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RESUMO

A absorcdo foliar de orvalho (AFO) é um importante mecanismo de aquisicao alternativa de
agua para plantas da vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB). Entretanto, novas
pesquisas que descrevam as vias anatbmicas envolvidas nesse mecanismo e os efeitos do
orvalho no status hidrico, nas trocas gasosas, na longevidade foliar, no crescimento e
morfologia de plantas podem ampliar os conhecimentos sobre AFO na VSSB. Propomos
testar as seguintes hipoteses: (1) o efeito da AFO no status hidrico, nas trocas gasosas e na
longevidade foliar € maior em espécies deciduas que em sempre-verdes; (2) a AFO favorece o
crescimento, a manutencdo das folhas e a resisténcia de plantas jovens a seca. Portanto,
submetemos plantas jovens deciduas e sempre-verdes aos tratamentos de irrigagdo, simulagdo
de orvalho de longa e curta duracdo e restricdo de agua. Conduzimos o trabalho em duas
linhas: (1) verificamos as rotas de AFO e sua contribui¢cdo no desempenho ecofisiologico das
folhas mediante analises anatdbmicas, aplicacdes de solucdo de tracador apoplastico e medidas
de potencial hidrico, trocas gasosas e longevidade foliar; (2) investigamos a contribuigdo da
AFO no balanco de carbono de acordo com mensuragfes de crescimento, estagios de murcha
foliar, manutencéo das folhas e resisténcia a seca. Constatamos que as plantas das espécies
deciduas inicial (Mimosa caesalpiniifolia) e tardias (Combretum leprosum e Libidibia ferrea),
assim como a espécie sempre-verde (Cynophalla flexuosa) foram capazes de absorver agua
através de suas folhas via cuticulas e/ou tricomas peltados. O processo de AFO depende do
maior tempo de exposicdo das folhas ao orvalho. Embora todas as espécies tenham
prolongado a longevidade foliar ao receberem orvalho, as plantas jovens da espécie sempre-
verde, C. flexuosa, possuem regulacdo estomética proxima da regulacdo estritamente
isohidrica e tiveram maior status hidrico foliar, trocas gasosas (gs € A), crescimento,
sobrevivéncia, resisténcia a seca, longevidade foliar e producdo de novas folhas ao longo do
tempo. Assim, a AFO é relevante no estabelecimento de plantas jovens com diferentes
fenofases na VSSB.

Palavras-chave: Absorcdo foliar de orvalho (AFO). Longevidade foliar. Resisténcia a seca.
Taxa de crescimento relativo (TCR). Tracador apoplastico. Trocas gasosas. Vegetacao

sazonalmente seca brasileira (VSSB).



ABSTRACT

Foliar absorption of dew (FAD) is an important alternative water acquisition mechanism for
plants from Brazilian Seasonally Dry Vegetation (BSDV), including the caatinga vegetation
of Brazilian semiarid. However, new research describing the anatomical pathways involved in
this mechanism and the effects of dew on water status, gas exchange, leaf life span, growth
and plant morphology can increase knowledge about AFO in BSDV. We propose two
hypotheses: (1) the FAD increases leaf water status, gas exchange and the leaf life span of
deciduous more than evergreen species; (2) the FAD favors growth, leaf maintenance and
resistance of young plants to drought. Therefore, we submitted deciduous and evergreen
young plants to treatments of irrigation, simulation of long and short duration dew and water
restriction. The work was conducted in two lines: (1) verification of FAD routes and their
contribution in the ecophysiological performance of leaves through anatomical analysis,
apoplastic tracer solution applications and measures of water potential, gas exchange and leaf
life span; (2) investigation of the contribution of FAD in the carbon balance according to
measurements of growth, leaf wilt stages, leaf maintenance and resistance to drought. We
found out that early (Mimosa caesalpiniifolia) and late (Combretum leprosum and Libidibia
ferrea) deciduous plants, as well as the evergreen species (Cynophalla flexuosa) were able to
absorb water through their leaves by their cuticles and/or peltate trichomes. The FAD process
depends on the longer leaf exposure to dew. Although all species have prolonged leaf life
span upon dew, young plants of the evergreen species, C. flexuosa, have stomatal regulation
close to strictly isohydric regulation and had higher leaf water status, gas exchange (gs and A),
growth, survival, resistance to drought, leaf life span and the production of new leaves over
time. Thus, FAD is relevant for the establishment of young plants with different phenophases
in the BSDV.

Keywords: Apoplastic tracer. Foliar absorption of dew (FAD). Gas exchange. Leaf life span.
Relative growth rate (RGR). Resistance to drought. Brazilian Seasonally Dry Vegetation
(BSDV).
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1 INTRODUCAO GERAL

Os eventos de orvalho em ambientes sazonalmente secos podem minimizar o alto
déficit de pressdo de vapor atmosférico, reduzir a transpiracdo da vegetacao e servir como
fonte de agua para plantas (PINA et al., 2016; WEN et al., 2012), diminuindo o impacto da
seca em plantas com raizes mais superficiais (POORTER; HAYASHIDA-OLIVER, 2000).
Apesar da absorcédo foliar de orvalho ser ecologicamente importante para plantas de regides
semiaridas (BEM-ASHER; ALPERT; BEN-ZVI, 2010; JACOBS; HEUSINKVELD;
BERKOWICZ, 1999; MARTIN; VON WILLERT, 2000; PINA et al., 2016; XIAOHUA et
al., 2016), mudancas climéticas globais podem proporcionar um clima mais quente e seco
com reducéo na formacéo de orvalho (XU; YAN; TANG, 2015), o que levaria ao aumento da
vulnerabilidade dessas regiGes a desertificacdo (SANTOS et al., 2014). Apesar da alta
demanda evaporativa da vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB) o orvalho se forma a
noite, pode se estender até trés meses apds o periodo chuvoso e sua absor¢édo pelas folhas por
aumentar o status hidrico foliar de Combretum leprosum Mart. na estacdo seca (PINA et al.,
2016). Desse modo, estratégias de resisténcia a seca combinadas as diferencas espaciais e
temporais na disponibilidade hidrica podem ter efeitos profundos nos padrdes de distribuicdo
das espécies (ENGELBRECHT; KURSAR, 2003).

As folhas, mesmo absorvendo menores quantidades de dgua que as raizes, podem
atuar como captadoras de agua e contribuir para o funcionamento fisioldgico de plantas
durante secas sazonais (PINA et al., 2016; VOGEL; MULLER-DOBLIES, 2011; XIAOHUA
et al., 2016). A absorcao hidrica foliar € um mecanismo relevante nos processos fisioldgicos e
adaptativos de plantas, pois contribui para o aumento do status hidrico (ELLER; LIMA,
OLIVEIRA, 2016; PINA et al., 2016), da condutdncia estomatica (ELLER; LIMA,
OLIVEIRA, 2013, 2016), da assimilacdo de CO, (ZHUANG; RATCLIFFE, 2012), do
crescimento (CASSANA; DILLENBURG, 2013; ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2013), da
manutencéo foliar (GRAMMATIKOPOULOS; MANETAS, 1994; ZHUANG; RATCLIFFE,
2012) e da sobrevivéncia (BARRADAS; GLEZ-MEDELLIN, 1999; ELLER; LIMA;
OLIVEIRA, 2013).

A capacidade de absorver agua pelas folhas em algumas plantas pode ser
essencial a sobrevivéncia das mesmas quando estdo sob déficit hidrico e pode ocorrer durante
eventos ocasionais de chuva (BRESHEARS et al., 2008; MUNNE-BOSCH, 2010), neblina
(CASSANA et al., 2016; ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2013, 2016) ou orvalho (HANISH;
LOHREY; BUERKERT, 2015; XIAOHUA et al., 2016). O orvalho é um fenémeno climatico
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relevante na hidrologia dos ecossistemas terrestres e sua absorcdo pelas folhas faz parte da
economia geral de agua da vegetacdo em ambientes sazonalmente secos, por exemplo: regides
montanhosas nos Estados Unidos (BREWER; SMITH, 1997) e Canadd (BOUCHER,;
MUNSON; BERNIER, 1995); mediterraneo (BEM-ASHER; ALPERT; BEN-zZVI, 2010;
GOUVRA; GRAMMATIKOPOULOS, 2003; GRAMMATIKOPOULOS; MANETAS, 1994;
MUNNE-BOSCH; NOGUES; ALEGRE, 1999); desertos da éfrica austral (MARTIN; VON
WILLERT, 2000), da China (HAO et al., 2012; LI et al., 2014; XIAOHUA et al., 2016;
ZHANG et al.,, 2009; ZHUANG; RATCLIFFE, 2012), dos Estados Unidos (MALEK;
MCCURDY:; GILES, 1999) e de Israel (JACOBS; HEUSINKVELD; BERKOWICZ, 1999); e
semiaridos de Madagascar (HANISH; LOHREY; BUERKERT, 2015) e do Brasil (PINA et
al., 2016). Nesses ambientes, o orvalho pode exceder a quantidade e a frequéncia das chuvas

ou até mesmo ser a unica fonte de agua para as plantas (RICHARDS, 2004).

Estudos realizados em regides semiaridas mostraram que o orvalho pode se
formar em todos os meses do ano (BAIER, 1966) e ocorre quando a superficie foliar
apresenta a temperatura igual ou inferior ao ponto de orvalho, condensando o vapor de agua e
levando-o ao estado liquido (AGAM; BERLINER, 2006; BEYSENS, 1995). De acordo com
WEN et al. (2012), trés fontes de agua estdo envolvidas na formacdo do orvalho: os fluxos
descendentes de vapor de agua atraves da copa das plantas; os fluxos ascendentes originados
da evaporagdo do solo; e a transpiracdo das folhas. Embora essa fonte alternativa de agua
possa contribuir para a sobrevivéncia de plantas jovens (STONE, 1957) e ser responsavel por
até 19% do aporte hidrico anual de ecossistemas semiaridos (HANISH; LOHREY;
BUERKERT, 2015), ainda ndo esta claro como o orvalho pode afetar os processos
fisiologicos foliares em plantas jovens com diferentes fenofases.

Plantas em estadio inicial de desenvolvimento sdo mais intolerantes a seca por
possuirem o sistema radicular menos desenvolvido e menor acesso aos recursos hidricos
(CONDIT; HUBBELL; FOSTER, 1995). Plantas jovens também sdo mais suscetiveis a perda
progressiva na capacidade de transporte de &gua e no armazenamento de carboidratos
(MCDOWELL et al., 2013). Desse modo, essas plantas podem ser favorecidas pela deposicao
do orvalho na camada superior do solo (AGAM; BERLINER, 2006; HAO et al., 2012), pelo
escorrimento da agua do orvalho da folhagem para o solo (VOGEL; MULLER-DOBLIES,
2011) e também pela absorcéo foliar de orvalho (PINA et al., 2016; XIAOHUA et al., 2016;
ZHUANG; RATCLIFFE, 2012).
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Além de aumentar o status hidrico das folhas, a absor¢do foliar de orvalho pode
inverter o fluxo da seiva em espécies deciduas (LI et al., 2014) e aumentar a taxa de
assimilacdo de CO, em espécies sempre-verdes (MARTIN; VON WILLERT, 2000;
ZHUANG; RATCLIFFE, 2012). Essa obtencdo de agua pelas folhas pode ser facilitada por
estruturas especializadas, como tricomas (ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2013, 2016; PINA et
al., 2016), mas mesmo folhas sem estruturas especializadas podem ser permeaveis a agua
diretamente pela cuticula (LIMM; DAWSON, 2010; XIAOHUA et al., 2016), hidatodios
(MARTIN; VON WILLERT, 2000) e estomatos (BURKHARDT, 2010; BURKHARDT et
al., 2012). Em regides aridas e semiaridas, os tricomas (ANDRADE, 2003; OHRUI et al.,
2007; PINA et al., 2016) e a cuticula (KRAMER; BOYER, 1995; XIAOHUA et al., 2016)
sdo as vias de absorcédo foliar de orvalho mais comuns, independentemente da fenofase das

plantas.

A abundancia de tricomas pode prolongar a retencdo de goticulas de agua nas
folhas e aumentar a absorgdo no mesofilo via epiderme (MUNNE-BOSCH; NOGUES;
ALEGRE, 1999; PINA et al., 2016). Entretanto, a densidade e a composi¢do dos tricomas
podem reduzir o contato do orvalho com o tecido epidérmico (BREWER; SMITH, 1997;
FERNANDEZ et al., 2014). Além dos tricomas, a agua ainda pode permear a cuticula e ser
armazenada nos tecidos hidrofilicos no interior da folha, ja que os poros aquosos nas cuticulas
foliares sdo suficientemente grandes para permitir a passagem de agua (FRANKE, 1967;
GOLDSMITH; MATZKE; DAWSON, 2013; XIAOHUA et al., 2016). Essa permeabilidade
cuticular independe da espessura da cuticula ou da quantidade de cera depositada
(OLIVEIRA; MEIRELLES; SALATINO, 2003; RIEDERER; SCHREIBER, 2001;
SCHREIBER; RIEDERER, 1996). Assim, novas pesquisas podem relacionar as rotas de
absorcdo com as possiveis melhorias no status hidrico, nas trocas gasosas, na longevidade
foliar e no balanco de carbono em plantas jovens com fenofases contrastantes no semiarido

brasileiro.

Além da capacidade de absorverem &gua pelas folhas, plantas sob estresse hidrico
modulam as relacGes hidricas por meio de mecanismos reguladores, como 0 comportamento
estoméatico (MARTINEZ-VILALTA et al., 2014; MCDOWELL et al., 2008; MCDOWELL
et al., 2011; OLIVEIRA, 2013). Estudos relataram que espécies vegetais sob o efeito da seca
estdo situadas dentro de um continuo entre a regulacdo estomatica isohidrica e anisohidrica
(ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2016). As plantas isohidricas tendem a fechar os estdmatos,

reduzir as trocas gasosas e aumentar a utilizacdo das reservas de hidratos de carbono para
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manter o metabolismo e evitar a falha hidraulica (MARTINEZ-VILALTA et al., 2014,
MCDOWELL et al., 2008; OLIVEIRA, 2013; SKELTON; WEST; DAWSON, 2015). Ao
reduzir as trocas gasosas, essas plantas mantém o potencial hidrico foliar ao meio-dia
relativamente constante (MCDOWELL et al., 2008). As plantas anisohidricas tendem a
manter os estdbmatos abertos e a perder mais agua mesmo em estado de baixo potencial
hidrico foliar (MARTINEZ-VILALTA et al., 2014; MCDOWELL et al., 2008; OLIVEIRA,
2013). Sendo assim, o potencial hidrico das plantas anisohidricas € mais vulneravel as
mudancas na disponibilidade de agua (MCDOWELL et al., 2008). Estudos executados em
florestas nebulares mostraram que as plantas anisohidricas possuem maior capacidade de
absorcdo hidrica foliar que as isohidricas e que esse mecanismo favorece a manutencdo do
status hidrico, das trocas gasosas, da longevidade foliar e do crescimento dessas plantas
(ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2013, 2016). Ainda nédo existem informacdes sobre a relacéo
entre absorcdo foliar de orvalho, regulacdo estomética e fenofases em ambientes

sazonalmente secos.

Em muitas espécies a regulacdo estomatica ainda esta relacionada ao ponto de
perda do turgor (mr.p) que € outro atributo fisioldgico relevante para a tolerancia das plantas a
seca (ELLER; LIMA; OLIVEIRA, 2016). O =nrp é atingido quando a planta ndo pode
absorver agua suficiente para se recuperar da murcha (BARTLETT et al., 2014) e resulta na
diminuicdo da abertura estomatica, das trocas gasosas e do crescimento (BLACKMAN;
BRODRIBB; JORDAN, 2010; BRODRIBB et al., 2003). Logo, 0 n_p permite uma avaliacdo
da tolerancia das plantas a seca e a sensibilidade das mesmas as mudancas das caracteristicas
climaticas (BARTLETT; SCOFFONI; SACK, 2012). Portanto, € importante investigar a
tolerancia de plantas a seca quando as mesmas absorvem agua pelas folhas e possuem

diferentes fenosafes, regulacdo estomatica e mrp na VSSB.

Embora os estudos elaborados por Pina et al. (2016) tenham sido pioneiros na
VSSB, novos trabalhos que relacionem a absorcdo foliar de orvalho em plantas com
diferentes fenofases ampliam o conhecimento sobre os efeitos do orvalho na ecofisiologia
vegetal, no acimulo de biomassa, na manutencéo foliar e na resisténcia a seca em espécies de
regides semidridas. O objetivo dessa pesquisa foi verificar os efeitos da absorcdo foliar de
orvalho em espeécies de plantas lenhosas que possuem fenosafes contrastantes, comuns na
VSSB. Usamos como modelo as espécies: Mimosa caesalpiniifolia Benth. (decidua inicial;
Fabaceae), Combretum leprosum Mart. (decidua tardia; Combretaceae), Libidibia ferrea

(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (decidua tardia; Fabaceae) e Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl
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(sempre-verde; Capparaceae) (OLIVEIRA et al.,, 2015; SOUZA et al., 2015). Para isso,
testamos a hipotese geral de que a absorcao foliar de orvalho contribui para o desempenho
ecofisiolégico, o acumulo de biomassa, a manutencéo foliar e a resisténcia a seca em plantas

jovens na VSSB. Conduzimos o trabalho em duas linhas, apresentadas em dois capitulos:

Capitulo 1. Verificamos a ocorréncia de absorcdo foliar de orvalho e sua
contribuicdo ao desempenho ecofisiolégico de plantas jovens, mediante as seguintes
atividades: (1) microscopia eletronica de varredura (MEV) para investigarmos a relacédo entre
a morfologia das superficies foliares e a absorcdo de agua pelas folhas; (2) analises
anatdmicas das folhas para identificarmos a posicdo dos estdbmatos, regides hidrofilicas e
possiveis vias de absorcao hidrica foliar; (3) aplica¢fes de solucdo de tragador apoplastico
Lucifer Yellow CH na superficie adaxial de folhas para avaliarmos as diferentes vias
anatdmicas de absor¢do de agua pelas folhas; (4) experimento de simulacdo para analisarmos
como a exposicdo das folhas ao orvalho pode afetar o status hidrico, as trocas gasosas € a

longevidade foliar.

Capitulo 2. Investigamos a contribuicdo da absorcdo foliar de orvalho na
morfologia de plantas jovens, de acordo com as mensura¢cfes dos parametros: (1) medidas de
crescimento para testarmos o impacto da absorcdo de orvalho pelas folhas no didmetro do
caule, na altura, na &rea foliar total, na taxa de crescimento relativo e na raz&o raiz/parte aérea;
(2) avaliacGes dos estagios de murcha foliar para verificarmos os efeitos da absor¢éo foliar de
orvalho na integridade das folhas; (3) dinamica da manutencao foliar para analisar como a
absorcéo foliar de orvalho pode afetar o nimero de folhas e a longevidade foliar ao longo do
tempo; (4) resisténcia das plantas a seca para examinarmos a influéncia do orvalho na

sobrevivéncia e na area foliar.
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SUMMARY

e Foliar absorption of dew (FAD) is likely an important water-acquisition mechanism for
plants in tropical dry environments. Despite of this, there are still limited experimental
evidence describing the anatomical pathways involved in this process and the effects of
this water in subsiding on gas exchange and leaf life span of species from dry tropical
forest.

e We performed scanning electron, bright-field and confocal microscopic analyses and used
apoplastic tracers to examine FAD routes in four woody species with distinct phenologies
widely distributed in the seasonally tropical dry forest (SDTF-caatinga). Plants
experiencing water stress were exposed to dew to evaluate their effects on leaf water

potentials, gas exchange and leaf life span.

e All of the four species studied absorbed dew water through their leaves by their cuticles
and/or peltate trichomes. We show that leaf-wetting by dew are relevant for plants at

SDTF, especially evergreen species.

e The strictly isohydric evergreen species was benefited the most from FAD as it presented
the highest increase in water status, gas exchange (gs and A), leaf life span and production
of new leaves. Most important we demonstrated that FAD increased leaf life span not only

in evergreen but also in deciduous species.

Key-words: apoplastic tracer, caatinga, foliar absorption of dew (FAD), leaf ecophysiology,

leaf life span, seasonally dry tropical forest (SDTF), stomatal regulation, turgor loss point.
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INTRODUCTION

Dew formation is a common water input in seasonally dry environments (Agam &
Berliner, 2006; Jacobs et al., 1999; Pina et al., 2016) and can represent up to 19% of all
precipitation inputs in habitats with low annual rainfall (Hanish et al., 2015). In the semiarid
region of Brazil, where caatinga dryland vegetation predominates (a type of seasonally dry
tropical forest - SDTF) (Pennington et al., 2006; Santos et al., 2011; Albuquerque et al., 2012;
Santos et al., 2014), dew formation extends for up to three months after the beginning of the
dry period (Pina et al., 2016). Dew commonly condensates over leaf surfaces at night and this
water might be directly absorbed by leaves. In fact, foliar absorption of dew (FAD) is
potentially an important water-acquisition mechanism for plants inhabiting SDTF (Pina et al.,
2016) but the prevalence of this mechanism across multiple SDTF taxa and its

ecophysiological consequences are not yet known.

Foliar water uptake can improve the leaf water status of species in tropical mesic
environments (Cassana et al., 2016, Eller et al., 2013; Eller et al., 2016). Pina et al. (2016)
carried out pioneering work describing FAD in the Brazilian semi-arid caatinga and
demonstrated that dew may be an alternative source of water for the deciduous species
Combretum leprosum Mart. This study also describes that dew formation time on Brazilian
STDF lasts on average six hours (Pina et al. 2016) but the effect of this dew regime in the
water status, gas exchange and leaf longevity of plants with contrasting phenologies from dry

tropical forest species have not been investigated.

The identification of foliar morpho-anatomical traits and water absorption pathways is
the first step to understood the process of FAD (Pina et al. 2016). There is increasing evidence
that water can be directly absorbed via leaf cuticles (Yates & Hutley, 1995; Gouvra &
Grammatikopoulos, 2003; Limm & Dawson, 2010; Xiaohua et al., 2016), stomata (Burkhardt,
2010; Burkhardt et al., 2012), hydathodes (Martin & von Willert, 2000) and trichomes (Eller
et al., 2013; Martin et al., 2013; Eller et al., 2016; Pina et al., 2016). Foliar water absorption
through the cuticle can be limited during drought conditions due to the contraction of the
epidermis and cuticle dehydration (Limm et al., 2009). On the other hand, the presence of
specialized structures such as trichomes and hydathodes may facilitate foliar water uptake
(Eller et al. 2016; Pina et al. 2016; Martin & von Willert 2000). However, detailed anatomical

studies describing the pathways of water entry in leaves are still scarce.
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Water absorbed through the leaves is not always sufficient to maintain the leaf water
balance, and stomatal regulation it is important to plant survival in environments with high
temperatures and high evaporation rates (McDowell et al., 2008; Oliveira, 2013). In general,
plants live within a continuum of variations between isohydric and anisohydric stomatal
behavior that is determined by their capacity to regulate their leaf water potentials by way of
their stomata (Martinez-Vilalta et al., 2014). Isohydric plants diminish stomatal conductance
to stabilize their leaf water potential (W) at midday (McDowell et al., 2008; Oliveira, 2013;
Skelton & West, 2015), while anisohydric plants demonstrate high stomatal conductance and
water losses even with low xylem water potentials (Skelton & West, 2015). Stomatal
regulation in many species is related to other relevant physiological traits for tolerating dry
conditions, such as the turgor loss point (mr.p; Eller et al., 2016). Plants reduce stomata
opening, gas exchange and growth when the =y p is reached (Brodribb et al., 2003; Blackman
et al., 2010). In general, both characteristics, stomatal behavior and =t p, are associated with
leaf phenology. For example, deciduous species tend to have low stomatal regulation
(Mediavilla & Escudero, 2003), less negative mrp (Bartlett et al., 2012) and are more
sensitive to drought than evergreen species (Choat et al., 2006). Deciduous plants can
therefore be more dependent on FAD for extending leaf function after the onset of the dry

season.

Our objective was to investigate the effects of FAD on leaf water status, gas exchange
and the leaf life span of young plants of four woody species with constrasting leaf
phenologies from a dry tropical forest. We hypothesized that FAD improve the leaf water
status, gas exchange and increase the leaf life span of deciduous more than evergreen species.
Additionally, climate studies predict increasing temperatures and decreasing precipitation
(Sivakumar & Brunini, 2005; Gornall et al., 2010; IPCC, 2014) that could negatively impact
dew formation and the lifecycles of the plants growing in that dry environments (Xu et al.,
2015). Therefore, understanding how dew affects the ecophysiology and phenology of SDTF
species is a major knowledge gap in the field of climate-vegetation feedbacks in tropical dry
habitats.
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MATERIALS AND METHODS
Species selection and site characteristics

To investigate the effects of foliar water uptake on plant water status, gas exchange
and leaf life span (LLS), we selected various species along a LLS gradient (early and late-
deciduous and evergreen; see Oliveira et al.,, 2015; Souza et al.,, 2015): Mimosa
caesalpiniifolia Benth. (LLS < 4 months; early-deciduous), Combretum leprosum Mart. (LLS
< 7 months; late-deciduous), Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (LLS < 10 months;

late-deciduous) and Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl (LLS > 12 months; evergreen).

Young plants of the selected species were grown from seeds collected in a seasonally
dry tropical forest (SDTF) in the Vale do Curu Experimental Farm (3°47'S, 39°16'W), which
belongs to the Federal University of Cearda, Pentecoste, Ceara State, Brazil. The regional
climate is dry, semiarid (type BSh following the Kdppen-Geiger classification; Peel et al.,
2007). The mean annual precipitation is 757 mm (historic mean: 1973 to 2016), concentrated
between January and May (670.9 mm), with a dry period extending from June to December
(<100 mm; Funceme, 2017). The mean annual temperature is 28.6 °C (max. 34.5 °C and min.
22.6 °C).

Anatomical analyses

We used scanning electron microscopy (SEM) images of three completely expanded
leaves of each species (grown under greenhouse conditions) to investigate possible
relationships between foliar water uptake and leaf surface morphology. Fragments of the
median vein region were fixed in a solution of paraformaldehyde and glutaraldehyde
(Karnovsky, 1965) and post-fixed in a 1% solution of osmium tetroxide in a sodium
cacodylate buffer (0.1 M; pH 7.2). The samples were then dehydrated in an ethanol series
(Johansen, 1940), subjected to critical point drying (Emitech K850), metalized by gold
sputtering (Emitech K550) and examined using a Model VEGA3 TESCAN (Czech Republic)

scanning electron microscope.

To investigate possible foliar water uptake pathways, we analyzed fragments of the
median regions of three leaves. Those fragments were fixed in a paraformaldehyde and
glutaraldehyde solution (Karnovsky, 1965), dehydrated in an ethanol series (Johansen, 1940)
and embedded in basic historesin (HistoResin, Leica Biosystems). Sections (5 pm thick) were
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cut using a rotary microtome (Leica 2065), mounted on slides and stained for structural
analysis. We performed histochemical tests for leaf structure by staining with safranine-astra
blue 9:1 (Bukatshch, 1972), total lipids by staining with Sudan I11 (Sass, 1951) and for pectic
polysaccharides by staining with ruthenium red (Johansen, 1940). The results were
documented using a digital camera (Leica DFC295) coupled to an optical microscope (Leica
DM4000 B LED). The SEM and histological images of C. leprosum are available in Pina et
al. (2016).

Apoplastic tracer experiments

We exposed three undamaged and expanded leaves for six hours (Pina et al., 2016) to
the apoplastic tracer Lucifer Yellow (LY) CH (Sigma-Aldrich) to determine the foliar water
uptake pathways in each species. The leaf petioles were sealed with parafilm and the leaves
held in a dark humid chamber; 100 pL of a 1% solution of the tracer was then placed on the
adaxial leaf surface (Mastroberti & Mariath, as 2008). After six hours, the excess tracer was
removed with distilled water. The leaves were then freehand sectioned, mounted on
histological slides with 90% glycerol-phosphate buffer (Mastroberti & Mariath, 2008) and
analyzed by viewing under a LSM 710 Zeiss 710 confocal microscope (Carl Zeiss
Microlmaging, GmbH) with LY emission at 550-600 nm and chlorophyll emission at 650-720
nm. On the control leaves, only distilled water was applied following the same protocol used

for the apoplastic tracer.

Greenhouse dew simulation experiment

We performed the greenhouse experiment between June/2016 and January/2017 to
investigate how dew events affects the water status, gas exchange and LLS of the juvenile
plants. We simulated dew for six hours. The plants were exposed to daily cycles of solar
radiation (with a peak of photosynthetically active radiation (PAR) of 1092-1597 pmol m? s’
1), ambient temperature (30.75+3.53 °C) and relative humidity (52.5+8.77%).

We obtained 120 seedlings from the germination (in vermiculite) of seeds obtained in
2015/2016. After the formation of the first leaf pair, the seedlings were transferred to 7-1 pots
that contained a 1:1 (v/v) mixture of native soil and worm humus. The pots were irrigated

daily for six months to avoid water stress. At the beginning of the experiments, M.
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caesalpiniifolia, C. leprosum, L. ferrea and C. flexuosa plants had mean heights of
58.59+8.03 cm, 36.72+5.2 cm, 168.23+£10.37 cm and 25.84+6.58 cm, respectively. The soil
water contents (SWC) of each species were determined using the gravimetric method (as in
Eller et al., 2013).

We selected 30 juvenile individuals of each species and submitted them to the
following moisture regimes: control (continuous irrigation); dew (dew simulation); and
drought (complete water restriction). In the dew treatment, leaves were exposed to six
continuous hours of dew simulation (the mean time observed in STDF-caatinga under field
conditions) (Pina et al., 2016). This dew simulation was performed with the aid of an
ultrasonic humidifier (Reli On). The plants were exposed to dew conditions on a daily basis
from 00:00 to 06:00 h in a 1.5 m? chamber lined with impermeable transparent plastic. The
pots where plants were exposed to dew treatment were covered with plastic sacks and
parafilm at the base of the plant stems to impede any contact of water with the soil (Eller et
al., 2013).

We terminated plant irrigation in the soil and start the dew treatment only when each
species attained its respective leaf turgor loss point (mr.p) to represent a physiological
condition of maximum water stress. To determine the mrp, We constructed pressure-volume
curves employing the induced drying method, using three completely hydrated leaves from
three individuals of each species (Tyree & Hammel, 1972; Bartlett et al., 2012).

The leaf water potentials (W) Of five plants of each species were measured for each
treatment type at dawn (Wpp) and at midday (Wmp) using a Scholander pressure chamber
(Model 3005 FO1, Soilmoisture Equipment Corp.). We measured the leaf water potential
variation at predawn (AWpp) for each treatment using the difference between the Wpp iIn
intervals of five days (0-5, 0-10, 0-15 days). We employed the methodology proposed by
Martinez-Vilalta et al. (2014) to evaluate conductivity losses in the plants during soil drying
based on the linear relationship between Wpp and Wyp. Based on that approach, the slope ()
represents the degree of sensitivity of a plant to soil drying, while the intercept value (A)
indicates the maximum transpiration rate per unit of water transport (Martinez-Vilalta et al.,
2014).

We used a portable infrared gas analyzer (IRGA, 6400XT, Li-Cor, Lincoln, NE, USA)
to measure stomatal conductance (gs) and net CO, assimilation rate (A). We calculated the

stomatal conductance variation (Ags) and net CO, assimilation rate variation (AA) for each
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treatment using the difference between the measurements of each parameter in intervals of
five days (0-5, 0-10, 0-15 days). Five individuals of each species in each treatment were used
for gas exchange measurements. Mature and expanded leaves were maintained for 120
seconds in the measuring chamber; the CO, concentration was fixed at 400 ppm; the flow rate
at 400 umol s*; and photosynthetically active radiation at 1500 pmol m? s* (LI-6400XT
LED light source). All measurements were made between 10:00 and 12:00 h, the period of
greatest photosynthetic activity for all of the species (the daily curves of A were constructed

before initiating the experiments - data not shown).

To evaluate the effects of FAD on leaf longevity, we determined the LLS of five
individuals of each species per treatment. Ten leaves were marked on each of those
individuals and observed daily during 60 days. The LLS are presented as the mean number of

days each leaf persisted before abscising.

Data analysis

The ecophysiological responses of the dew simulation experiment were analyzed using
repeated-measures mixed-model ANOVA, with treatment and time as fixed factors (Eller et
al., 2013). We used one-way ANOVA to compare the effects of the treatments on AWpp, Ags,
AA, SWC and LLS. The data were tested for normality and homogeneity of variance and,
when necessary, log (base 10) transformed. Tukey post-hoc tests were conducted when the
effects were significant (P<0.05), to assess the differences between the treatments. All

analyses were conducted using R v.3.3.3 software (R Core Team, 2015).

In the approach described by Martinez-Vilalta et al. (2014), the plant conductivity loss
during soil drought was based on the linear relationship between Wyp and Wpp. We used
linear mixed effect models were used to estimate the parameters ¢ and A for each species,
with Wyp;i as the response of each plant i, Wpp;as the fixed effect and a random slope structure

(oi) that allowed each plant to have a different slope parameter (Zuur et al., 2009).

RESULTS
Leaf anatomical characteristics

We found wax crystals on the adaxial and abaxial epidermal faces of M.

caesalpiniifolia leaves (Fig. la,b). The amphi-hypostomatic leaves of this species have
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paracitic stomata at the same level as the ordinary epidermal cells (Fig. 1b,c). The mesophyll
is composed of up to two layers of palisade parenchyma and one or two layers of spongy
parenchyma (Fig. 1d). The adaxial surfaces of the leaves of M. caesalpiniifolia show large
mucilage-containing cells (Fig. 1f). The hypostomatic leaves of L. ferrea (Fig. 1i) form wax
deposits in the shape of plaques and crystals on both surfaces (Fig. 1g,h) and their paracitic
stomata are situated in depressions (Fig. 1h,l). The mesophyll shows a layer of palisade
parenchyma and four to five spongy parenchyma layers (Fig. 1j) and the cuticle is thin (Fig.
1k). Cynophalla flexuosa has amphi-hypostomatic leaves and epicuticular striae next to the
stomata which are located in depressions (Fig. 1m,n); its cuticle was thicker than the other
species analyzed (Fig. 1g). The bifacial mesophyll is composed of two palisade parenchyma
and five spongy parenchyma layers (Fig. 1o,p,r). The foliar anatomical structure of C.

leprosum was described in Pina et al. (2016).

100 pm ~

Figure 1 Scanning electron microscopy images of the leaf anatomy of Mimosa
caesalpiniifolia (a-f), Libidibia ferrea (g-1) and Cynophalla flexuosa (m-r). (a, g, m) Adaxial
Surface. (b, h, n) Stomata located on the abaxial surface. (c) Xylem (XI), Phloem (FI) and
Stomata (St) on the central vein. (d) Adaxial epidermis (AdE), Abaxial epidermis (AbE),
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Chlorophyllous palisade parenchyma (Pp) and Spongy parenchyma (Sp). (e, k, q) Cuticle
(Ct). (f) Mucilage (Mc). (i) Xylem (XI), Phloem (Fl), Fibers (Fb) and Stomata (St) on the
central nerve. (j) Palisade parenchyma (Pp) and Spongy parenchyma (Sp). (I) Adaxial
epidermis (AdE), Abaxial epidermis (AbE) and Stomata (St). (0) Xylem (XI), Phloem (Fl)
and Fibers (Fb) on the central nerve. (p) Palisade parenchyma (Pp), Spongy parenchyma (Sp)
and Stomata (St) on the abaxial face of the leaf blade. (r) Adaxial epidermis (AdE) and
Abaxial epidermis (AbE).

Evidence of dew water uptake

All of the species demonstrated the capacity of foliar absorption of dew (FAD) (Fig.
2). The apoplastic tracer was absorbed through the cuticle in M. caesalpiniifolia, L. ferrea,
and C. flexuosa (Fig. 2b,f,h) and through the peltate trichomes in C. leprosum (Fig. 2d). The
tracer reached the xylem in all of the species, as well as the paraveinal mesophyll in C.
leprosum. The tracer passed through all of the mesophyll and reached the abaxial epidermis in
the leaves of C. leprosum and C. flexuosa (Fig. 2d,h). The control plants demonstrated only

red chlorophyll auto-fluorescence and blue fluorescence of the lignified cells (Fig. 2a,c,e,g).

Mimosa caesalpiniifolia
-

Sp
100 pm 100 lm
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Figure 2 Evidence of foliar water uptake through apoplastic pathways after six hours of tracer
exposure on the adaxial leaf surface of Mimosa caesalpiniifolia (a, b), Combretum leprosum
(c, d), Libidibia ferrea (e, f) and Cynophalla flexuosa (g, h). (a, c, e, g) Autofluorescence of a
fresh leaf (untreated leaf). (b) Apoplastic fluorescent tracer Lucifer yellow (LY) accumulation
on the epidermis and in the apoplastic parenchyma pathways and xylem. (d) Presence of LY
on peltate trichomes, in the apoplastic parenchyma pathways and paraveinal mesophyll. (f)
LY accumulation in the xylem. (h) Apoplastic tracer solutions applied on the adaxial surface
migrated directly to the xylem and reaching the opposite leaf surface. AdE - Adaxial
epidermis; AbE - Abaxial epidermis; Pp - Palisade parenchyma; Sp - Spongy parenchyma; Xy
- Xylem; Tr - Trichome; Pm - Paraveinal mesophyll; AdCt - Adaxial cuticle; and AbCt -

Abaxial cuticle.

Dew effects on leaf physiology and leaf life span

The leaf turgor loss point (nrp) of the deciduous species M. caesalpiniifolia, C.
leprosum and L. ferrea was -2.45, -2.59 and -2.37 MPa, respectively and -2.83 MPa for the
evergreen species, C. flexuosa, indicating that the deciduous species were less drought

tolerant than the evergreen species.

The dew treatment had no effect on the leaf water potential variation at predawn
(AWpp) in the dew treatment in M. caesalpiniifolia, but at day 15 the AWpp decreased with
respect to day 10 (P<0.05) and the control and dew treatments was similar (P>0.05; Fig. 3a).
The FAD was sufficient to maintain the AWpp of the dew treatment plants similar to the
control at day 10 in C. leprosum (P>0.05; Fig. 3b). In L. ferrea the dew treatment plants
presented higher AWpp than those of the control treatment over time (P>0.05; Fig. 3c). The
FAD increased Wpp in C. flexuosa close to mr p over time (Fig. 3d). However, the A¥pp of the
dew treatment was different from the control treatment over time because only in this species
the water absorbed was sufficient for the opening of the stomata and the consequent increase
in the stomatal conductance (gs) and net CO, assimilation rate (A; Fig. 4). In the drought
treatment, C. flexuosa plants were the only ones that did not lose their leaves after 10 days and
the AWpp was similar to the control until day 15, probably due to strong stomatal regulation
(Figs 3d, S1).
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Figure 3 Temporal dynamics of the leaf water potential variation at predawn (A¥Wpp) using
the difference between the Wpp in intervals of five days in Mimosa caesalpiniifolia (a),
Combretum leprosum (b), Libidibia ferrea (c) and Cynophalla flexuosa (d). All of the plants
subjected to dew treatment initiated the experiments with their leaf water potential (‘Vjcar)
close to turgor loss point (mr p; P>0.05) to represent a physiological condition of maximum
water stress. The error bars are the observed means + SE. Different letters indicate statistically

significant differences (P<0.05).

All species showed different stomatal regulation behavior (Fig. S1). The early
deciduous species M. caesalpiniifolia demonstrated an extreme anisohydric behavior
(6=1.22+0.1 MPa MPa™; Fig. Sla). The late-deciduous species C. leprosum (c=0.97+0.1
MPa MPa™) and L. ferrea (6=0.76+0.06 MPa MPa™) were closer to strict anisohydric (Fig.
S1b,c). While the evergreen species C. flexuosa demonstrated little variation in Wyp over time
and had a strictly isohydric behavior (6=0.35+0.7 MPa MPa™; Fig. S1d). When we associate
the stomatal behavior with FAD in species closer to an extreme and strict anisohydric

behavior (6>1 and o~1, respectively), such as M. caesalpiniifolia, C. leprosum and L. ferrea,
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the water absorption during the dew simulation was not sufficient to recover stomatal
conductance (Ags; Fig. 4a,c,e) and net CO, assimilation rate (AA; Table 1; Fig. 4b,d,f) when
they were with Wpp close to leaf turgor loss point (nr.p). However, the dew treatment plants in
the C. flexuosa species, closer to a strictly isohydric behavior, opened their stomata and
increased the gs and A at levels similar to those of the control plants (Table 1; Fig. 4g,h).

(a) Mimosa caesalpiniifolia = (b) Combretum leprosum
(Y
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Figure S1 Relationships between predawn (Wpp) and midday (Wmp) leaf water potentials. (a)
Mimosa caesalpiniifolia is an extreme anisohydric species. (b, ¢) Combretum leprosum (b)
and Libidibia ferrea (d) are closer to strict anisohydric. (d) Cynophalla flexuosa is a strictly
isohydric species. The continuous black lines represent the predicted means of the models
fitted to the data. The dashed lines represent, respectively, expected strict isohydric (the flat
line with 6=0) and strict anisohydric (the inclined line with o=1) behaviors. The red line
represents the 1:1 line, the point where Wpp = Wup and transpiration ceases. The regression

line becomes dashed after reaching the 1:1 line, to represent the cessation of transpiration.
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Figure 4 Temporal dynamics of stomatal conductance variation (Ags) and the rate of net CO,
assimilation variation (AA) using the difference between the measurements of each parameter
in intervals of five days in Mimosa caesalpiniifolia (a, b), Combretum leprosum (c, d),
Libidibia ferrea (e, f) and Cynophalla flexuosa (g, h). All of the plants subjected to dew

treatment initiated the experiments with their leaf water potential (W) close to turgor loss
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point (mr p; P>0.05) to represent a physiological condition of maximum water stress. The
error bars are the observed means + SE. Different letters indicate statistically significant
differences (P<0.05).

The FAD affected positively the leaf life span (LLS) in all species in relation to
drought conditions (Fig.5). The LLS in plants submitted to dew treatment were similar to
those of the controls and higher than the drought treatment for all of the species (Fig.
5a,b,c,d). All the individuals of C. flexuosa maintained their leaves in the dew treatment and

produced the average of nine new leaves/individual maintaining them until end of 60 days.
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Figure 5 Leaf life span (LLS) in each treatment in Mimosa caesalpiniifolia (a), Combretum
leprosum (b), Libidibia ferrea (c) and Cynophalla flexuosa (d) at the end of the greenhouse
experiments. The error bars are the observed means + SE. Different letters indicate
statistically significant differences (P<0.05).
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Table 1 Mixed-model repeated measurement analyses of the effects of treatments over time
on Mimosa caesalpiniifolia, Combretum leprosum, Libidibia ferrea and Cynophalla flexuosa
and leaf water potential variation at predawn (AWpp), stomatal conductance variation (Ags)

and rate of net CO; assimilation variation (AA) response variables.

Mimosa caesalpiniifolia

Response variable (P-values)

Source df
A¥pp Ags AA
Treatment 2 <0.001 <0.001 <0.001
Time 2 <0001 >005 >0.05
Treatment X time 4 <0001 >0.05 >0.05

Combretum leprosum

Response variable (P-values)

Source df
A¥pp Ags AA
Treatment 2 <0.001 <0.001 <0.001
Time 2 >0.05 > 0.05 >0.05
Treatment X time 4 <0.001 >0.05 >0.05

Libidibia ferrea

Response variable (P-values)

Source df
A¥pp AQs AA
Treatment 2 <0.001 <0.001 <0.001
Time 2 <0001 >005 >0.05
Treatment X time 4 <0.001 >0.05 > 0.05

Cynophalla flexuosa

Response variable (P-values)

Source df
AW¥pp Ags AA
Treatment 2 <0.001 <0.001 <0.001
Time 2 >0.05 <0.05 <0.05
Treatment X time 4 > 0.05 <0.01 <0.01

DISCUSSION

Our results demonstrated that foliar absorption of dew (FAD) occurs via trichomes

and/or cuticles of both ordinary and mucilaginous epidermal cells in SDTF-caatinga species.
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We also demonstrated that FAD had a strong effect on leaf life span (LLS). All plants that
received dew water over their leaf surfaces increased the duration of their crowns from 20 to
35 days compared to droughted plants. We provide evidence that deciduous species presented
FAD, but low stomatal regulation (extreme/strictly anisohydric behavior) and the water
absorbed by leaves not was sufficient for recovery the functions after reached mr p. We
indicated that mrp IS a critical point for water relations in leaves of deciduous plants.
However, the evergreen species, closer to strictly isohydric, partially recovered its leaf water

potential (W)ear), gas exchange and the production of new leaves after reached 7 p.

Pathways of leaf dew absorption

The young plants of M. caesalpiniifolia, L. ferrea, C. leprosum and C. flexuosa can
absorb water through their leaves, as the apoplastic tracers applied to the adaxial leaf surfaces
were observed in their epidermis, mesophyll and xylem. The main anatomical route of tracer
absorption in M. caesalpiniifolia, L. ferrea and C. flexuosa was direct diffusion through the
cuticle. The tracer was observed in the trichomes and paraveinal mesophyll in C. leprosum,
reinforcing the function of that tissue in leaf water redistribution (see Pina et al., 2016). The
absorption of the apoplastic tracer through the cuticle, mucilaginous epidermal cells and
hydrophilic trichomes demonstrated the existence of different FAD pathways in plants
growing in seasonally dry environments. These pathways are not restricted to plants of dry
ecosystems, but have been observed in plants growing in more mesic habitats (Eller et al.,
2013; Eller et al., 2016).

Even though the cuticle represents an important route of leaf water absorption and
plants growing in semiarid environments show high leaf permeability (Riederer & Schreiber,
2001), our results demonstrate that variations in leaf morphology, including the presence of
hydrophilic trichomes, concentrations of plaques and crystals of wax and cuticle thickness can
all affect leaf water absorption. The apoplastic tracer spread easily over the leaf surface of M.
caesalpiniifolia (which has a thin cuticle), over C. flexuosa (which has a thick cuticle) and
over C. leprosum (which has hydrophilic trichomes) (see Pina et al., 2016). However, we
observed that, despite the occurrence of apoplastic marker uptake in L. ferra, the drop of LY
tends to drip down the leaf surface. It can be explained by the presence of wax plaques and
crystals that cover the entire leaf surface (Jeffree, 2006). Although leaf cuticles are covered by

waxes which can form a hydrophobic layer of long-chain aliphatic molecules (Shepherd &
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Griffiths, 2006) and can exhibit different thicknesses, they are permeable to water (Riederer &
Schreiber, 2001; Oliveira et al., 2003) — as was observed with M. caesalpiniifolia, L. ferrea
and C. flexuosa. Additionally, we observed that the prolonged exposure of leaves to dew can
be important for water absorption in species covered by a thick layer of wax plagues and
crystals. Those results provide strong evidence that leaf micro-morphology can directly affect

leaf water absorption.
Dew absorption and its effects on leaf water relations and gas exchange

Here, we demonstrated that exposures of leaves to dew increased the water status of
both deciduous and evergreen plants. Studies have likewise demonstrated that the duration of
exposure to dew is more important in terms of leaf water absorption than the quantity of water
accumulated on the leaf surface (Burrage, 1972; Malek et al., 1999; Hanish et al., 2015). As
such, if water availability in dry regions diminishes as predicted by climate change models,
dew will tend to be reduced or disappear (Xu et al., 2015), which would put in risk the

establishment of young plants in STDFs.

Although the initial rise in Wpp observed in the dew experiment did not avoid leaf
abscission in deciduous species, FAD increased LLS in all of the species studied.
Furthermore, FAD improved the Wpp close to rp and increased gas exchange (gs and A) only
in the evergreen species C. flexuosa. According to Eller et al. (2016), plants capable of
absorbing water after leaf wetting events can maintain their Wpp levels above or close to nrp
over time. Similar to our observations with the deciduous species M. caesalpinifolia, L. ferrea
and C. leprosum, Munné-Bosch et al. (1999) demonstrated that Mediterranean area plants that
could absorb dew through their leaves increased their W, but did not recover their
photosynthetic capacities. We suggest that deciduous plants are more vulnerable to drought,
because when the leaves reach the mrp they do not return to gas exchange. The positive
effects of FAD on the evergreen species C. flexuosa may be associated with its greater
capacity for stomatal control. The combination between the mechanisms of stomatal control
and FAD may favor the establishment of young plants in SDTFs (such as the semiarid

caatinga domain in Brazil).

Our results indicated that for plants growing in areas with high evapotranspiration
rates such as the STDF in caatinga (Menezes et al., 2013), the more anisohydric stomatal
behavior the faster they tend to lose their leaves as was observed for M. caesalpinifolia, C.
leprosum and L. ferrea. Despite M. caesalpiniifolia demonstrated a tendency for leaf water
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recuperation by FAD after reaching its mr.p and a small increase in LLS, there was no
corresponding increase in gas exchange. Upon reaching the nrp, plants lose their capacity to
absorb water from their roots (Bartlett et al., 2014). That situation reduces stomatal opening
and interrupts gas exchange (Brodribb et al., 2003; Blackman et al., 2010). The results
obtained with the closer to strictly anisohydric species C. leprosum and L. ferrea suggest that
plants capable of smaller stomatal regulation can increase only LLS because, although they
are deciduous, they lose their leaves later and at different times. Libidibia ferrea demonstrated
a slope value (o) smaller than that of C. leprosum and lost its leaves at a later date under the
effects of a more negative Wpp. In spite of the fact that FAD did not contribute to increasing
gas exchange in the deciduous species examined, it did prolong LLS — which could be
important for the translocation of leaf resources to the branches before leaf abscission
(Himelblau & Amasino, 2001).

The effects of the dew absorbed by the leaves of C. flexuosa, a closer to strictly
isohydric species, were relevant because they maintained the Wpp very close to mr.p, increased
gas exchange, LLS and the production of new leaves. The rainy season in the caatinga domain
lasts from 4-6 months, with low precipitation levels associated with high evapotranspiration
rates (Lima, 1989). As such, contradicting our expectations, the effects of FAD in
recuperation of water status and gas exchange was more important in evergreen than
deciduous species. FAD on isohydric evergreen plants must be significant after the rainy
period, because FAD would favor maintaining the water status and gas exchange levels of
those plants during the dry season. If global climate change produces warmer and dryer
conditions, with reduced dew formation (IPCC, 2014; Xu et al., 2015), the establishment of
young plants especially deciduous species in SDTFs will be compromised.

Conclusion

Foliar absorption of dew increased leaf life span in deciduous species (Mimosa
caesalpiniifolia, Combretum leprosum, and Libidibia ferrea). The strictly isohydric evergreen
species (Cynophalla flexuosa) is benefited the most from foliar dew absorption as they
increased the water status, gas exchange (gs and A), leaf life span and the production of new

leaves.
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RESUMO

e Plantas da vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB) sdo favorecidas pela absorcéo
foliar de orvalho (AFO). Portanto, novas pesquisas que descrevam os efeitos de diferentes
duracges de orvalho na morfologia de plantas jovens ampliam o conhecimento sobre AFO
na VSSB. Neste estudo testamos a hip6tese de que a AFO favorece o crescimento, a

manutencdo das folhas e a resisténcia de plantas jovens a seca.

e As plantas foram submetidas a irrigacdo continua, simulacdo de orvalho de longa e curta
duracéo e restricdo de &gua. Utilizamos como modelo trés espécies de plantas deciduas e
sempre-verdes, comuns da VSSB. Realizamos medidas de diametro do caule (6;), altura
(A), area foliar total (AF), taxa de crescimento relativo (TCR), razdo raiz/parte aérea,
estagios de murcha foliar, namero de folhas, longevidade foliar e resisténcia das plantas a

seca quanto a sobrevivéncia (Ds) e a area foliar (Dag).

e Constatamos que o tempo de exposi¢cdo das folhas ao orvalho é um fator chave para a
ocorréncia da AFO na VSSB. O orvalho absorvido pelas folhas favorece o crescimento, o
equilibrio da razdo raiz/parte aérea e a longevidade foliar tanto nas espécies deciduas

inicial e tardia como na espécie sempre-verde.

e A espécie sempre-verde foi a mais beneficiada pela AFO, pois apresentou maior taxa de
crescimento relativo, nimero de folhas integras, sobrevivéncia e resisténcia a seca ao longo

do tempo.

Palavras-chave: absorcdo foliar de orvalho (AFO), longevidade foliar, resisténcia a seca,

taxa de crescimento relativo (TCR), vegetacao sazonalmente seca brasileira (VSSB).
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INTRODUCAO

Algumas plantas possuem folhas que podem absorver a adgua da chuva, neblina e
orvalho (Munné-Bosch 2010; Eller et al. 2016; Pina et al. 2016). Em ambientes sazonalmente
secos a absorcdo hidrica foliar ocorre durante a formacdo do orvalho, quando a temperatura da
superficie foliar se torna igual ou inferior a temperatura do ponto de orvalho, condensando o
vapor de agua (Agam & Berliner 2006). O orvalho pode se formar em todos os meses do ano
e representar até 19% do aporte hidrico anual de ecossistemas semiaridos (Baier 1966;
Hanisch et al. 2015). Por outro lado, estudos preveem mudancas climaticas com reducdo da
formacéo de orvalho (Xu et al. 2015), o0 que pode afetar a absorcdo foliar de orvalho (AFO)
em plantas de vegetagOes sazonalmente secas. De acordo com pesquisas realizadas por Pina et
al. (2016) na vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB) o orvalho tem duracdo de 6
horas, pode se estender até trés meses apos o0 término do periodo chuvoso e sua absorcao pelas
folhas aumenta o status hidrico de Combretum leprosum Mart. Embora esse trabalho tenha
sido pioneiro, novo estudos podem avaliar como diferentes duragdes de orvalho influenciam a
AFO, o crescimento e a sobrevivéncia de plantas jovens com fenofases contrastantes na
VSSB.

A AFO atua na manutencdo do status hidrico foliar (Pina et al. 2016; Xiaohua et al.
2016), da condutancia estomética (Boucher et al. 1995) e da assimilacdo de CO, (Zhuang &
Ratcliffe 2012) de plantas com déficit hidrico. Estudos também mostraram que o contato
periddico entre agua e folhas aumentou didametro do caule (Boucher et al. 1995; Eller et al.
2013), altura (Cassana & Dillenburg 2013; Eller et al. 2013), area foliar (Grammatikopoulos
& Manetas 1994; Eller et al. 2013, 2016), longevidade foliar (Grammatikopoulos & Manetas
1994; Zhuang & Ratcliffe 2012; Eller et al. 2013, 2016), biomassa vegetal (Boucher et al.
1995; Ben-Asher et al. 2010; Zhuang & Ratcliffe 2012; Cassana & Dillenburg 2013) e
sobrevivéncia (Barradas & Glez-Medellin 1999; Eller et al. 2013, 2016).

Apesar da AFO ser uma estratégia de resisténcia a seca ocorrente tanto em espécies
deciduas (Li et al. 2014; Pina et al. 2016; Xiaohua et al. 2016) como em espécies sempre-
verdes (Munné-bosch et al. 1999; Martin & von Willert 2000; Zhuang & Ratcliffe 2012), a
queda de folhas nas espécies deciduas também funciona como uma estratégia que possibilita a
sobrevivéncia das mesmas (Engelbrecht & Kursar 2003). Mesmo utilizando os artificios de
AFO e queda foliar, plantas da VSSB podem ter o estabelecimento comprometido pelas
caracteristicas de baixa precipitacdo e elevadas taxas evaporativas desse ambiente (Andrade-

Lima 1989; Menezes et al. 2013; Funceme 2017). Conforme as previsdes de mudancas
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climaticas, essas duas caracteristicas ambientais podem ser intensificadas (Sivakumar et al.
2005; Gornall et al. 2010; IPCC 2014). Por essa razdo, é crucial o desenvolvimento de
estudos que relacionem AFO e plantas com diferentes fenofases para projetar o efeito dessas

estratégias em cenarios climaticos mais adversos.

As temperaturas elevadas e a baixa umidade do ar aumentam o déficit de pressdo de
vapor do ar (DPV) que, por sua vez, contribui para o fechamento estomatico e a mortalidade
de plantas jovens em ambientes secos (Schulze et al. 1972; Will et al. 2013). Plantas nos
estadios iniciais do desenvolvimento sdo mais intolerantes a seca por possuirem menor
armazenamento de dgua no xilema, sistema radicular pouco desenvolvido e menor acesso aos
recursos hidricos (Condit et al. 1995; Christina et al. 2011; Scholz et al. 2011). De acordo
com estudos realizados por Eller et al. (2013) em florestas nebulares, plantas jovens podem
ter o estabelecimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia favorecidos pela absorcédo hidrica
foliar durante secas sazonais. 1sso mostra que absor¢do de agua pelas folhas é uma estratégia
de resisténcia a seca. Novos estudos utilizando plantas jovens com diferentes fenosases
podem revelar os efeitos peculiares da absorcdo de agua pelas folhas na VSSB e compara-los

as pesquisas desenvolvidas em florestas nebulares.

Nesse estudo temos o objetivo identificar os efeitos da AFO na morfologia das plantas,
com fenofases distintas, por meio de folhas submetidas ao orvalho de longa e curta duragéo.
Para isso, propomos a seguinte hipotese: os efeitos da AFO no crescimento, na manutencéo
foliar e na resisténcia a seca de plantas jovens sdo maiores na espécie sempre-verde em
relacdo as espécies deciduas. Realizamos um experimento utilizando plantas jovens com
fenofases contrastantes em casa de vegetacdo para investigar como a AFO afeta o balango de
carbono em trés espécies lenhosas comuns da VSSB. Demonstramos, pela primeira vez na
VSSB, que a agua do orvalho e ndo é apenas absorvida pelas folhas, mas contribui no

acumulo de biomassa, na manutencao foliaer e na resiténcia a seca do solo.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e espécies

Realizamos o experimento de absorcdo foliar de orvalho (AFO) utilizando plantas
produzidas a partir de sementes coletadas na Fazenda Experimental Vale do Curu (FEVC,
3°47'S, 39°16'W), pertencente a Universidade Federal do Ceard (UFC) e localizada no
municipio de Pentecoste, CE, Brasil. O clima da regido é do tipo BSh - semiérido seco, de
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acordo com a classificacdo de Kdppen-Geiger (Peel et al. 2007). A média anual histérica de
precipitacdo registrada entre os anos de 1973 e 2016 é de 757 mm, com maior volume
concentrado entre 0s meses de janeiro e maio (670.9 mm), seguido por meses secos de junho
a dezembro (<100 mm; Funceme 2017). A temperatura anual média é de 28.6 °C (méax. 34.5
°C e min. 22.6 °C). A vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB), conhecida localmente
por caatinga, apresenta fisionomias que variam entre savanas estépicas, florestas deciduas e
florestas tropicais sazonalmente secas (Cole 1960; Pennington et al. 2009; Moro et al. 2014).
Na VSSB ocorre formagdo de orvalho comumente entre as 23:00 e 5:00 horas (Pina et al.
2016).

Para compreender os efeitos da AFO em espécies com fenofases contrastantes,
selecionamos: Mimosa caesalpiniifolia Benth. (logenvidade foliar < 4 meses; decidua inicial),
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (longevidade foliar < 10 meses; decidua tardia) e
Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl (longevidade foliar > 12 meses; sempre-verde). A
categorizagdo das fenofases baseou-se em observacGes de campo e consultas aos estudos

fenoldgicos recentes (Oliveira et al. 2015; Souza et al. 2015).

Experimento de simulagéo de orvalho em casa de vegetacao

Avaliamos como o orvalho pode afetar o balango de carbono, a manutencao foliar e a
resisténcia a seca em individuos jovens de M. Caesalpiniifolia, L. Ferrea e C. flexuosa por
meio do experimento realizado na casa de vegetacdo da UFC (Fortaleza, CE, Brasil) entre
agosto e setembro de 2017. Utilizamos 25 individuos de cada espécie obtidos da germinacao
de sementes em bandejas com vermiculita (Dimy) e que foram transferidos para vasos de 7 L
contendo substrato composto por solo nativo e himus de minhoca 1:1 (v/v). Evitamos o
estresse hidrico desses individuos por meio de irrigacdo didria até a saturacdo do substrato.
Apos quatro meses, tempo médio de duracdo das chuvas, iniciamos 0 experimento com 0s
individuos de M. caesalpiniifolia, L. ferreae C. flexuosa apresentando alturas médias de
27.74+7.56 cm, 38.36+11.34 cm e 8.6£1.89 cm, respectivamente. Esses individuos foram
expostos aos ciclos diarios e sazonais de radiacdo solar dentro da casa de vegetacdo (com pico
de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 1004-1352 pmol m™ s™), temperatura de
31.36£1.6 °C e umidade relativa do ar de 40.4+7.74%.

Aplicamos quatro tratamentos com diferentes regimes hidricos durante 60 dias:

controle (irrigacdo continua); orvalho (simulagdo de orvalho de longa duracdo); borrifacéo
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(simulacdo de orvalho de curta duracdo) e seca (restricdo completa de agua). Utilizamos a
metodologia proposta no Capitulo 1 para o tratamento de orvalho, onde as plantas foram
mantidas em uma camara de 1.5 m? revestida com plastico transparente impermeével e suas
folhas foram expostas a simulacdo de orvalho artificial por 6 horas diarias (0:00 as 6:00 h)
com auxilio de umidificador ultrassénico (Reli On). No tratamento de borrifagdo saturamos a
folhagem diariamente, a 00:00 h, com um pulverizador de pressdo contendo agua destilada
(Boucher et al. 1995). Selamos os vasos, em todos os tratamentos durante 6 horas diarias,
com saco plastico e parafilme na base das plantas para impedir o contato da agua com o
substrato (Eller et al. 2013). Interrompemos a irrigagéo nos tratamentos de orvalho, borrifagéo

e seca no inicio do experimento.

Também monitoramos o déficit de pressdo de vapor (DPV) e o conteldo relativo de
agua do substrato (CRAS). O DPV foi calculado diariamente, entre 8:00 e 16:00 horas,
utilizando os dados coletados pelo sensor de umidade e temperatura do ar (MT-240, Minipa)
dentro da casa de vegetacdo. O CRAS (%) foi determinado a cada cinco dias pelo método
gravimétrico em trés amostras de substrato, escolhidas aleatoriamente em vasos de diferentes
unidades experimentais de cada tratamento das respectivas espécies. As amostras de substrato
foram coletadas com o auxilio de um cilindro de PVC (10 mm) partindo da superficie até o
fundo do vaso. O CRAS foi calculado pela seguinte formula: [(peso fresco - peso seco)/peso
fresco]x100 (ver Eller et al. 2013).

Medidas de crescimento

Medimos o didmetro do caule (6;), a altura (A) e a area foliar total (AF) em cinco
individuos por cada tratamento e em cada espécie no inicio e no final do experimento.
Dividimos os valores finais pelos iniciais para obtermos as taxas proporcionais de
crescimento. O 6. foi medido na base do caule com paquimetro digital (Kingtools) e a A foi
medida a partir da base do caule até a folha mais alta com uma fita métrica. Para calcularmos
a AF, coletamos e reidratamos todas as folhas de cada individuo em uma cdmara Umida por 6
horas (Cornelissen et al. 2003); utilizamos um leitor de scanner (Epson L395) para digitalizar

as folhas com uma resolucao de 300 dpi e mensuramos as imagens no software ImageJ.

Determinamos a taxa de crescimento relativo (TCR) pelo método de analises de
crescimento de plantas (Hunt et al. 2002). Para tal, medimos o peso seco total das raizes, do

caule e das folhas e a &rea foliar total em cinco individuos de cada espécie, por cada
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tratamento, no inicio e no final do experimento. Também calculamos a razéo raiz/parte aérea
usando a matéria seca de cinco individuos de cada espécie, por cada tratamento, no final do
experimento. O material vegetal foi seco em estufa até um peso constante a 65 °C (Mitchell et
al. 2013).

Dinamica da manutencao foliar

Classificamos os estagios de murcha das folhas de cinco individuos por tratamento de
cada espécie, com intervalos de cinco dias, de acordo com as caracteristicas visuais (Tabela 1;
Engelbrecht & Kursar 2003).

Tabela 1 Estagios de murcha das folhas. Os estagios de murchamento das primeiras quatro
categorias foram distinguidos individualmente para cada folha. Para determinar os estadios de

murcha de plantas inteiras, utilizou-se o estadio da respectiva folha mais murcha.

Estagios de murcha o .
gios a Caracteristicas visuais
foliar

1 - Normal Folha hidratada.

2 - Levemente Leve mudanca no éangulo foliar, sem dobramento ou

murcha mudanca na estrutura da folha.

3_ Murcha Forte mudanca no angulo foliar ou mudanca visivel na
estrutura da superficie da folha.

4 - Severamente Mudanca muito forte no angulo foliar ou mudanca na

murcha estrutura da superficie da folha com inicio de necrose.

" Todas as folhas mortas, mas o caule vivo; distingue-se pela

5 - Proximo da morte .
cor e elasticidade.

6 - Morte Todas as partes aéreas mortas; ndo rebrotam apoés a
reidratacdo no fim do experimento.

Verificamos a longevidade foliar em cinco individuos de cada tratamento por espécie
por meio de observacdes diarias, marcando em cada tratamento 10 folhas por individuo e
determinando a média de dias em que cada folha se manteve presente antes da queda, durante
60 dias (Capitulo 1). Também calculamos o nimero de folhas de cinco individuos de cada

tratamento por espécie em intervalos de cinco dias.
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Resisténcia de plantas a seca

Para identificar a sobrevivéncia das plantas, verificamos coloracdo, desintegracao e
susceptibilidade do caule a fratura. Utilizamos a metodologia proposta por (Engelbrecht &
Kursar 2003) para quantificar a resisténcia de cada espécie a seca quanto a sobrevivéncia
(Ds), baseado na percentagem de sobrevivéncia de cinco individuos dos tratamentos de
orvalho (Ds.orvaiho=Sorvalho/Scontrole)X100), borrifagdo (Ds-gorritagao=Sgorrifaczo/Scontrole)X100) €
seca (Ds.seca=SsecalScontrole)X100) em relagdo aos cinco individuos do controle. Scontroles Sorvaino,
Skorrifacio € Sseca COrrespondem ao numero de individuos vivos até o fim do experimento em
relagdo aos individuos vivos no inicio de cada tratamento. Também quantificamos a
resisténcia de cada espécie a seca com base nas mudancas da area foliar (Dag) em cinco
individuos dos tratamentos de orvalho (Dar-orvaiho=AForvaiho/ AF controle) X100), borrifacdo (Dag-
Borrifacdo=LABorrifacio/ AFcontrole) X100) € seca (Dar-seca=AFsecal AFcontrole)X100) em relagdo aos
cinco individuos do controle. AFcontrole, AForvatho, AFgorrifagio € AFseca SA0 as areas foliares
totais por individuos no fim do experimento em relagdo aos individuos do inicio nos

tratamentos controle, orvalho, borrifacdo e seca.

Analises dos dados

Foram empregados modelos lineares mistos com medidas repetidas para identificar
como o tempo, o tratamento e sua interacdo se relacionam com o numero de folhas e o
conteldo relativo de agua do substrato (CRAS). Os modelos apresentaram o tempo, 0
tratamento e sua interacdo como fatores fixos. Usamos ANOVA unidirecional para comparar
0 DPV e os efeitos dos tratamentos em 6., A, AF, TCR, razdo raiz/parte aérea, longevidade
foliar, nimero de folhas, Ds e Dar. A significancia dos niveis dentro de cada fator foi
investigada pelo teste post hoc de Tukey (P<0.05). Foi aplicado o teste de correlacao linear de
Pearson para a correspondéncia entre Ds; € Dar. Os dados foram testados quanto a
normalidade e homocedasticidade e foram transformados em log (base 10) quando necessario.
Todas as analises foram realizadas utilizando o software R v.3.3.3 (R Core Team 2015).

RESULTADOS

Apos 60 dias de experimento, as espécies deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, no

tratamento de orvalho apresentaram individuos com folhas severamente murchas (estagio 4) e
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murchas/severamente murchas (estdgio 3 e 4), respectivamente (Fig. 1la,b). Enquanto a
espécie sempre-verde, C. flexuosa, apresentou individuos do tratamento de orvalho com maior

interigade foliar no fim do experimento (estagio 1 e 4; Fig. 1c).

(@) Mimosa caesalpiniifolia (b) Libidibia ferrea (©) Cynophalla flexuosa
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Figura 1 Estagios de murcha foliar em cada tratamento nas espécies Mimosa caesalpiniifolia
(a), Libidibia ferrea (b) e Cynophalla flexuosa (c) durante o experimento em casa de
vegetacdo. Ver a Tabela 1 para a descri¢do dos estagios de murcha foliar.

Os individuos das trés especies estudadas apresentaram diferencas nos nimeros de
folhas entre os tratamentos ao longo do tempo (P<0.001; Tab. 2; Fig. 2a,c). As espécies
deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, diminuiram o ndmero de folhas de forma
estatisticsamente similar entre os tratamentos de orvalho, borrifacdo e seca ao longo do
experimento (P>0.05; Fig. 2a,b). Na espécie sempre-verde, C. flexuosa, o nimero de folhas

dos individuos do tratamento orvalho ndo diferiu estatisticamente do controle até o dia 45
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(P>0.05), mas permaneceu estavel e superior aqueles dos tratamentos de borrifacéo e de seca

no fim do experimento (P<0.05; Fig. 2c).

As espécies deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, tiveram maior longevidade foliar
no tratamento de orvalho em comparacdo aos tratamentos de borrifagdo e de seca (P<0.05;
Fig. 2d,e). Os individuos da espécie sempre-verde, C. flexuosa, mantiveram a longevidade
foliar do tratamento de orvalho semelhante ao controle (P>0.05); ja& os individuos do
tratamento de borrifacdo tiveram longevidade foliar menor que o tratamento de orvalho

(P<0.05) e superior aqueles do tratamento de seca (P<0.05; Fig. 2f).
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Figura 2 Dinamica temporal do numero de folhas em cada tratamento em Mimosa
caesalpiniifolia (a), Libidibia ferrea (b) e Cynophalla flexuosa (c) durante o experimento de
casa de vegetacdo. Os pontos e barras de erro sdo a média observada £ EP. As colunas
representam a longevidade foliar em cada tratamento em Mimosa caesalpiniifolia (d),
Libidibia ferrea (e) e Cynophalla flexuosa (f) no final do experimento em casa de vegetacao.
As barras de erro sdo a meédia observada * EP. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0.05).

Nas espécies deciduas, inicial (M. caesalpiniifolia) e tardia (L. ferrea), o orvalho
permitiu 0 aumento da altura (A; P>0.05; Fig. 3d,e) e a permanéncia de pequena area foliar
(taxa proporcional: 0<AF<1; Fig. 3g,h), enquanto na espécie sempre-verde (C. flexuosa) o
orvalho proporcionou o aumento do didmetro do caule (6.; P<0.05; Fig. 3c) e da area foliar
(taxa proporcional: AF>1; Fig. 3i). Em todas as espécies houve queda foliar total nos

tratamentos de borrifagéo e seca no final do experimento.
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Figura 3 Taxas proporcionais do diametro do caule (6c¢), altura (A) e area foliar total (AF) em
cada tratamento em Mimosa caesalpiniifolia (a, d, g), Libidibia ferrea (b, e, h) e Cynophalla
flexuosa (c, f, i) no final do experimento em casa de vegetacdo. Cada retangulo representa
50% das observac0es; as linhas fora do retangulo representam a cauda da distribuicédo; e o
simbolo de cruz representa a média. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P<0.05).

Individuos das espécies deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, tiveram as taxas de
crescimento relativo (TCR) estatisticamente semelhantes nos tratamentos de orvalho,
borrifacdo e seca (P>0.05; Fig. 4a,b). Na espécie sempre-verde, C. flexuosa, os individuos do
tratamento de orvalho (0.023+0.004 mg g™ dia™) e do controle (0.03+0.003 mg g dia™)
apresentaram TCR semelhantes entre si (P>0.05) e foram superiores aqueles dos tratamentos
de borrifacdo (0.005+0.009 mg g™ dia™) e de seca (0.002+0.009 mg g™ dia™; P<0.05; Fig.
4c). Em todas as espécies estudadas a relacao raiz/parte aérea nos individuos do tratamento de
orvalho foram similares ao controle (P>0.05), especialmente na espécie sempre-verde, C.
flexuosa, onde o tratamento de orvalho ainda apresentou a relacdo raiz/parte aerea
estatisticamente menor que os tratamentos de borrifagdo e seca, que por sua vez, investiram

mais em raiz (Fig. 4d-f).
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Figura 4 Diferencas na taxa de crescimento relativo (TCR) e razdo raiz/parte aérea em cada
tratamento em Mimosa caesalpiniifolia (a, d); Libidibia ferrea (b, e) e Cynophalla flexuosa (c,
f) no final do experimento em casa de vegetacdo. Letras diferentes indicam diferencga
significativa (P<0.05).

Em nenhuma das espécies houve diferencas estatisticas nas respectivas resisténcias a
seca em relacdo a sobrevivéncia (Ds.orvaino, Ds-Borrifagio € Ds-seca; P>0.05; Fig. 5a-c). Nas
espécies deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, as resisténcias a seca em relacdo as areas
foliares tambem ndo apresentaram diferencas estatisticas (Dar-orvaiho, Dar-gorrifagio © DaF-seca;
P>0.05; Fig. 5d,e). Na espécie sempre-verde, C. flexuosa, a Dar-orvamno fOi superior a Dag.
Borrifagio € DAF-seca (P<0.05; Fig. 5f).
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Figura 5 Sobrevivéncia e mudanca na area foliar total nos tratamentos de orvalho, borrifacéo

e seca em relacdo ao controle em Mimosa caesalpiniifolia (a, d), Libidibia ferrea (b, e) e
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Cynophalla flexuosa (c, ) no final do experimento em casa de vegetacdo. Letras diferentes

indicam diferenca significativa (P<0.05).

A sobrevivéncia das espécies (Ds.orvalho) € @ mudanca da area foliar dos sobreviventes
(Dar-orvaino) NO tratamento de orvalho em relagdo ao controle ndo se correlacionaram entre si,
resultando na dispersdo dos pontos no grafico (r?=0.08; Fig. 6). A sobrevivéncia ndo diferiu
entre as espécies deciduas (M. caesalpiniifolia e L. ferrea) e a sempre-verde (C. flexuosa)
(P>0,05; Fig. 6). A reducéo da area foliar em L. ferrea (11.34+13.74 mm?) manteve a espécie
numa posicdo intermediéria, sendo estatisticamente semelhante & M. caesalpiniifolia
(4.79+6.97 mm?) e C. flexuosa (41.39+19.66 mm?) (P>0.05; Fig. 6). A espécie decidua
inicial, M. caesalpiniifolia, mostrou maior sensibilidade a seca quanto a mudanca de area

foliar total em relacdo a espécie sempre-verde, C. flexuosa (P<0,05; Fig. 6).

5(} T T T T T T T T T T
O Mimosa caesalpiniifolia
s 40_. Libidibia ferrea 0.
é O Cynophalla flexuosa
= 30 .
«
z
< 20 4
<3
a8
10f ® .
@)
1 1 1 1 1 1 [l 1

G 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DS—Orvalho (0/0)

Figura 6 Relacédo entre a Ds; € a Dary dos sobreviventes no tratamento de orvalho em relagéo
ao controle em Mimosa caesalpiniifolia, Libidibia ferrea and Cynophalla flexuosa.

O DPV néo apresentou diferencas estatisticas ao longo do experimento (2.94+1.1 Kpa;
P>0.05). Os CRAS nos tratamentos de orvalho, borrifacdo e seca foram decrescentes e
semelhantes ao longo do tempo (P>0.05) e apresentaram médias inferiores ao controle em
todas as espécies (P<0.001; Tab. 2; Fig. S1).
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Figura S1 Dindmica temporal do conteudo relativo de agua do substrato (CRAS) em Mimosa
caesalpiniifolia (b), Libidibia ferrea (c) e Cynophalla flexuosa (d) durante o experimento em

casa de vegetacdo. Os pontos e barras de erro sdo a média observada + EP.

Tabela 2 Anélises dos modelos mistos de medidas repetidas sobre o efeito do tratamento ao
longo do tempo no conteldo relativo de dgua do substrato (CRAS), estagios de murcha foliar e

numero de folhas em Mimosa caesalpiniifolia, Libidibia ferrea e Cynophalla flexuosa.

Mimosa caesalpiniifolia

P-valores
Fatores fixos df  NUmero de CRAS
folhas
Treatmentos 3 <0.001 <0.001
Tempo 12 < 0.001 < 0.001
Tratamentos x Tempo 36 < 0.001 < 0.001
Libidibia férrea
P-valores
Fatores fixos d.f. NuUmero de CRAS
folhas
Treatmentos 3 <0.001 <0.001
Tempo 12 < 0.001 < 0.001
Tratamentos x Tempo 36 <0.001 <0.001
Cynophalla flexuosa
P-valores
Fatores fixos d.f. NUmero de CRAS
folhas
Treatmentos 3 <0.001 <0.001
Tempo 12 <0.001 <0.001

Tratamentos X Tempo 36 <0.001 <0.001
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DISCUSSAO

Nesse trabalho demonstramos que a absorcdo foliar do orvalho (AFO) é uma
importante fonte alternativa de agua para plantas com fenofases contrastantes na vegetacao
sazonalmente seca brasileira (VSSB). Mostramos que a AFO contribui para o acumulo de
biomassa vegetal e longevidade foliar em todas as espécies estudadas, especialmente na

espécie sempre-verde, C. flexuosa.

Manutencéo foliar

O orvalho de longa duracdo adiou os estddios mais senescentes, enquanto 0S
tratamentos de borrifacdo e seca apresentaram individuos proximos da morte para todas as
espécies. Isso mostra como a maior duracdo de contato da dgua com a folha favorece a
absorcdo hidrica foliar. Em relacdo as espécies deciduas, a sempre-verde, C. flexuosa, foi a
mais eficiente no uso do orvalho como fonte alternativa de agua, pois as plantas mantiveram
as folhas mais integras, produziram novas folhas e continuaram crescendo até o final do
experimento. Estudos realizados em ambientes sazonalmente secos mostraram que plantas sob
o efeito da seca do solo crescem mais na presenca do orvalho e que auséncia do orvalho

promove murcha e queda foliar (Zhuang & Ratcliffe 2012).

Nossos dados mostraram que a AFO também auxiliou a manutencdo do numero de
folhas e 0 aumento da longevidade foliar de individuos do tratamento de orvalho em todas as
espécies estudadas, reforcando que a AFO depende da maior duracéo do orvalho. Porém, para
a espécie sempre-verde, C. flexuosa, essa fonte alternativa de agua foi mais relevante, pois o
numero de folhas e a area foliar total se mantiveram estaveis ao longo do experimento. Os
estudos desenvolvidos por Grammatikopoulos & Manetas (1994) no mediterraneo também
revelaram que a AFO favoreceu a manutencdo do nimero de folhas e aumento da area foliar

em uma espécie sempre-verde Phlomis fruticosa.

Crescimento

Nosso estudo mostra que o tempo de contato entre o orvalho e as folhas é importante
para a absorcdo foliar de orvalho (AFO) em plantas jovens de VSSB. A AFO aumentou o
crescimento e o acumulo de biomassa nas plantas que receberam o orvalho durante 6 horas

dentro da cdmara. Pesquisas realizadas em plantas de deserto também mostraram que a
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aplicacdo do orvalho feita pelo método da camara de simulacdo de orvalho possibilitou uma
AFO mais eficiente que o método de borrifacdo (Xiaohua et al. 2016). Estudos em plantas de
ambientes sazonalmente secos demonstram que a presenca do orvalho, com duracdo entre 5-
15 horas, é capaz de aliviar os efeitos do estresse hidrico nas plantas (Zangvil 1996; Brewer &
Smith 1997; Malek et al. 1999; Hanisch et al. 2015; Xiaohua et al. 2016) e que a duragéo do
orvalho ao longo do tempo pode contribuir mais para a hidratagdo das plantas do que a
quantidade de orvalho acumulado nas folhas (Burrage 1972; Malek et al. 1999; Hanisch et al.
2015; Pina et al. 2016). Acreditamos que em ambientes sazonalmente secos a reducdo da
formacéo e da duracdo de orvalho pode comprometer o estabelecimento de plantas jovens,
pois estas possuem o sistema radicular superficial e sdo mais sensiveis a seca do solo (Condit
et al. 1995).

A AFO indicada pelo tracador apoplastico (Capitulo 1) confirma a ocorréncia desse
mecanismo em M. caesalpiniifolia, L. ferrea e C. flexuosa, mas nossos resultados mostram
que a contribuicdo desse mecanismo de aquisicdo de &gua no didmetro do caule, area foliar
total e taxa de crescimento relativo foi maior na espécie sempre-verde, C. flexuosa. Para Eller
et al. (2013), plantas que utilizam a absorcdo hidrica foliar como fonte alternativa de agua
apresentam maiores ganhos de carbono e de crescimento em relagdo as plantas submetidas ao
estresse hidrico total. Mas nossos estudos mostram que a melhoria na dindmica de
senescéncia das espécies deciduas ndo se traduz em melhoria no nivel de individuo. Embora
alguns estudos tenham demonstrado que a AFO favoreca o crescimento de plantas jovens em
ambientes sazonalmente secos (Grammatikopoulos & Manetas 1994; Boucher et al. 1995;
Zhuang & Ratcliffe 2012), nossos resultados indicaram pela primeira vez que a contribuigéo
do orvalho no acumulo de biomassa das espécies sempre-verdes € maior que nas espécies
deciduas na VVSSB.

A associacgdo entre o valor mais negativo do ponto de perda de turgor foliar (mr.p), a
regulacdo estomatica mais isohidrica e a AFO em C. flexuosa (Capitulo 1) contribuiu para o
maior acimulo de biomassa dessa espécie. Muitos autores relacionaram a absorcéo hidrica
foliar ao aumento do potencial hidrico em plantas sob estresse hidrico (Cassana et al. 2016;
Pina et al. 2016; Xiaohua et al. 2016) e que esse mecanismo evita que o potencial hidrico
alcance o ponto de perda de turgor foliar (mt.p) inerente a cada espécie (Eller et al. 2016). O
baixo mr p pode indicar uma maior tolerdncia da planta a seca (Bartlett et al. 2012) e seu
possivel funcionamento fisioldgico quando é submetida a baixos potenciais hidricos do solo

(Mitchell et al. 2013). De acordo com Boucher et al. (1995), a espécie Pinus strobus possui
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baixo nrp (-2,48 MPa) e aumentou a biomassa vegetal na presenca do orvalho, porém néo

teve aumento da biomassa no tratamento de seca do solo.

Considerando que as plantas irrigadas representem um modelo comparativo da relacéo
raiz/parte aérea, qualquer alteracdo nessa relacdo pode indicar desequilibrio no balango
hidrico (Zhuang & Ratcliffe 2012). Nossos resultados mostraram que o orvalho favorece mais
evidentemente o crescimento da espécie sempre-verde, C. flexuosa, evitando uma mudanca no
padrdo de alocacdo de recursos para as raizes. Porém, esses resultados se repetem de forma
menos evidente para a espécie decidua tardia, L. ferrea, mostrando uma relagdo entre o tempo
de manutencdo das folhas e a contribuicdo da AFO. Nossos dados contradizem aqueles
encontrados por Boucher et al. (1995) em plantas de Pinus strobus, pois para essa espécie, as
plantas que tiveram suas folhas expostas ao orvalho aumentaram o crescimento das raizes em
relacdo aquelas com auséncia de orvalho. Por outro lado, nossos resultados corroboraram com
0s encontrados na espécie Bassia dasyphylla de ambiente sazonalmente seco (Zhuang &
Ratcliffe 2012), onde foi demonstrado que o investimento em raiz nas plantas submetidas ao
orvalho foi menor que no tratamento de seca. Os dados que obtivemos no tratamento de
borrifacdo mostram que os individuos responderam similarmente ao tratamento de seca, nos
permitindo induzir que o menor tempo de exposicdo das folhas ao orvalho pode afetar o

desenvolvimento desses individuos jovens.

Resisténcia a seca

As especies deciduas, M. caesalpiniifolia e L. ferrea, sdo mais sensiveis a seca, pois
tiveram maior perda de area foliar e mortalidade em relagdo a espécie sempre-verde, C.
flexuosa, no fim do experimento. O ajuste da area foliar é uma resposta comum das plantas a
seca atmosférica e do solo (Limousin et al. 2012; Eller et al. 2016). Concordamos com
Engelbrecht & Kursar (2003) quando relataram que a queda das folhas tem impacto negativo
sobre o crescimento, mas podendo ser uma estratégia que permite a sobrevivéncia das plantas
sob fortes condigOes de seca. Todavia, acreditamos que a AFO impacta positivamente no
estabelecimento de plantas jovens em ambientes sazonalmente secos, pois retarda a
senescéncia de plantas deciduas e sempre-verdes quando estdo sob déficit hidrico, o que pode
permitir a translocacgdo de recursos foliares para os ramos antes da queda foliar (Himelblau &
Amasino 2001).
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A correlacdo entre a resisténcia das plantas a seca quanto a sobrevivéncia (Ds;) € a
area foliar (Dar1) no tratamento de orvalho resultou num modelo de dispersdo de espécies
semelhante ao encontrado por Engelbrecht & Kursar (2003). Entre as espécies estudadas, C.
flexuosa € a mais resistente a seca do solo, pois manteve maior numero de plantas
sobreviventes e maior area foliar entre as demais espécies durante os 60 dias de experimento.
Entre as espécies deciduas, L. ferrea apresentou sobrevivéncia e mudanga na area foliar
intermediarias, enquanto M. caesalpiniifolia foi a espécie menos resistente a seca, pois
mostrou menor sobrevivéncia e area foliar no tratamento de orvalho. Assim, as melhorias
observadas no ciclo foliar das espécies deciduas ndo incrementaram a resisténcia das mesmas

a seca do solo.

Os resultados também indicaram que a AFO em plantas jovens da VSSB nao foi
suficiente para permitir que as plantas utilizassem menos recursos hidricos do substrato, pois
houve perda gradual do contetdo relativo de agua no substrato (CRAS). Resultados diferentes
foram encontrados em florestas nebulares, onde as espécies apresentaram inversao do fluxo de
seiva das folhas para o caule, raizes e solo durante a absorcao hidrica foliar (Burgess &
Dawson 2004; Cassana & Dillenburg 2013; Eller et al. 2013). Isso permitiu que o teor de
agua do solo se mantivesse em niveis elevados e estaveis sem qualquer entrada adicional de
agua (Eller et al. 2013; Cassana et al. 2016), o que ndo foi observado para as plantas

utilizadas nesse estudo.

Importéncia ecoldgica

A formacdo do orvalho é essencial para manter o equilibrio hidrico em ecossistemas
sazonalmente secos (Zhang et al. 2009; Vogel & Miller-Doblies 2011; Hanisch et al. 2015;
Pina et al. 2016). O orvalho condensado sobre as folhas pode escorrer ou gotejar no solo,
permitindo que as raizes mais superficiais absorvam essa fonte alternativa de agua (Vogel &
Mauller-Doblies 2011). A deposicdo do orvalho também ocorre na camada superior do solo,
promovendo o desenvolvimento de cianobactérias, liquenes e musgos (Jacobs et al. 1999;
Agam & Berliner 2006; Zhang et al. 2009; Hao et al. 2012). Além disso, estudos realizados
em ambientes sazonalmente secos mostraram que orvalho pode ser absorvido diretamente
pelas folhas (Gouvra & Grammatikopoulos 2003; Zhuang & Ratcliffe 2012; Hanisch et al.
2015; Pina et al. 2016; Xiaohua et al. 2016) e ser fundamental para a sobrevivéncia de plantas
jovens (Zhuang & Ratcliffe 2012).
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No cenério previsto de mudancas nos padrdes de precipitacdo seguidas pelo aumento
da temperatura média, dos eventos de seca e da mortalidade de plantas em escala global
(Sivakumar et al. 2005; Allen et al. 2010; Gornall et al. 2010; Engelbrecht 2012; IPCC 2014),
a absorcdo hidrica foliar pode desempenhar um papel importante na sobrevivéncia de plantas
jovens durante as secas sazonais (Eller et al. 2013). Plantas em estadios iniciais de
desenvolvimento possuem o sistema radicular menos desenvolvido e sdo mais intolerantes a
seca devido a um menor acesso aos recursos hidricos (Condit et al. 1995). Nosso experimento
foi realizado em plantas jovens de VSSB e essas plantas foram beneficiadas exclusivamente
pela AFO.

Conclusoes

O tempo de exposicdo das folhas ao orvalho é um fator chave para a ocorréncia da
absorcao foliar de orvalho (AFO) em planta jovens da vegetacdo sazonalmente seca brasileira
(VSSB). A AFO promove o aumento do acumilo de biomassa, da manutencéo das folhas, da
sobrevivéncia e da resisténcia de plantas jovens a seca, especialmente na espécie sempre-
verde, C. flexuosa. Assim, acreditamos que a espécie C. flexuosa seja mais dependente da
AFO e que a mesma seja mais afetada pela diminuicdo dos eventos de orvalho num cenario de

mudangas climaticas previstas para ambientes sazonalmente secos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Apresentamos estudos relacionados a absorcdo foliar de orvalho (AFO) em
plantas da vegetacdo sazonalmente seca brasileira (VSSB). Exploramos o desempenho
ecofisioldgico e a morfologia vegetal em quatro espécies lenhosas, deciduas e sempre-verde,
da VSSB e chamamos atencdo para quatro destaques da tese: (1) o tracador apoplastico
absorvido pelas folhas via cuticula (Mimosa caesalpiniifolia, Libidibia ferrea e Cynophalla
flexuosa) e tricomas peltados (Combretum leprosum) alcancou o sistema vascular; (2) os
efeitos da absorcdo hidrica foliar em espécies da VSSB estdo relacionados ao maior tempo de
exposicdo das folhas ao orvalho; (3) a AFO aumentou a longevidade foliar de todas as
espécies estudadas; (4) a AFO foi mais efetiva na espécie sempre-verde e estritamente
isohidrica, C. flexuosa, pois promoveu o0 aumento do status hidrico, das trocas gasosas, do

acumulo de biomassa, da area foliar, da sobrevivéncia e da resisténcia a seca.

Desse modo, encontramos resultados significativos que ampliam o0s
conhecimentos sobre os efeitos da AFO nas relagdes hidricas, no desempenho fisioldgico, no
acimulo de biomassa, na sobrevivéncia e no estabelecimento de plantas jovens em VSSB
durante secas sazonais. Considerando que as previsdes de mudancas climaticas globais
apontam para aumento das temperaturas e diminuicdo da precipitacdo, 0s ambientes
sazonalmente secos sdo mais vulnerdveis a desertificacdo. Sugerimos que a diminuicdo da
formacdo orvalho na VSSB pode impactar no desenvolvimento de espécies vegetais
ocorrentes nesse tipo de ambiente. Além disso, colaboramos para reconhecer o papel
ecologico do orvalho no sucesso da espécie sempre-verde, C. flexuosa, na fase jovem. Esse
estudo trouxe resultados da AFO em plantas jovens de espécies com fenofases e
comportamentos estomaticos diferentes na VSSB, fornecendo informacbes e abrindo
perspectivas para novas pesquisas. Portanto, nossos resultados podem ser Uteis para a ecologia

da conservacao de plantas da VSSB.
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