo (Figura 3, 4, Tabela 1,
Wpp Bonferroni Neblina versus Irrigacdo: p=0,5519, Irrigacdo versus Seca: p<0,001, Neblina

versus Seca: p=0,0018; ¥mp Bonferroni p=1,00, p=0,001, p=0,004, respectivamente; SWC
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Bonferroni: p<0,001 em todas comparagfes). Os valores do ¥vp foram menores nas plantas de
seca em relacdo as nebulizadas e irrigadas ao longo do experimento (Figura 3, Tabela 1). Ja o
Wpp foi significativamente menor nas plantas de seca na analise exclusiva do fator tratamento
(Figura 3, Tabela 1). O ¥pp € WYwmp das plantas sob seca ficam menores a partir do 45°dia,
chegando ao valor médio final de -3,23+0,80 e -3,34+0,56 MPa, respectivamente (Figura 3,
Tabela 1). As plantas nebulizadas apresentaram Wpp médio de -0,85+0,75 e Wmp de -2,17+0,65
MPa, indicando que essa espécie se beneficia da absorcdo de agua pelas folhas na recuperacdo do
status hidrico. Inclusive, as plantas sob seca de M. umbellata apresentaram os menores valores
de potencial hidrico foliar (abaixo de -3 MPa) entre as espécies e também os menores valores do
contetido de agua do solo (SWC) (F= 3,73; G.L=14; p<0,001; Figura 4).

O SWC néo diferiu significativamente entre os tratamentos nas trés primeiras medicdes
em M. umbellata (Bonferroni: p>0,05 para todas as comparacdes; Figura 4). A partir do 31°dia, o
SWC das plantas nebulizadas e de seca reduzem em relacdo as plantas irrigadas, mas nao
diferem entre si (Bonferroni: Irrigacdo versus Neblina p=0,05; Irrigacdo versus Seca p=0,011;
Neblina versus Seca p=0,589). Apenas no 51° e 59° dia o SWC das plantas nebulizadas
apresentam niveis significativamente mais altos do que as plantas de seca (59°dia: Neblina
versus Irrigacdo p<0,001; Seca versus lrrigacdo p<0,001; Seca versus Neblina p=0,011). O
tratamento de neblina apresentou SWC médio no inicio de 40% e reduziu para 14,5% no final do
experimento. Esse valor final representou o maior uso de agua do solo pelas plantas nebulizadas
entre as espécies, pela reducdo em 63% do valor médio inicial da agua do solo. Esses valores do
SWC do tratamento de neblina foram mais equiparaveis aos valores do tratamento de seca (com
reducdo de 78% do SWC inicial) do que os valores obtidos nas outras espécies. Os valores dos
potenciais hidricos das plantas irrigadas e nebulizadas sédo aproximados ao longo do experimento
Independentemente da disponibilidade de &gua no solo. Essa evidéncia demonstra certo
desacoplamento das relaces hidricas da parte area das relacdes hidricas do solo nas espécies,

principalmente em M. umbellata (Figura 3, 4).

6. Trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua em M. umbellata
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As plantas nebulizadas apresentaram taxas significativamente maiores de A, gs e E, que
as de seca ao longo de todo o experimento (Figura 3, Tabela 1). Alguns pardmetros do
tratamento de neblina até mesmo ultrapassaram os valores das plantas irrigadas, como A no
39°dia e E no 31° e 39° dias (Figura 3). No entanto, os parametros das plantas nebulizadas ndo
superaram 0 das plantas irrigadas nas medices finais (Figura 3). Nas plantas de seca, a
fotossintese (A) e a condutancia (gs) reduzem de forma irreversivel a partir do 19°dia (Figura 3,
Tabela 1), enquanto a transpiracdo (E) diminui significativamente apenas a partir do 39° dia
nesse tratamento. Para essa espécie, a fotossintese esta fortemente correlacionada com a
condutancia estomatica (Seca: R2=0,87, p<0,001; Irrigacdo: R2=0,79, p<0,001; Neblina: R2=0,70,
p<0,001; G.L=1 para todos).

Observamos diferengas significativas na WUE entre os tratamentos ao longo do tempo
em M. umbellata (Tabela 1). No entanto, essa diferenga se deu em fungédo da maior eficiéncia do
uso (WUE) de agua das plantas irrigadas em relacdo as nebulizadas e de seca, ndo havendo
efeitos diretos da nebulizacdo nessa taxa (Bonferroni: Irrigagdo versus Neblina: p<0,001;
Irrigacdo versus Seca: p<0,001; Neblina versus Seca: p=1,00). As trocas gasosas oscilaram ao
longo do tempo também em M. umbellata, devido a resposta de fechamento estomatico sob altos
VPDs, levando a reducdo brusca de A e gs em todos os tratamentos especialmente no 45°dia (de
VPD significativamente maior), ocorrendo em maior magnitude no tratamento de seca (Figura 3,
5).

Como nas outras espécies, 0s resultados obtidos de A, gs e E pelo IRGA assemelham-se
aos valores de resisténcia estomatica e de transpiracdo obtidos paralelamente com o pordémetro
ao longo do experimento, demonstrando que as respostas ocorrem em funcdo dos tratamentos,
independentemente das variagdes nos equipamentos. As plantas sob seca diferem drasticamente
dos outros tratamentos especialmente nas Ultimas medic6es, pois transpiracdo foi reduzida a
valores proximos a zero e a resisténcia estomatica aumentou para valores proximos ou superiores
a 30 cm/s em M. umbellata (e 50 cm/s em D. brasiliensis e E. erythropappus) contrastando aos

valores proximos de 10 cm/s das plantas nebulizadas e irrigadas das trés espécies.
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7. Efeito da nebulizagdo no crescimento e na sobrevivéncia em D. brasiliensis

A nebulizagdo favoreceu o crescimento de D. brasiliensis, evidenciado principalmente
pelo incremento no didmetro do caule (Os;) em relagdo as plantas do tratamento de seca (F=9,74;
G.L=2; p=0,002; Bonferroni Neblina versus Seca Os;: p=0,006; Figura 6). Verificamos diferenca
significativa também na &rea foliar (LA) e na altura (h) das plantas entre os tratamentos (LA:
F=5,83; p=0,014; h: F=6,04; p=0,013; G.L=2 para as duas analises; Figura 6). No entanto, LA e
h das plantas nebulizadas ndo deferiram significativamente entre as plantas irrigadas e as plantas
de seca, mesmo havendo uma tendéncia para a semelhanca entre a LA das plantas nebulizadas as
irrigadas (Bonferroni Neblina versus Irrigacdo: p=0,059) (Figura 6). Dessa forma, embora LA e
h ndo tenham sido significativamente diferentes entre as plantas de neblina e de seca, as plantas
do tratamento de seca apresentaram uma proporcdo muito maior de valores negativos, o que
indica ndo apenas a auséncia de crescimento, mas a perda de folhas e da reducdo do
comprimento até o apice. Além disso, 0 numero de folhas murchas foi muito maior na seca,
sendo o Unico tratamento em que houve perdas de folhas, apresentando padrédo de ressecamento
do tecido (com escurecimento e enrijecimento) e necrose parcial ou total. As folhas das plantas
nebulizadas que senesceram apresentaram um padrdo diferente, caindo ainda integras com o

simples movimento das mudas.

A taxa de mortalidade de D. brasiliensis ndo diferiu entre irrigacdo e neblina e foi muito
maior no tratamento de seca (94,74%) (y*= 54,53, G.L=2, p<0,001; Figura 7).

8. Efeito da nebulizacao no crescimento e na sobrevivéncia em E. erythropappus

O crescimento de E. erythropappus foi semelhante em todos os tratamentos, pois henhum
dos parametros morfoldgicos diferiu significativamente nos dois meses em tratamento (LA:
F=1,01; p=0,386; Os: F= 2,15; p=0,149; h: F=1,27; p=0,308; G.L=2 para todas as analises;
Figura 6). E. erythropappus é uma espécie muito resistente, evidenciado pela baixa taxa de
mortalidade no tratamento de seca (8%). Ndo houve mortalidade de plantas sob irrigacdo e
neblina (x’= 3,87, G.L=2, p=0,145; Figura 7).
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9. Efeito da nebulizagdo no crescimento e na sobrevivéncia em M. umbellata

Nebulizacdo favoreceu o crescimento de M. umbellata mesmo com a grande reducdo no
contetido de agua do solo, o que foi evidenciado pelo aumento na area foliar e no didmetro do
caule em niveis iguais as plantas irrigadas (LA: F=18,68; p<0,001; Os: F=11,71; p=0,001;
G.L=2 para as duas analises; Bonferroni: p<0,001 apenas nas comparacdes dos dois parametros
com o tratamento de Seca; Figura 6). Os individuos maiores também apresentaram diferencas
significativas nesses dois pardmetros, também devido principalmente aos valores menores
obtidos para as plantas secas (LA: F=9,12; p=0,003; Os:: F=15,63; p<0,001; G.L=2 para as duas
analises). No entanto, nos individuos maiores a LA das plantas nebulizadas foi
significativamente menor que a LA das plantas irrigadas (Bonferroni: p=0,007).

Ja a altura diferiu significativamente entre os tratamentos das duas classes de tamanho,
devido principalmente a diferenca entre seca e irrigacdo (h: F=7,52; p=0,005; h dos individuos
maiores: F=7,53; p=0,005; G.L=2 para as duas analises; Bonferroni: p=0,004; para as
comparagdes entre seca e irrigada das duas classes de tamanho). A altura das plantas nebulizadas
embora ndo tenha se distinguido de forma direta a das plantas irrigadas (Bonferroni: p=0,42;
p=0,88 dos individuos maiores), também ndo se distinguiu a das plantas em seca (Bonferroni:
p=0,088). De forma geral, observamos o mesmo padrdo de respostas aos tratamentos em todos os

parametros tanto nos individuos menores e maiores de M.umbellata.

Nas duas classes de tamanho, observamos maior numero de folhas murchas, até mesmo
em ponto de murcha irreversivel, nas plantas em seca, sendo o Unico tratamento que apresentou
folhas completamente secas. Além disso, observamos que as folhas dos individuos maiores
submetidos a neblina perderam a atividade fotossintética e, abruptamente, secaram somente apds
duas semanas com a interrupcdo da nebulizacdo e permanéncia da falta de dgua no solo (no
intervalo que seria o 89°dia). Em contrapartida, as plantas do tratamento de seca ja estavam

mortas antes de concluir os dois meses de experimento.

Também em M. umbellata a exposicdo a neblina favoreceu a sobrevivéncia dos
individuos (Figura 7). O numero de mortos foi significativamente maior no tratamento de seca

tanto nos individuos menores (com 20% de mortalidade) (3°= 9,69, G.L=2, p= 0,008) quanto nos
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maiores (com 100%) (x*=12,44, G.L=2, p=0,002). N&o houve individuos menores mortos nos
tratamentos de irrigacdo e neblina. Nos individuos maiores de a morte por seca foi mais
frequente, ndo havendo sobreviventes no tratamento de seca e 16,7% de mortos no tratamento de

exposicao a neblina (Figura 7).

Discusséo
Neblina e relacGes hidricas

A absorcdo de agua pelas folhas resultou na melhora imediata e em longo prazo do status
hidrico foliar pela borrifacdo e nebulizacdo da parte aérea nas trés espécies (Figura 1, 2, 3).
Padrdo semelhante de aumento do conteudo de agua foliar e do potencial hidrico apds a
umidificacdo de folhas foi observado em espécies de diversos ecossistemas (Grammatikopoulos
& Manetas 1994; Yates & Hutley 1995; Munne-Bosch, Nogues & Alegre 1999; Gouvra &
Grammatikopoulos 2003) inclusive em espécies lenhosas comuns de ambientes temperados e
aridos como Pinus strobus (Boucher et al. 1995) e Juniperus monosperma (Breshears et al.
2008). O aumento do potencial hidrico ap6s borrifacdo de ramos cortados em Juniperus
monosperma e nas especies deste estudo € uma forte evidéncia que agua foi absorvida, pois

exclui a possibilidade de rehidratacao pelo xilema (Breshears et al. 2008).

O maior FWC do experimento de borrifacdo foi obtido em E. erythropappus
possivelmente em decorréncia da grande adsorcdo nos tricomas tectores abaxiais que
acumularam sais fluorescentes marcadores de via apoplastica (Capitulo 1). A agua
superficialmente retida pode difundir através desses tricomas para as paredes celulares da
epiderme e do parénquima, podendo atingir o xilema (Capitulo I), provocando o aumento do
potencial hidrico observado. O aumento no FWC de E. erythropappus e das outras espécies se
aproximam da faixa de aumento do FWC pela absorcdo foliar em espécies dominantes nas
florestas de sequdias na California, que variaram entre 2 a 11% (Limm et al. 2009). Embora o
aumento do SWC em E. erythropappus seja o maior, foi D. brasiliensis que apresentou o0 maior
incremento do W, 0 que pode estar atrelado a maior susceptibilidade a seca nessa espécie. D.
brasiliensis foi capaz de absorver a maior quantidade de agua pelas folhas (42%) por difusdo
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direta cuticular e disponibiliza-la imediatamente aos tecidos condutores, como fonte alternativa
de rehidratacdo dos tecidos aéreos, proporcionando até mesmo fluxo reverso da seiva em taxas

que se aproximaram das observadas em sequdias (Burgess & Dawson 2004) (Capitulo I).

O aumento do ¥ dos ramos de M. umbellata no experimento de borrifagdo ocorreu em
menor magnitude quando comparados a D. brasiliensis e E. erythropappus. Essa espécie
apresenta uma peculiaridade em suas rela¢fes hidricas. Substancias secretadas por M. umbellata
(hidrogéis) estdo presentes no canal central e nos laterais & nervura principal nos peciolos e
também no caule dessa espécie (Freitas 2003). A saida desses hidrogéis sempre antecede a agua
com a aplicacdo da pressdo pela Bomba de Scholander (obs. pessoal). A presenca dessas
substancias dificulta a precisdo na determinacdo da pressdo necessaria a saida de agua sendo
possivel que haja uma relacédo hidrica diferenciada em Myrsine, na qual a absorcao da agua foliar
pode ocorrer pela agregacdo de umidade a por¢des concentradas de agUcares presentes nessas
substancias, a partir do acumulo da agua em compostos &cido-mucopolissacaridicos
especialmente na presenca de cations di-(multi-) valentes (Zimmermann et al. 2007; Westhoff et
al. 2009). Assim, diante dessas observagdes, sugerimos estreita relacdo das mucilagens e os
hidrogéis com estratégias de uso e retencdo de agua, pois canais secretores, glandulas e células
mucilaginosas sdo bastante comuns no género Myrsine (Freitas 2003). Possivelmente essas
estruturas as capacitem a sobreviver em areas mais secas, como as de transicdo de campos e
florestas de altitude onde esta espécie é bastante abundante (obs. pessoal). Araucaria
angustifolia, por exemplo, rehidrata os tecidos foliares pela absorcdo e armazenamento de agua
nas células mucilaginosas foliares, como se observou com a aplicacdo da solucdo contendo sal
fluorescente (HPTS) (Mastroberti & Mariath 2008). Dessa forma, a absor¢do de agua pelas
folhas pode favorecer a rehidratacdo estrutural dos tecidos aéreos favorecendo a manutencéo de
sistema hidrico de “amortecimento” a cavitagdao (Zimmermann et al. 2007; Westhoff et al. 2009).
Além disso, plugs mucilaginosos e camadas acido-mucilaginosas de espécies arboreas, além de
atuarem como ‘“efeito tampao” de mudangas no status hidrico quando a transpiracdo é alta,
também facilitam a absorcdo de umidade da atmosfera, advindas da neblina, chuva, dgua de
folhas de camadas inferiores transpiradas e evaporacdo do solo (Zimmermann et al. 2007).
Inclusive, algumas espécies (incluindo Drimys winteri) apresentam plugs mucilaginosos epi-

estomaticos que parecem envolvidos na absor¢do de umidade atmosférica (Westhoff et al. 2009).
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Dessa forma, em situacGes severas de seca, que reduzem de forma ainda mais critica a &gua nos
tecidos vegetais, a absor¢do de agua nebulizada pelas folhas confere vantagens diretas para a
recuperacdo do status hidrico em espécies dotadas de sistemas hidricos mais ou menos

complexos, como vimos em D. brasiliensis e M. umbellata (Figura 3).

Durante as medicGes do experimento de curta duracdo em camara nebulizadora,
observamos o extravasamento de compostos pelas folhas de M. umbellata, mais intensamente
nas mais murchas, aproximadamente as 10h do primeiro dia de medi¢do. O composto agucarado
extravasou através de pontoacdes escuras, formando aréolas umedecidas. 1sso pode ser evidéncia
de que ajustes osmaticos possam desempenhar um papel fundamental na manutencdo da espécie
quando em seca, promovendo maior absorcdo de agua (Kramer 1983, Taiz & Zeiger 2006). A
medida que o solo seca o potencial matricial se torna mais negativo e as plantas s6 conseguem
absorver agua enquanto o seu potencial hidrico for mais negativo que o do solo (Taiz & Zeiger
2006). Dessa forma, o acumulo de solutos pelas células, como agucares, advindos da hidrolise de
carboidratos de cadeias longas, pode proteger os processos de cavitacdo quando ha falta de agua
nas plantas, pois possibilita a reducdo do potencial osmético e preserva a turgidez da parte aérea
(Salleo et al. 2004). Além disso, os ajustes osmoticos podem modificar a elasticidade dos tecidos
e redistribuir a 4gua entre simplasto e apoplasto atuando de forma integrada para a manutencéo
do turgor, fundamental para o crescimento e a sobrevivéncia de plantas em falta de agua
(Grammatikopoulos 1999; Taiz & Zeiger 2006). Pelos ajustes osmoticos, as plantas do género
Myrsine podem retirar d4gua do solo sob potenciais mais negativos, levando as quedas mais
acentuadas do SWC em relagdo as outras espécies, como observamos no primeiro més no
tratamento de seca e neblina (Figura 5, Tabela 1). Dessa forma, além da capacidade de absor¢édo
foliar observada em M. umbellata (e também em M. ferruginea) (dados ndo mostrados), espécies
desse género podem absorver mais agua do solo, ressecando-o mais rapidamente que outras

plantas sem ajustes osmoticos, mesmo quando expostas a neblina (Figura 5).

O aumento dos potenciais hidricos nos individuos nebulizados a valores que se
assemelham aos de plantas irrigadas em comparacdo aos de seca, indica o desacoplamento das
relacBes hidricas da parte aérea das relacdes hidricas do solo. O desacoplamento, pelo aumento

do potencial hidrico foliar independente da reposi¢do de &gua no solo, ocorre como efeito
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exclusivo da absorgdo de &gua pelas folhas em M. umbellata, que apresentou maior reducéo do
SWC no tratamento neblina em relacéo as outras espécies (Figura 3, 5). Em M. umbellata, a agua
adsorve nas porcdes externas da cuticula e dos tricomas por onde é absorvida para os tecidos
internos (epiderme, parénquima e células coletoras) (Capitulo I) podendo ser a principal fonte de
agua para a transpiracdo. O beneficio na recuperacdo do status hidrico pela absor¢éo direta é téo
evidente nessa espécie que o potencial do meio dia nem se distingue entre o tratamento de
neblina e irrigacdo até o 51°dia, diferente dos valores do tratamento de seca, que foram menores
a partir do 39°dia. E possivel que espécies de Myrsine possam desacoplar mais facilmente o
funcionamento hidrico da parte aérea em relacdo ao solo por ser menor a resisténcia ao
transporte de agua pela presenca abundante de hidrogéis e mucilagens (Capitulo 1) ou por terem
reservas de agua que podem ser reguladas por ajustes osmoticos. Simonin et al. (2009)
acompanhou o desempenho ecofisiologico de Sequoia sempervirens em um experimento
conduzido em casa de vegetacdo por um més utilizando os mesmos tratamentos. Os autores
verificaram incremento nas trocas gasosas e no potencial hidrico nas plantas nebulizadas
comparadas as de seca e os valores do potencial hidrico das sequdias nebulizadas néo refletiram
0 potencial matricial do solo, mais negativo que o das folhas. Dessa forma, reconheceram o
desacoplamento das relagdes hidricas foliares em relacdo ao solo e sugeriram novas variaveis ao
modelo do continuo solo-planta-atmosfera, como a eficiéncia absortiva da folha e o gradiente de
potencial hidrico entre a &gua interceptada pelo dossel e a folha. Nesse sentido, nossas evidéncias
também contribuiram ao reconhecimento do movimento bidirecional de agua (da folha para os
ramos), atribuindo-lhe, inclusive, um papel ecoldgico importante para a manutencdo do status

hidrico em espécies tropicais.

O conteudo de agua no solo dos individuos nebulizados de D. brasiliensis e E.
erythropapus manteve-se constante ao longo do experimento. Ao contrario de Myrsine, a
manutencdo do potencial hidrico foliar de plantas nebulizadas em niveis semelhantes aos das
plantas irrigadas, pode ter sido uma simples consequéncia da auséncia de queda do potencial
hidrico do solo. Nebulizac@es frequentes podem ter minimizado variagdes no contetdo de dgua
no solo por trés mecanismos: 1) reducdo da transpiracdo noturna durante a nebulizacdo, que

reduz o transporte da agua da raiz para a parte aérea, e consequentemente a demanda da agua do
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solo torna-se menor; 2) redugdo da &gua proveniente do solo transpirada durante o dia, pois a
planta pode transpirar mais prontamente a agua absorvida pela via foliar por estar mais
disponivel, reduzindo a demanda do solo; e 3) redistribuicdo hidraulica da 4gua interceptada, que
é absorvida e direcionada pelo fluxo reverso da seiva para o caule e raizes, e dessas para 0 solo.
A redistribuicdo hidraulica entre raizes foi verificada inclusive em &rvores amazonicas, que
podem passar até trés meses de seca sem sofrer estresse hidrico, deixando de ser um mecanismo
exclusivo de espécies em ambientes aridos ou extremamente sazonais (Oliveira et al. 2005). Em
D. brasiliensis pudemos registrar a inversdo do fluxo de seiva, tornando ainda mais possivel a
ocorréncia de redistribuicdo hidraulica nessa espécie. A redistribuicdo hidraulica também deve
ocorrer em E. erytropappus pois observamos acimulo da solucdo absorvidas pelas folhas
contendo sais fluorescentes no xilema (Capitulo 1). Inclusive, D. brasiliensis e E. erythropappus
foram as duas espécies que apresentaram menor oscilagio do SWC ao longo do tempo no
tratamento de neblina (Figura 5).

Das trés espécies, D. brasiliensis foi a mais susceptivel a seca do solo e foi a que mais se
beneficiou da aquisicdo direta de agua pelas folhas. Essa espécie ndo € capaz de baixar o
potencial hidrico foliar para valores abaixo -2 MPa sem que danos irreversiveis pela seca sejam
evidentes nas folhas. Abaixo desses valores criticos, os apices e os bordos foliares rapidamente
necrosam, dando inicio a mortalidade precoce logo no primeiro més em seca, que coincide com a
reducdo de 50% do contetido de agua no solo (Figura 5). Como o potencial hidrico critico € bem
maior em D. brasiliensis do que nas outras espécies, a absor¢do de neblina interceptada teria um
papel ainda mais relevante nessa espécie tipica de floresta nebulares (Falkenberg & Voltolini
1995; Safford 1999; Falkenberg 2003; Meireles, Shepherd & Kinoshita 2008).

Espécies distinguem-se nas suas propriedades hidraulicas e nas formas de uso e
armazenamento de &gua e por isso diferem quanto aos valores de seus potenciais hidricos
minimos (Bhaskar & Ackerly 2006). Quanto mais tolerante a seca, mais negativa pode ser a
pressdo no xilema na espécie sem que ocorra cavitacdo. Além disso, plantas podem regular
ativamente o fluxo interno de agua usando hidrogéis (Meidner & Sherrif 1976; Zwieniecki et al.
2008), o que pode ocorrer em M. umbellata proporcionando valores extremamente negativos do

potencial hidrico (até abaixo de -3MPa) sem comprometer de forma irreversivel a condutividade
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hidraulica da planta. Observamos a formacdo de bainha perivascular esclerenquimatica nos
feixes vasculares de M. umbellata (ndo demonstrado), o que restringe ainda mais a formacao de
embolia (Carmello-Guerreiro, com. pessoal), podendo justificar a grande capacidade dessa
espécie em manter o turgor em falta de &gua.

Neblina e trocas gasosas

A absorcdo de &gua pelas folhas resultou no aumento das trocas gasosas ao longo dos
dois meses de exposicdo noturna a neblina (pelo incremento de A, gs e E) em relacdo as plantas
de seca nas trés espécies (Figura 3, Tabela 1). Esses parametros ndo diferiram entre as plantas
irrigadas e nebulizadas em grande parte das medicGes, a melhora no desempenho devido a
nebulizacdo ndo chega a se equiparar aos beneficios da hidratacdo radicular, pois os valores de
A, gs e E ao final do experimento foram maiores para as plantas irrigadas. Isso indica que a
disponibilidade de agua no solo pode limitar o desempenho ecofisiologico em longo prazo nas

trés espécies.

A nebulizacdo atenuou os efeitos deletérios da falta de agua no solo principalmente em D.
brasiliensis, que apds um més em seca comegou a manifestar uma série de danos irreversiveis
como necrose parcial ou total dos tecidos aéreos e morte. A maioria dos individuos sob seca ao
final dos dois meses ja haviam perdido as atividades funcionais foliares, reduzindo a fotossintese
e as trocas gasosas a zero, 0 que ndo ocorreu nas plantas nebulizadas. Esse padrédo é semelhante
ao observado por Munne-Bosch et al. (1999), em que a deposicdo de orvalho favoreceu a

manutencdo dos fotossistemas em uma espécie de arbusto no Mediterraneo.

A absorcdo de agua pelas folhas beneficiou as trocas gasosas nas espécies. No entanto,
alguns estudos sugerem que a presenca de um filme de agua sobre as folhas pode reduzir a
fotossintese. Smith & McClean (1989), por exemplo, observaram maiores taxas de fotossintese
(em até 34%) pelo aumento da abertura estomatica em trés das cinco espécies que repeliram adgua
das folhas. Nesse caso, discutem gque quanto maior a repeléncia da umidade pelas folhas maior é
a eficiéncia no uso de agua. Smith & McClean (1989) e Brewer, Smith & Volgelmann (1991)

hipotetizaram que ha uma forte pressdo seletiva para a repulsdo de agua foliar especialmente em
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locais com eventos meteoroldgicos que possibilitam a formacdo constante de pelicula de &gua
sobre as superficies foliares. No entanto, os trabalhos que demonstraram efeitos negativos da
umidade sobre as folhas, como redugdo no ganho de carbono devido a formacdo do filme de
4gua por diminuir em até 10* a difusdo do CO,, foram realizados em solos bem irrigados, ndo
representando condicGes de seca de solo em que a absorcéo de agua pelas folhas pode conferir
vantagens (Simonin et al. 2009). Além disso, qualquer evento climéatico que produz saturacao
atmosférica pode reduzir a incidéncia direta de fotons, reduzindo a fotossintese. No entanto, apos
0 retorno da incidéncia solar direta, a absorcdo da agua coalescente na superficie foliar
favorecera a fotossintese pela melhora do status hidrico da planta. Mesmo estudos realizados
durante a ocorréncia de neblina demonstraram efeitos positivos para o balanco hidrico de
algumas espécies. Duas espécies das montanhas Apalaches dos EUA e outras trés espécies nas
florestas nebulares na Espanha, por exemplo, reduziram a transpiracdo durante a imersdo na
neblina (Johnson & Smith 2008; Ritter, Regalado & Aschan 2009). Eventos que possibilitam a
deposicdo de agua nas folhas podem beneficiar o desempenho ecofisiologico, inclusive
promovendo o incremento das trocas gasosas, em espécies capazes de absorver agua pelas folhas
de diferentes ecossistemas (Wilson 1948 apud Gaertner 1964; Munné-Bosch, Nogues & Alegre
1999; Martin & von Willert 2000; Simonin et al. 2009; Qiu et al. 2010).

Todas as espécies reduziram gs e A com a reducdo do conteudo de agua do solo (como
observamos nas Ultimas medigdes) e com o0 aumento do déficit de pressdo de vapor atmosférico
(VPD) (como no 45°dia) (Figura 3, 4, 5). Durante a abertura estomética para a aquisi¢cdo de
carbono, e incremento de A, as perdas de agua sdo maiores (Schulze 1986; Kaiser 1987; Chaves
1991; Taiz & Zeiger 2006). O fechamento estomatico preserva &gua nos tecidos foliares e
favorece a manutencdo de uma condicao hidrica minima para a sobrevivéncia até que aumente a
disponibilidade de agua (Schulze 1986). Os valores de gs e E reduzem principalmente apds o
primeiro més de seca em D. brasiliensis (Figura 3). M. umbellata é ainda mais conservativa,
reduzindo as taxas de trocas gasosas logo no inicio do experimento quando em seca (no 19°dia).
Os valores de E nessa espécie apresentaram uma reducdo mais acentuada apds o 31°dia
possivelmente devido a regulacdo ainda mais intensa da abertura estomética (com gs menores)

pela queda acentuada na disponibilidade de dgua do solo nesse periodo (Figura 3, 5). Assim, 0s
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beneficios conferidos pela exposicdo das folhas a neblina sdo mais evidentes nessas duas
espécies, pois os individuos nebulizados mantém taxas de trocas maiores que os de seca ao longo
da maior parte do experimento, superando em algumas ocasifes, 0s parametros médios das
plantas irrigadas (Figura 3). J& as plantas sob seca apresentam, além das reducdes das trocas,
perda completa da atividade fotossintética e do turgor levando a seca irreversivel das folhas.

Em E. erytrhopappus, por sua vez, as diferencas entre os tratamentos passam a se
acentuar muito mais tardiamente (ap6s o 51°dia em experimento). Os parametros ecofisiolégicos
dos individuos nebulizados e irrigados se distinguiram apenas nas medicbes finais do
experimento, exceto quanto ao valor de E no 45° dia. Nesse dia, os individuos nebulizados
apresentaram valores baixos tais como os de seca, possivelmente como consequéncia do alto
VVPD (Figura 4). Isso porque os individuos nebulizados recuperaram os valores de E, enquanto 0s
individuos de seca mantiveram valores abaixo dos 0,9 mmol m?s™. A distincdo dos valores de E
sob alto VPD entre neblina e irrigacdo deve ter ocorrido em decorréncia da rehidratagdo parcial
dos tecidos aéreos garantida pela absorcao foliar. Quando a demanda atmosférica € muito alta
ocorre transpiracdo excessiva (Schulze 1986) e assim, os individuos nebulizados tendem a
conservar mais a agua do que aqueles sem limitacdes na disponibilidade de agua no solo. A
reducdo de gs no tratamento de seca foi bastante acentuada nas duas ultimas medicfes, o que
justifica a diminuicao subsequente de A e E, pois ha depressdo da taxa de assimilacdo de CO,
pelo fechamento estomatico (Schulze 1986; Kaiser 1987; Chaves 1991).

Os estdmatos das espécies estudadas foram bastante sensiveis as variacbes no déficit de
pressdo de vapor atmosféerico independente da umidade do solo. Sob altos VVPDs, as trés espécies
reduzem gs (Figura 3, 4). A e gs aumentam quando os valores de VPD sdo menores, como se
observa no 06°, 39° e 51°dias, especialmente em D. brasiliensis e M. umbellata. Todas as
espécies respondem ao aumento do VPD em todos 0s tratamentos, mas € muito mais intenso no
tratamento de seca possivelmente em decorréncia do controle estomatico (uma vez que gs caem
para perto de zero). O fato das plantas irrigadas também limitarem as trocas gasosas em alto
VPD (como no 45°dia) demonstra que sdo bastante sensiveis a seca atmosférica mesmo quando
ndo ha falta de agua no solo. As trés espécies podem apresentar 0 mecanismo recentemente

proposto de resposta estomatica ativada pelo fluxo de agua por capilaridade entre as células da
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epiderme, levando ao fechamento estomético na planta como um todo quando a umidade relativa
é muito baixa (Burkhardt 2010). Assim, as taxas de &gua perdida na transpiracdo, nessas
espécies, também podem ser determinadas pela interacdo entre o VPD e a gs (Meidner & Sherrif
1976; Schulze 1986; Sperry et al. 2002; Schulze 1975, 1986; Young et al. 1997; Fisher et al.
2006; Bhaskar & Ackerly 2006). O aumento do VPD leva ao aumento da transpiracdo (Meidner
& Sherrif 1976, Schulze 1986, Menucci Grace 1995, Lambers et al. 2006) e quando atinge
valores extremos, é possivel que a perda de agua ocorra em taxas maiores do que as de absorcao
pelas raizes nos periodos mais quentes do dia, levando a um desequilibrio hidrico (Schulze
1986). A transpiracdo quando ndo € limitada pelos estdmatos e pela camada de ar limitrofe pode
levar a perda excessiva de agua, o que pode danificar o sistema hidraulico nas trés espécies
(Schulze 1986; Mansur & Barbosa 2000; Taiz & Zeiger 2006).

E possivel também que as células guarda reajam a diferencas de umidade do ambiente
rapidamente nessas espécies, como identificado em outros estudos onde a abertura estomatica
diminui quanto menor a umidade relativa (Kramer & Boyer 1995). A condutancia estomatica
reduz em resposta ao aumento da pressdo de vapor entre ar e folha (Monteith 1995) por possivel
mecanismo de feedback com a transpiracdo foliar entre células guardas e outras células
epidérmicas (Schulze et al. 1972; Schulze 1986; Young et al. 1997), sendo ent&o regulado pelas
relacBes hidricas epidérmicas como transpiracdo e potencial hidrico (Young et al. 1997). A
relacdo de resposta estomatica a seca atmosférica ainda € pouco conhecida devido a dificuldade
de se isolar os fatores de seca de solo e demanda evaporativa (Zweifer et al. 2005; Bhaskar &
Ackerly 2006). Mas, independente dos mecanismos, torna-se evidente que o alto VPD representa
um fator gerador de estresse hidrico nessas espécies que ocupam ambientes com grandes
oscilacdes diarias e sazonais do VPD. Naves-Barbiero et al. (2000) observaram rigido controle
estomatico em relacdo a alta demanda evaporativa da atmosfera em outras espécies de Myrsine
(Rapanea) em ambiente de Cerrado, sugerindo essa dependéncia da abertura estomatica com o
status hidrico das folhas e com 0 VPD. Os modelos de Sarmiento et al. (1985) levam a concluséo
de que a transpiracdo das espécies lenhosas depende mais das condi¢cdes atmosféricas do que da
disponibilidade de agua no solo, o que se refletiu no nosso estudo pela queda abrupta de todos os

tratamentos no 45°dia.
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A condutancia estomética de D. brasiliensis ndo excede 0,18 mol m?s* de H,O
mantendo os menores valores préximos de 0,06 mol m?s™ sob altos VPDs no tratamento de
neblina. Os valores de gs aproximam de zero apenas na falta extrema de agua (a partir do
primeiro més do tratamento de seca e alto VPD) (Figura 3, 4). No entanto, estudos em outras
espécies de Drimys (D. winteri e D. granadensis) verificaram insensibilidade de resposta
estomatica a alguns fatores, inclusive VPD (Feild & Hoodbrook 2000). Feild et al. (1998)
demonstrou que folhas D. winteri ndo fecham os estdbmatos nem quando expostos a altos VPDs,
devido ao acumulo de cutina e cera sobre as células guarda que formam plugs granulares
hidrofébicos. Esse material pode se estender até o atrio externo estomatico e impedir as células
guardas de fecharem completamente. Na caracterizacdo anatdmica da espécie, previamente
realizada (Capitulo 1), realmente verificamos a intrusdo do material cuticular em alguns
estomatos, mas definitivamente ndo é um padrdo difundido em todos os estdmatos em D.
brasiliensis, o que justifica a abertura estomatica mais responsiva as varia¢ées do VPD no nosso
estudo. Além disso, a absorcao de agua pelas folhas deve ser maior quanto menor o VPD devido
a rearranjos na estrutura cuticular sob maior umidade relativa (Van Hove & Adema 1996) ou
pela formacdo do fluxo continuo de agua pelos poros estomaticos (Burkhardt 2010), o que pode
se relacionar ao aumento das trocas gasosas sob baixos VPD devido a melhor hidratacdo

proporcionada pela absorcao direta dos tecidos aéreos.

A reducdo da gs causa diminuicdo na assimilacdo de CO, utilizado na fotossintese (Krieg
1993, Larcher 2000), e consequentemente reduz a fotossintese (A) e a transpiracdo (E), o que
inicialmente provoca um aumento da eficiéncia no uso de agua (WUE) nos individuos sob
estresse hidrico (Hsiao 1973; Martin & Ruiz-Torres 1992; Gucci et al. 1996; Thomas, Eamus &
Shanahan 2000; Taiz & Zeiger 2006; Larcher 2006; McDowell et al. 2008). A WUE expressa a
relacdo entre a quantidade de CO, absorvido na fotossintese por vapor de agua perdido na
transpiracdo (A/E) e pode aumentar com o fechamento parcial dos estbmatos quando esse afeta
mais a transpiracdo do que a absor¢do do CO, (Jones & Sutherland 1991). Mas a medida que a
seca torna-se mais severa, a WUE diminui com a inibi¢do do metabolismo da folha e aumento da
transpiracdo (Taiz & Zeiger 2006). A neblina pode amenizar os efeitos de seca severa nos solos

em que grandes concentracbes de &cido abscisico se formam nas folhas dificultando a
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osmorregulacdo das células-guarda que reduz a abertura dos poros até o fechamento completo.
Na auséncia da formacdo de neblina, as secas prolongadas levam ao fechamento completo e
permanente dos estomatos resultando em falta de fotoassimilados (“carbon starvation’), 0 que
desencadeia uma cascata de efeitos deletérios, como a reducdo da resisténcia a outros fatores,
como por exemplo, ataques bioldgicos (McDoweel et al. 2008).

As trés especies apresentaram modificacOes significativas nas taxas de A e E, levando a
modificacbes da eficiéncia do uso de dgua (WUE) em situacdes de VPD extremos de forma
associada a disponibilidade de agua no solo (Tabela 1). Em D. brasiliensis a WUE foi maior nos
individuos irrigados no 39° dia (de menor VPD) e menor nos individuos de seca no 45°dia (de
maior VPD), demonstrando sensibilidade da espécie a regulacdo da perda de agua por carbono
adquirido em situacGes ambientais 6timas e adversas. E. erythroppapus demonstrou maior WUE
nas plantas irrigadas e incremento dessa taxa nas plantas nebulizadas em contraste as de seca no
59°dia, demonstrando que a conservacdo de agua pelo fechamento estomatico aumenta em

situacOes de falta de agua critica, tornando-se ainda mais intensa sobre condicdes de alto VPD.

Efeito da nebuliza¢é@o no crescimento e na sobrevivéncia

A absorc¢do de agua pelas folhas proporcionou a melhora imediata e em longo prazo do
desempenho ecofisiologico pela manutencdo do status hidrico e das taxas de trocas gasosas das
plantas nebulizadas em comparacéo a seca, o que refletiu em maior crescimento e sobrevivéncia
em D. brasiliensis e M. umbellata (Figura 6, 7). Valores de SWC abaixo de 30% geralmente
conduzem ao fechamento estomatico irreversivel acentuando ainda mais os danos da seca
(Schulze 1986), na qual a falta de fotoassimildados (“carbon starvation”) pode afetar o
crescimento e a sobrevivéncia das plantas (McDowell et al. 2008). Trabalhos pioneiros
descrevem 0s eventos de neblina e orvalho como fontes importantes de &gua para a
sobrevivéncia de diversas espécies de coniferas e de lenhosas perenes de regides aridas, uma vez
que a absorcdo foliar garantiu hidratacdo direta dos tecidos aéreos em situacdes experimentais de
seca do solo (Stone, Went & Young 1950 apud Gaertner 1964; Stone 1957b; Waisel 1958 apud
Gaertner 1964).
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Em E. erythropappus os efeitos no desempenho ecofisiolégico foram observados
tardiamente. Essa espécie demonstrou bastante resisténcia a seca e assim os beneficios ao
desempenho ecofisiologicos relacionados a absorcdo de agua pelas folhas foram mais evidentes
apenas a partir do 45°dia. Consequentemente, ndo houve diferencgas significativas no crescimento
e na mortalidade nessa espécie no periodo de experimento. Apenas no final de dois meses
observamos indicios de perda do turgor foliar, necrose parcial e mortalidade no tratamento de
seca (Figura 7).

A aquisicdo de agua pelas folhas refletiu no aumento do diametro do caule em D.
brasiliensis e na area foliar total de M. umbellata em propor¢des semelhantes as plantas irrigadas
(Figura 6, Tabela 1), o que significa um ganho liquido de carbono para a manutencdo das

estruturas e o crescimento.

Embora a altura ndo tenha demonstrado nenhum efeito significativo ao tratamento de
neblina, notamos valores negativos da mudanca na altura (Change in h) apenas nos individuos
sob seca, o que indica retragdes no comprimento do eixo principal, reduzindo o tamanho desses
em D. brasiliensis (Figura 6). Essa espécie parece ter como resposta homeostéatica a seca, ajustes
das suas caracteristicas hidraulicas através de arranjos em sua altura. 1sso porque observamos
que o padrdo de necrose dos tecidos por seca comumente se iniciam no apice dos ramos e/ou do
tronco principal e nas bordas foliares, concentrando a agua nos tecidos centrais. Nesse sentido, o
fechamento estomatico torna-se muito importante como resposta a seca, pois previne a perda em
cascata da condutividade do xilema dos ramos menos calibrosos para 0s maiores (Zimmermann
et al. 2004). Além disso, é possivel que ocorra ajustes morfo-fisioldgicos em D. brasiliensis uma
vez que demonstra um padrdo de necrose peculiar das folhas e dos ramos quando em seca. Em
alguns casos, a falta de agua afeta mais os parametros de crescimento do que a propria
fotossintese, por estes serem mais sensiveis a queda do potencial hidrico, pois para a elongacao
dos tecidos aéreos e o desenvolvimento das folhas a manutencdo do turgor torna-se essencial
para a expansdo celular (Boyer 1970; Hsiao & Bradford 1983). Nesse contexto, a absorcdo de
agua pelas folhas pode levar ao maior ganho de carbono e crescimento tanto das folhas

interceptadoras quanto nos tecidos aéreos distantes (Martin & von Willert 2000).
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A érea foliar total (LA), que traduz toda a area fotossinteticamente ativa, também
aumentou em M. umbellata, inclusive nos individuos maiores (Figura 6). O Unico trabalho até o
presente que demonstrou efeito direto no crescimento pela absor¢do de agua pelas folhas foi
realizado em Pinus strobus para o qual se reconheceu aumento em 45% na massa seca das raizes
de plantas submetidas ao orvalho artificial em relagéo ao controle e uma tendéncia de aumento
no didmetro do hipocétilo e na massa seca da parte aérea, com 7% e 18% de aumento,
respectivamente (Boucher et al. 1995). Inclusive, esse trabalho também verificou melhora no
desempenho ecofisioldgico geral, relativo ao Wvp, gs € ao contetdo relativo de dgua da parte
aérea nos individuos submetidos & umidade foliar de orvalho em experimento de longa duragéo
(10 semanas). Também Wilson (1948) (apud Gaertner 1964) conclui que a neblina favorece o
ganho de carbono em 20 a 25% favorecendo o crescimento em Camellia japonica e Ligustrum

lucidum.

Embora apenas M. umbellata tenha demonstrado efeito direto da nebulizagdo na
manutencdo da area foliar, notamos que as folhas dos individuos nebulizados de todas as
espécies apresentavam maior turgor em relacdo a seca. Folhas murchas e secas foram mais
frequentes nas plantas de seca completa e isso pode ser determinante para deflagrar os danos em
cascata, que Sao irreversiveis apos secas severas. A neblina, como fonte alternativa de agua, pode
reduzir a intensidade dos danos, adiando a ocorréncia de grandes perdas de folhas advindas apés
murcha e sequia, que se tornam generalizadas e podem ocasionar morte. Embora ocorra perda
parcial de folhas também no tratamento de neblina, como vimos em D. brasiliensis, ao fim dos
dois meses em seca os individuos nebulizados mantinham integridade do ramo principal e um
namero consideravel de folhas (que justifica a igualdade de LA entre irrigadas e as nebulizadas).
Esse fato difere do tratamento de seca, em que além de perda severa de folhas houve mortalidade

generalizada.

Um dos efeitos ecoldgicos mais relevantes da exposicdo da parte aérea das plantas a
neblina foi 0 aumento da sobrevivéncia de individuos ap6s os dois meses de experimento. Todas
as plantas nebulizadas de D. brasiliensis e M. umbellata sobreviveram, enquanto houve altas
taxas de mortalidade no tratamento de seca, especialmente em D. brasiliensis. Mesmo E.

erythroppapus, que ndo apresentou diferencas significativas no nimero de mortos no tratamento
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de seca em relagdo aos outros tratamentos, apresentou duas mortes no tratamento de seca. Esse
nimero poderia aumentar se o experimento fosse prolongado. Anteriormente a esse estudo,
apenas espécies de gimnospermas, entre as traquedfitas arbdreas, tiveram a sobrevivéncia
relacionada a absorcao de &gua pelas folhas, como Pinus ponderosa que tiveram maior taxa de
sobrevivéncia no tratamento de exposi¢cdo exclusiva da parte aérea a umidade (Stone 1957b).
Assim, a absorcdo de agua pelas folhas pode amenizar inclusive 0s mecanismos que causam
morte em espécies vegetais sob falta de dgua no solo. Esse beneficio pode ser tanto maior quanto
mais prolongado e intenso for o estresse hidrico, especialmente em ecossistemas com frequentes
periodos de seca do solo onde ocorrem neblina, orvalho ou fracos eventos de chuva (Stone
1957a, 1958; Yates & Hutley 1995; Breshears et al. 2008). Secas extremas podem causar altas
taxas de mortalidade em arvores (Allen & Breshears 1998; Breshears et al. 2005),
principalmente quando ocorrem no inicio do estabelecimento das plantas (Kapos 1989;
Whitmore 1998; McDowell et al. 2008).

Os modelos que prevéem as alteracGes climaticas para os proximos 50 anos demonstram
que 0 aumento das temperaturas globais reduzira os indices de pluviosidade, resultando em secas
mais severas e frequentes (Cook et al. 2004; IPCC 2007; Seager et al. 2007). Eventos de
mortalidade na vegetacéo ao redor do mundo tém sido observados devido as secas cada vez mais
severas (Allen & Breshears 1998; Suarez et al. 2004; Breshears et al. 2005; Ciais et al. 2005;
Jurskis 2005; Breda et al. 2006; Gitlin et al. 2006;). Com o0 aumento da temperatura do ar, as
perdas de &gua na vegetacdo sdo maiores com a elevacdo do VPD. Esse impacto sobre a
vegetacdo pode resultar em maiores taxas de mortalidade por perda de condutividade hidraulica
ou por falta de assimilados de carbono nos tecidos (carbon starvation) (McDowell et al. 2008).
Além das secas sazonais ou decorrentes das alterac6es climaticas, ha outros eventos fortuitos de
veranicos que se tornam ainda mais frequentes, por exemplo, nos anos de EI Nifio que inclusive

ja foram relacionados ao aumento da mortalidade de plantulas (McDowell et al. 2008).

As populacdes das matas de altitude podem ser bastante afetadas em qualquer um dos
cenarios previstos de mudancas climaticas futuras. D. brasiliensis, por exemplo, sdo
extremamente sensiveis a seca e, como nas demais espécies, a neblina pode servir como fonte

alternativa de &gua, inclusive podendo ser absorvida de forma direta pelas folhas. A absorc¢do da
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neblina pode favorecer o desempenho ecofisiolégico geral nos individuos, inclusive de espécies
lenhosas, expostos a essa fonte de &gua. A melhora na manutencdo dos processos fisioldgicos
causada pela neblina pode contribuir para o crescimento e a sobrevivéncia em condi¢Oes de falta
de &gua no solo. Cenérios de climas futuros sugerem que a formacdo de neblina em montanhas
tropicais ocorrerd apenas em altitudes mais elevadas (Still et al. 1999; Reinhardt & Smith 2008),
ou mesmo deixar de ocorrer. Mudangas no padrdo de formacdo de neblina podem causar um
aumento nas taxas de mortalidade nas populacdes de espécies de matas nebulares mais sensiveis
a seca (Still et al. 1999; Pounds et al. 1999).
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Figuras

D. brasiliensis E. erythropappus M. umbellata
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Figura 1. Conteudo de agua foliar (FWC em %) dos ramos submetidos ao experimento de
borrifacdo das trés espécies. Cada tratamento Borrifacdo (SP) e Controle (CT) com mesmo
namero de amostras (N). ANOVA de medidas repetidas em bloco (considerando o individuo),
usando dados ranqueados: D. brasiliensis: N=13; F=8,303; p=0,001;. E. erythropappus: N=8;
F=3,665; p=0,057; M. umbellata: N=10; F=20,956; p<0,001; G.L.=1 em todas as analises. Os

pontos representam as medias e, as linhas verticais, 0s respectivos erros padrao.
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Figura 2. Potencial hidrico foliar (W, em MPa) dos ramos submetidos ao experimento de
borrifacdo das trés espécies. Tratamentos: Controle (CT) e Borrifagdo (SP) antes (before) e
depois (after) de serem condicionados no escuro por um periodo entre uma a duas horas. Cada
categoria com numero de amostras (N). ANOVA de medidas repetidas para os fatores tratamento
e periodo, seguido pelo teste de Bonferroni: D. brasiliensis: F=71,297; p<0,001; antes da
borrifacdo potenciais ndo diferiram entre SP e CT (p=0,87) e aumentam quando borrifados
(p<0,001) (N=13). E. erythropappus: F=14,004; p<0,001; antes da borrifacdo os potenciais
foliares ndo diferiram entre SP e CT (Bonferroni: p=0,34) e aumentam significativamente
quando borrifados (p= 0,022) (N=11). M. umbellata: F=3,992 GL=1 p=0,048; antes da
borrifacdo potenciais ndo diferiram entre SP e CT (p=0,86) e aumentam quando borrifados
(p=0,013) (N=11); G.L.=1 em todas as analises. Os pontos representam as médias e, as linhas

verticais 0s respectivos erros padréo; asteriscos (*) indicam as categorias que se distinguem.
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Figura 3. Dinamica temporal dos parametros ecofisiologicos nos tratamentos de Irrigacao,
Seca e Neblina das trés espécies submetidas a nebulizacdo ao longo de dois meses em
experimento na Casa de Vegetacdo, Campinas/ SP. D. brasiliensis com nimero de individuos
(N) iniciais nos tratamentos de Irrigacdo (N=4), Neblina (N=5) e Seca (N=4), mas no tratamento
de seca ha reducdo gradativa do N por morte: no 45°dia (N=3), no 51°dia (N=2) e no 59°dia
(N=1). Também ndo foi possivel obter valores do potencial hidrico foliar nos 51° e 59° dias
devido a necrose foliar nessa espécie. Em E. erythropappus o valor de N ndo mudou ao longo do
experimento (N=4 para todos os tratamentos). M. umbellata mantém N=4 para todos o0s
tratamentos, exceto na Gltima medicdo do 59°dia em que ha reducdo brusca do N da seca, para
N=1. Valores da ANOVA de medidas repetidas resumidos na Tabela 1. Pontos das curvas
representam a média de cada parametro em cada intervalo de medicdo e as barras verticais
representam seu respectivo desvio padrdo. Wpp: Potencial hidrico foliar de madrugada (pre-
dawn: pp) (MPa), ¥mp: Potencial hidrico foliar a0 meio-dia (midday: wpo) (MPa), A: Taxa de
Assimilacdo liquida de CO, (umol m?s™ de CO,), gs: Condutancia estomatica (mol m?s™ de

H,0), E: Taxa de Transpiracdo (mmol m?s™).
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Figura 4. Conteudo de agua no solo (Soil water content, SWC em %) por tratamento das
trés especies ao longo dos dois meses de experimento na Casa de Vegetacdo, Campinas/ SP.
Ressaltam-se os valores intermediarios do SWC coletado dos vasos das plantas sob neblina
(menos evidente em M. umbellata) e a intensa reducdo do SWC no tratamento de seca. ANOVA
de medidas repetidas para os fatores tratamento e dias de coleta: D. brasiliensis: F=1,95;
p=0,031; E. erythropappus F= 1,94; p=0,033; M. umbellata: F= 3,73; p<0,001; (G.L= 14 para
todas as analises; resultados do Bonferroni em Resultados). Pontos das curvas representam o
valor meédio do SWC em cada intervalo de medicdo e as barras verticais representam seu

respectivo desvio padrao.
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Figura 5. Déficit de pressdo de vapor (VPD em KPa) ao longo dos dois meses de
experimento na Casa de Vegetacdo, Campinas/ SP (KW= 39,583; G.L=7; p<0,001). Ressalta-
se 0 maior valor do VPD no 45°dia e 0 menor no 39° dia (Teste Tukey com dados ranqueados:
p<0,05 entre as comparagdes do 39° dia com o dia zero, 19° dia; do 45° dia com 0 6°, 31°, 39° e
51° dia; e do 51° dia com o dia zero). Pontos das curvas representam o valor medio do VPD em
cada intervalo de medicdo, das 8h as 12h30 dos dias de amostragem. Barras verticais

representam o respectivo desvio padrao.
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Figura 6. Parametros morfoldgicos (area foliar total estimada, diametro do tronco e altura)
por tratamento das trés espécies em relacdo aos valores de inicio e fim do experimento de
longa duracdo. Amplitude da diferenca (Change= valor final-inicial) da area foliar total
(Change in LA), do diametro do tronco (Change in By) e da altura (Change in h). Tratamentos:
Irrigacdo, Neblina e Seca. Cada caixa (Box) representa 50% das observacdes, as barras verticais
representam a amplitude da distribuicdo, os simbolos * e ° representam valores extremos. A
por¢do “acinturada” da caixa representa o intervalo de confianca de 95% ao redor da mediana.
Valores da ANOVA em Resultados. Para letras iguais os grupos ndo diferem significativamente

(Teste de Bonferroni).
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Figura 7. Namero de individuos mortos e vivos por tratamento no final dos dois meses em

experimento para a mesma classe de tamanho das trés espécies e individuos maiores de M.

umbellata. D. brasiliensis: 0% de mortalidade no tratamento de irrigagdo (Numero total de
individuos, N=18) e neblina (N=22); 94,74% de mortalidade na seca (N=19) (y*=54,23; G.L=2;
p<0,001); E. erythropappus: 0% de mortalidade no tratamento de irrigacdo (N=22) e neblina
(N=25) e 8% de mortalidade na seca (N=25) (x*=3,87; G.L=2; p=0,145). M. umbellata: 0% de
mortalidade no tratamento de irrigacdo (N=23) e neblina (N=22) e 20% de mortalidade na seca
(N=25) (¥°=9,69; G.L=2; p=0,008). M. umbellata, individuos maiores (h>60cm): 0% de
mortalidade no tratamento de irrigagdo (N=5), 16,7% na neblina (N=6) e 100% na seca (N=5)

(x°=12,44; G.L=2; p=0,002).
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Tabela 1. Valores da ANOVA de medidas repetidas dos parametros do desempenho

ecofisioldgico do experimento de longa duracdo (incluindo WUE) quanto aos efeitos dos

tratamentos ao longo do tempo (dois fatores: tratamento e dias) para cada espécie

separadamente. Quando os valores estatisticos da interacdo dos dois fatores ndo sdo

significativos, apresentamos entre paréntesis os valores da mesma analise apenas para o fator

tratamento.
D. brasiliensis E. erythropappus M. umbellata
PARAMETROS F G.L. p F G.L. p F G.L. p

1,31 13 | 0,315 0,37 14 | 0,962 1,08 14 | 0433
e 456) | 2 | (001 | @56 | @ | (0001 | 810 | @ | (0001

Yvo 0,78 13 | 0,673 0,30 14| 0968 1,97 14 0,05

(6,31) ) | (0,001)

A 11,90 | 14 | <0,001 9,22 14 | <0,001 3,85 14 | <0,001
gs 9,88 14 | <0,001 7,57 14 | <0,001 4,17 14 | <0,001
E 18,55 | 14 | <0,001 | 12,44 14 | <0,001 8,38 14 | <0,001
WUE 2,69 14 | <0,001 8,20 14 | <0,001 4,85 14 | <0,001
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Consideracoes finais

A absorcdo de &gua pelas folhas foi descrita em espécies de ambientes xericos,
temperados e também em espécies criptdgamas, epifitas, poiquilohidricas, sendo inédita a
investigacdo dessa estratégia em espécies lenhosas da Mata Atlantica. Oliveira et al. (2007)
sugeriram que a absorcdo direta de neblina pelas folhas é uma importante via absortiva em
espécies de Florestas Ombrofilas Montanas da Serra do Mar pois verificaram um enriquecimento
em 20 na 4gua do xilema em algumas espécies ap6s evento de neblina. Além disso, a maioria
dos trabalhos sobre absor¢do foliar concentra-se apenas em uma Unica espéecie (Limm et al.
2009). No presente estudo verificamos a absorcdo de agua diretamente pelas folhas ocorrendo
nas trés espécies através de métodos diretos (Capitulo 1) e indiretos (Capitulo Il). Atualmente a
aquisicdo de agua pelas folhas tem sido reconhecida como uma estratégia comum em plantas de
diferentes ecossistemas ao redor do mundo como forma de prevengéo ao estresse hidrico (Limm
et al. 2009).

No nosso estudo reconhecemos a aquisicdo de agua pelas folhas em quantidades
expressivas nas trés espécies utilizando isdtopos estaveis, sendo maior em D. brasiliensis. Nesta
espécie, verificamos inclusive fluxo reverso da seiva durante nebulizacdo artificial. Também
compreendemos melhor as vias de difusdo e deposicdo das solucdes interceptadas na folha pelo
emprego dos sais fluorescentes tracadores de vias apoplasticas. Nas trés espécies a solucao
difundiu pela cuticula para o interior foliar, envolvendo grande acumulo nos tricomas tectores de
E. erythropappus e nos tricomas glandulares de M. umbellata e também de outra espécie do
mesmo género (M. ferruginea). Embora uma das principais funcdes da cuticula seja de protecao
a perda excessiva de agua pela transpiracdo, muitas evidéncias demonstram que possa atuar no
processo absortivo inclusive de forma responsiva a fatores ambientais, p. ex. aumentando a
permeabilidade com o aumento da umidade relativa, 0 que confere a cuticula um dinamismo
funcional (Schonherr 1976a,b, 2006; Kerstiens 1996, 2006; Schreiber et al. 2001; Schénherr,
Fernandez & Schreiber al. 2005; Widholzer 2005).

A difusdo dos sais ocorreu pelo mesofilo das trés espécies aumentando a concentracédo
quanto maior exposicdo a solucdo, aparentemente sem envolver nenhuma estrutura especializada
em D. brasiliensis, mas acumulou de forma particular no xilema de E. erythropappus e nas
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células coletoras de M. umbellata. Com a caracterizagdo anatbmica das espécies podemos
compreender melhor as estruturas particulares de cada espécie e fazer correlagdes com o0s
resultados dos sais fluorescentes. Sdo poucos trabalhos que, como este, conectam conhecimentos
em anatomia vegetal e ecofisiologia, lacuna essa que foi reconhecida em estudos da absorgéo de
agua pelas folhas (Burgess & Dawson 2004; Limm et al. 2009; Qiu et al. 2010).

Além da caracterizagdo do processo absortivo, também reconhecemos melhora no
desempenho ecofisioldgico a curto e longo prazo a partir da absorcdo de adgua de neblina pelas
folhas de trés espécies de mata de altitude, beneficiando inclusive a morfologia vegetal e a
sobrevivéncia de D. brasiliensis e M. umbellata. A absorcéo pelas folhas apenas constitui uma
via alternativa, complementar quando ha deficit hidrico. N&o atribuimos a essa via um valor de
importancia igual ou maior ao da via radicular, inclusive reconhecemos que a dgua no solo foi
determinante para o desempenho ecofisiolégico maximo durante o experimento em longo prazo
nas trés espécies (Capitulo 11). Nosso objetivo foi apresentar novas possibilidades nas relacdes
hidricas em plantas de ambientes em que a formacao de neblina € intensa mesmo nos periodos de
estiagem. Conferimos que, de fato, as folhas podem desempenhar um papel complementar
absorvendo a agua e favorecendo a manutencdo do status hidrico, o ganho liquido de carbono e
as taxas gasosas, podendo inclusive ser determinante quando a seca se prolonga para manter a

morfologia vegetal e as funcdes vitais.

As espécies apresentaram particularidades quanto a intensidade dessa absorcdo e aos
beneficios sobre cada parametro medido. D. brasiliensis, por exemplo, demonstrou maior
sensibilidade a seca, demonstrando danos irreversiveis ja no primeiro més do experimento de
longa duracdo. Nessa espécie a melhora proporcionada pela nebulizacdo foi evidente, nem tanto
pelo desempenho ecofisiolégico, mas principalmente pela reducdo dos processos de necrose
foliar e caulinar que conferiu a sobrevivéncia de todos os individuos. M. umbellata, por varias
evidéncias (de curto e longo prazo), parece utilizar ajustes osmoticos nas relaces hidricas das
plantas sob seca e neblina, tornando suas respostas mais complexas, especialmente as relativas
ao potencial hidrico, mas mesmo nesse parametro podemos notar melhora pela nebulizacdo
exclusiva da parte aérea. E. erythropappus por sua vez apresentou beneficios nas respostas

ecofisiologicas pela nebulizagdo em comparacdo a seca. Esta espécie parece ter uma resposta
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mais tardia a seca, resistindo mais tempo sem alterar o aspecto morfolégico. Em contrapartida,
os beneficios da exposicdo da umidade sobre as folhas ja foram inclusive relatados mesmo em
espécies incapazes de absorver dgua diretamente pelas folhas, pois pode haver supressdo da
transpiracdo mesmo durante as noites (Limm et al. 2009). Os eventos que proporcionam
umidade nas folhas aumentam a eficacia do re-equilibrio noturno com a disposicdo de agua no

solo e 0 aumento do potencial hidrico foliar (Limm et al. 2009).

Ainda sdo necessarios mais estudos na comunidade para reconhecer se o potencial de
absorcdo de &gua pelas folhas € uma estratégia comum nos ambientes alto-montanos por serem
comumente expostos a periodos de secas com saturacao atmosférica que produz umidade sobre
as folhas. Limm et al. (2009), por exemplo, verificaram absorgéo de agua foliar entre diferentes
taxons dominantes nas florestas de sequoia californianas. Nesse ecossistema 80% das espécies de
diferentes habitos (pteridofitas, arbustos, arvores) absorveram agua pelas folhas. Inclusive, torna-
se relevante discutir que a absorcdo de agua pelas folhas ndo se inclui na maioria dos modelos
ecoldgicos, hidrolégicos e atmosféricos, o que tem implicacfes na interpretacdo das assinaturas

isotopicas e sobre a quantidade de entrada de agua no ecossistema (Farquhar et al. 1993).

Recentemente Simonin, Santiago & Dawson (2009) verificaram o desacoplamento da
fisiologia da parte aérea do potencial hidrico do solo, em decorréncia da absorcdo de agua pelas
folhas, sugerindo modificacfes as relacfes hidricas previstas pelo modelo unidirecional do
continuo Solo-Planta-Atmosfera (SPAC). Nesse trabalho, o status hidrico das sequdias que
absorveram agua pelas folhas demonstrou independéncia do status hidrico do solo. E assim, os
autores inseriram novos termos as formulas que prevéem o fluxo de agua no sistema, sendo eles:
o parametro de eficiéncia na absorcdo foliar e o gradiente de potencial hidrico entre o dossel
interceptador de neblina e a folha. O modelo do SPAC apresenta baixa previsibilidade quando a
formacdo de atmosfera saturada é frequente. Além disso, assume condi¢cdes constantes ao longo
do trajeto da dgua que raramente existe em plantas, pois o fluxo varia dentro e entre segmentos,
como por exemplo, ao longo do xilema em ramos submetidos a diferentes condicdes

microclimaticas (Kozlowski & Pallardy 1997; Zimmermann et al. 2007).

A mudanga conceitual do modelo SPAC tem implicacbes para os modelos climaticos,

pois estes sempre consideram &gua no solo como determinante da transpiragdo e fotossintese de
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plantas. O funcionamento das plantas capazes de absorver dgua pelas folhas poderia desassociar
do status hidrico do solo. Dessa forma, uma melhor compreenséo e representacdo dos processos
que afetam a sobrevivéncia e modulam o crescimento de plantas e a produtividade de
ecossistemas nativos é essencial para aumentar a previsibilidade dos modelos que simulam o
funcionamento de ecossistemas e a distribuicdo de espécies sob diversos cenarios climaticos.
Ainda ha poucos estudos sobre a ecologia funcional de espécies lenhosas tropicais que permita
conhecer melhor seus envelopes bioclimaticos. Esses podem ser determinados por parametros
climaticos ou pela tolerancia fisioldgica tedrica dos organismos, sendo projetado sobre grades
(grids) do clima atual para identificar a extensdo potencial dos limites climéticos atuais das
espécies. Dessa forma, pode-se prever mudancas em sua distribuicdo e os limites potenciais de
deslocamento sob cenarios de alteragfes climaticas (Aradjo & Guisan 2006), além de estimar
taxas de extincao das especies (Williams et al. 2003; Thomas et al. 2004).

Os cenérios climaticos apontados por modelos de circulagdo global (GCMs) para estas
regibes sugerem que haverd um aumento na altitude média das camadas de nuvens orograficas
que ddo origem a neblina (Still, Foster & Schneider 1999; Milly et al. 2002; Palmer & Raianen
2002; Foster 2001). Bruijnzeel (2002) cita diversos autores que apontam a possibilidade do
aquecimento global elevar o patamar altimétrico de condensacdo das nuvens e diminuir a
interceptacdo de agua nos ecossistemas. Em diversas regifes, a taxa de desaparecimento das
florestas em montanhas excede as das areas pluviais tropicais de menores altitudes, inclusive em
decorréncia baixa resiliéncia dos ambientes montanos (Hamilton et al. 1995). A diminuicdo da
umidade que chega as florestas alto-montanas pela neblina podera exacerbar os efeitos de

estacdes secas provavelmente mais longas e variaveis (Still et al. 1999; Foster 2001).

A vegetacdo de florestas alto-montanas pode funcionar como captadora de agua em
regibes montanhosas tropicais (Stadtmuller 1987; Veneklaas 1990; Veneklaas & Van Ek 1990;
Hutley et al. 1997; Bruijnzeel 2002). No entanto, pouco se sabe sobre o papel desse evento
climatico no metabolismo das plantas e no funcionamento de florestas alto-montanas situadas
nas cotas mais elevadas das Serras do Mar e Mantiqueira. Estabelecer os mecanismos que
determinam os limites altitudinais da distribui¢do tornam-se relevantes no contexto atual, uma

vez que a resposta das plantas ao aquecimento global dependera dos fatores que as modulam
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como o uso direto de &gua de neblina e consequente recuperacdo total ou parcial do status
hidrico de plantas em montanhas tropicais (Still et al. 1999; Hughes 2000). A garantia da
integridade ecoldgica desses sistemas bioldgicos Unicos é prioritaria para as acfes de
conservacédo e pesquisa (Safford 1999). A destruigdo das formacgdes vegetais de altitude poderia
ocorrer em consequéncia ao aquecimento global, o que poderia ser amenizado com a manutencao
de corredores que conectem as vegetacOes isoladas pela altitude (Safford 1999). Nessa situacéo,
as Serras do Mar e da Mantiqueira ainda proporcionam interconexao de grandes areas, mas ainda
necessita de acbes de conservacao e pesquisa, especialmente nas formacdes mais vulneraveis
como os campos de altitude (Safford 1999). Nesse contexto, o conhecimento dos fatores que
afetam a sobrevivéncia e 0 sucesso das populacGes de espécies arbéreas em diferentes ambientes
¢ fundamental para predizer os impactos dos disturbios por mudancas climaticas ou
antropogeénicas. Os efeitos da neblina estavam mais focados em arvores adultas (Gu et al. 2002;
Burgess & Dawson 2004; Min 2005) mas o estabelecimento de plantulas pode ser ainda mais
significativo para a compreensao de como as mudancas climaticas podem afetar a regeneracao e

0 recrutamento de espécies de altitude (Sullivan & Pittillo 1988).

Dessa forma, o presente trabalho contribuiu para o conhecimento da capacidade de
absorcdo de agua pelas folhas e dos mecanismos envolvidos utilizando métodos gquantitativos e
qualitativos seguros e complementares, que vem sendo reconhecidos como necessarios no
contexto atual (c.f. Widholzer 2005; Limm et al. 2009; Qiu et al. 2010). Além disso,
colaboramos para reconhecer o papel ecoldgico da agua da neblina para o sucesso de espécies
lenhosas, principalmente em estagio de plantula, o que foi recentemente foi reconhecido como
uma lacuna no conhecimento cientifico (c.f. Qiu et al. 2010). O estudo de espécies tropicais
também possibilitou maior abrangéncia da discussao sobre o uso de fontes alternativas de dgua
quando depositadas nas superficies foliares, pois sdo raras as pesquisas fora de ambientes aridos
e temperados (Qiu et al. 2010). Reconhecemos o papel da neblina no funcionamento das trés
espécies estudadas e na sobrevivéncia de D. brasiliensis e M. umbellata, apontando que o papel
da neblina pode ir além da ecologia funcional das populacGes, levando-nos a sugerir que

desempenhe um papel fundamental na comunidade e na hidrologia desses ecossistemas.
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