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COMUNICACAO CIENTIFICA

RENOVACAO DO CARBONO-13
EM FIGUEIRAS ‘ROXO DE VALINHOS’

ANDREA CARVALHO DA SILVA?, ADILSON PACHECO DE SOUZA?
CARLOS DUCATTI, SARITA LEONEL*

RESUMO - O objetivo do trabalho foi determinar a taxa de renovagdo do carbono-13 (“turnover”), dos
diferentes orgdos da figueira ‘Roxo de Valinhos’. O experimento foi conduzido no pomar da Faculdade de
Ciéncias Agrondémicas, FCA/UNESP, Campus de Botucatu-SP. Determinou-se previamente, através das
trocas gasosas com um medidor aberto portatil de fotossintese, IRGA, a principal folha fotossinteticamente
ativa. Essa folha foi colocada em uma camara onde ocorreu a inje¢do do gas enriquecido. O tempo de enri-
quecimento da folha foi de 30 minutos. Os tratamentos foram constituidos por sete plantas de figueira, que
foram retiradas do solo apos: 6; 24; 48; 72; 120; 168 e 360 horas do enriquecimento com *C, ¢ suas partes
seccionadas em: gema apical, folha jovem, folhas adultas (fotossinteticamente ativas), brotagdes laterais,
frutos e ramo. Os resultados obtidos permitiram o estabelecimento da sequéncia de metabolizagdo do car-
bono-13 nas parti¢cdes estudadas: Folhas novas > Frutos > Brota¢des > Folhas Adultas > Gema Apical >
Ramo > Folha marcada. Plantas de figueira ‘Roxo de Valinhos’ apresentam reciclagem do *C de 24 horas
e um tempo de meia-vida de duragdo do carbono-13 inferior a 11 horas.

Termos para indexacio: Ficus carica, L., fisiologia, carboidratos, taxa de renovagao.

CARBON-13 TURNOVER IN ‘ROXO DE VALINHOS’ FIG TREES

ABSTRACT- The aim of this study was to assess carbon-13 turnover in different organs of the fig tree,
‘Roxo de Valinhos’ cultivar. The experiment was carried out in an orchard at School of Agronomical Sci-
ences, FCA/UNESP, Botucatu Campus, State of Sdo Paulo, Brazil. The main photosynthetically active leaf
was previously determined based on gas exchanges by means of an open portable photosynthesis system,
IRGA. That leaf was placed in a chamber where the enriched gas injection occurred. The leaf enrichment
time was 30 minutes. Treatments were constituted of seven fig trees removed from the soil after: 6; 24; 48;
72; 120; 168 and 360 hours of enrichment using '*C, and their parts were sectioned into: apical bud, young
leaves, adult leaves (photosynthetically active), lateral sprouts, fruits, and branch. The results allowed the
establishment of the carbon-13 metabolism sequence in the studied parts: Young leaves > Fruits > Sprouts
> Adult leaves > Apical bud > branch > Labeled leaf. ‘Roxo de Valinhos’ fig trees, had *C turnover of 24
hours and carbon-13 half-time shorter than 11 hours.

Index terms: Ficus carica L., phisiology, carbohydrates, turnover.

Os isotopos sdo elementos naturais que
apresentam em sua constituicdo o mesmo numero
atdmico, porém com numeros de massa diferentes,
ou seja, apresentam o mesmo namero de protons e
elétrons, e diferentes nimeros de néutrons, ocupando
o mesmo lugar na tabela periddica. Dessa forma,
os isétopos apresentam propriedades quimicas
semelhantes, sendo classificados em radioativos ou
estaveis (DUCATTI et al., 2002).

De acordo com Ludlow et al. (1976),
aproximadamente 99% de todo carbono na natureza
esta na forma do is6topo 2C e apenas 1% estaria na

forma do isétopo *C. Estes dois isotopos estaveis
do carbono comportam-se de forma diferente nas
reagoes fisicas e quimicas, resultando em proporgdes
variaveis destes isotopos nos diferentes materiais.
Para Schimel (1995), os is6topos estaveis sdo usados
para seguir movimentos e transformacdes quimicas
em sistemas bioldgicos e ambientais, podendo ser
introduzidos na planta, no solo ou em sistemas
aquaticos e monitorados com grande sensibilidade
e precisdo por espectrometros de massa. Tornaram-
se uma ferramenta muito Util nas pesquisas sobre
aspectos relacionados a fisiologia de plantas, uma vez
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que as razoes entre estes dois isotopos podem auxiliar
diretamente no estudo da fotossintese, determinagao
dos ciclos fotossintéticos, translocagdo e alocacdo de
carbono, e estresse hidrico, além de indiretamente
servir de base no estudo sobre o melhoramento de
plantas tolerantes ao estresse hidrico e mesmo para
trabalhos relacionados ao desbaste ¢ poda de plantas,
notadamente de espécies frutiferas (EHLERINGER
etal., 1993).

A determinacdo dos valores isotdpicos, ou
sinal isotopico nas diferentes espécies de plantas, é
conseguido a partir de amostras do material organico
da planta, que s@o analisadas pelo equipamento
conhecido como espectrometro de massas de razéo
isotopica (IRMS). Nesse sistema, de acordo com
Ducatti et al. (2002), a amostra ¢ o padrao sdo
admitidos na forma de dioxido de carbono e, apds a
passagem por uma fonte de ionizagao, os feixes dos
ions gerados sdo separados por um campo magnético
de acordo com as suas relagdes massa/carga.
Basicamente, compara-se a razdo do “CO, (massa
45)/ *CO, (massa 44) com uma amostra-padrao.

Atualmente, a informacdo das taxas
de renovacdo do carbono-13 (“turnover”) no
metabolismo e nos 6rgdos de espécies vegetais sdo
escassas, ¢ os dados reportados restringem-se aos
processos enzimaticos (COMPAROT-MOSS et al.,
2010; DEWEZ et al., 2009; ALONSO et al., 2005;
RUAN et al., 2004).

O ciclo fotossintético da figueira ¢ do tipo C3
(TING et al., 1987; ZOTZ et al., 1997; CAN; AK-
SOY, 2007) e dependendo das condi¢des ambientais,
as plantas C3 apresentam atividade fotossintética
variando entre 12 ¢ 25umol m* s, corroborando
Pigé et al. (2001) que, avaliando as caracteristicas
relacionadas a troca de CO, em folhas e frutos de
ramos da figueira com um ano de idade, durante a
estagdo primavera-outono, observaram que a taxa
fotossintética liquida variou de 15 a 20pmol m? s™'.
Visto que toda a produgdo de fitomassa ¢ a formagao
da arquitetura da figueira dependem diretamente da
atividade fotossintética, a pratica da poda de frutifi-
cacdo ¢ um manejo adotado nos pomares brasileiros,
fazendo com a planta apresente uma renovagdo da
parte aérea a cada ciclo produtivo (DALASTRA et
al., 2009; SOUZA et al., 2009).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi determinar a taxa de renova¢do do carbono-13
(“turnover”) dos diferentes orgaos da figueira cultivar
Roxo de Valinhos.

O experimento foi conduzido no pomar da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas, FCA/UNESP,
Campus de Botucatu-SP, latitude 22° 51° 55 S,
longitude 48° 27’ 22” O, a 8§10 m de altitude. O

tipo climatico predominante no local € o temperado
quente (mesotérmico), com chuvas no verao e seca
no inverno (CUNHA; MARTINS, 2009), com pre-
cipitacdo e temperatura média anual de 1.530 mm e
21 °C, respectivamente. O solo da area ¢ classificado
como Nitossolo Vermelho, segundo os critérios da
Embrapa (1999). A érea total do experimento ¢ de
2.520 m? e contém 190 plantas de figueira da cultivar
Roxo de Valinhos, pomar implantado em setembro
de 2001, com uma area de 6 m?/planta, sendo estas
conduzidas com 4 ramos.

Determinou-se previamente, através das
trocas gasosas com um medidor aberto portatil de
fotossintese, IRGA, modelo LI-6400 (LI-COR), a
principal folha fotossinteticamente ativa, sendo a
quarta folha completamente expandida a contar do
apice do ramo, totalmente exposta a radiagdo solar,
no periodo das 9 h as 11 h da manha. Essa folha
foi colocada em uma camara de acrilico, tendo as
seguintes dimensdes: 28,0 cm de comprimento X
35 c¢m de largura x 4,0 cm de altura x 0,5 cm de
espessura, perfazendo um volume de 4.000 cm?®.

A injecdo do gas enriquecido na camara
foi feita por meio de um dispositivo que regula o
direcionamento do fluxo de um cilindro de “CO,
para uma seringa e, posteriormente, da seringa para
a camara, introduzindo-se 8,0 mL de “CO,, a 99
atomos %, ou seja, de cada 100 atomos de CO, deste
gas, 99% dos atomos sao formados por *C e 1% de
12C, que propiciaram um 6'3C de 35.693,27% de *C
(29,19 atomos % de *C em excesso). O tempo de
enriquecimento da folha foi de 30 minutos, e apos
este periodo a camara foi retirada.

Os tratamentos foram constituidos por
sete plantas de figueira que foram retiradas do
solo apoés: 6; 24; 48; 72; 120; 168 ¢ 360 horas do
enriquecimento com *C, e suas partes seccionadas
em: gema apical, folhas jovens, folhas adultas
(fotossinteticamente ativas), brota¢des laterais, frutos
e ramo. Todas essas partes, assim que retiradas do
solo, foram imersas em nitrogénio liquido (-196 °C)
para provocar a morte celular.

No laboratdrio do Centro de Isotopos Estaveis
Ambientais, IB/UNESP, Campus de Botucatu-SP, as
amostras previamente identificadas foram colocadas
em estufas com circulagdo de ar forgada a 65 °C, por
72 horas, para secagem. Posteriormente, na moagem,
foi utilizado moinho criogénico a base de nitrogénio
liquido (Spex — Modelo 6700). As amostras foram
colocadas em tubos individualizados, imersos em
nitrogénio liquido, para perfeita homogeneizagao.
De cada amostra, foram retiradas 60ug ¢ estas foram
acondicionadas em capsulas de estanho, com 06
mm de altura ¢ 4 mm de diametro (Modelo D1106-
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Elemental Microanalysis Limited) e, em seguida,
colocadas no analisador elemental (Carlo Erba EA
1108 — Fisons, Mildo — Italia), acoplado ao espec-
trometro de massas, para a realizagdo da leitura do
valor isotopico.

Das plantas em estadio reprodutivo, uma foi
escolhida para a determinagdo do valor absoluto da
caracterizagdo natural (-27,92%o), para comparagio
com as plantas enriquecidas com "*C. As partigdes
vegetativas da figueira enriquecida com carbono
marcado apresentaram valores isotopicos distintos
com o decorrer do tempo (0 a 360 horas ap6s o en-
riquecimento). A alternancia dos sitios de alocagao
entre elas, apos determinado intervalo de tempo,
gerou resultados de enriquecimento isotdpico relati-
vo, ou delta per mil (6 %o) versus tempo, com perfil
aproximado de uma equacdo quadratica, especifica
para cada tecido (JONES et al., 1979). Era previsto
que a continuidade dos valores isotopicos obtidos nas
partigdes fosse descrita por uma fung@o exponencial
do tempo. Para Ducatti et al. (2002), a exploragdo
desta fungdo exponencial abre perspectivas de novas
interpretagdes nestes experimentos, visando ao estudo
da reciclagem de carbono-13 em tecidos vegetais.

Todos os fundamentos teoricos do desenvolvi-
mento e aplicabilidade do modelo exponencial delta
per mil (8 %o) versus tempo foram apresentados por
Ducatti et al. (2002), permitindo extrair apenas as
equagoes utilizadas neste estudo, que relacionou a
concentragao inicial e a final de carbono-13 em uma
parti¢do com o tempo, conforme a equacéo 02.

8(t)= 8FIN/\I, + [SINICIAI - 6

em que: 3, , representa o valor de delta per
mil esperado ap6s um tempo t (em horas); . . .
indica o valor de delta per mil proveniente da carac-
terizag@o natural da parti¢do. A constante k pode ser
interpretada como a constante de troca isotopica com
unidades de tempo™.

Assim ocorrendo, a medida que o tempo au-
menta, a concentrac¢ao dos isdtopos no tecido comega
a ser substituida exponencialmente, ocorrendo a troca
do carbono-13 (marcado) pelo carbono-12, dado pela
discriminacdo natural das enzimas da planta pelo
carbono-12.

Na condi¢ao de metade do enriquecimento
final (6f) e metade do enriquecimento inicial (d1),
pode-se obter, a partir da equagdo (2), o pardmetro de
meia-vida (T), expresso em unidade de tempo (horas)
dado pela equagao (3).

e
K

1e™  (eq.02)

FINAL

(eq. 03)

A equagdo 3 pode ser sera utilizada nas inter-
pretagdes praticas da dilui¢@o isotopica nos diversos
orgdos amostrados. Ducatti et al. (2002) expressam
que, quanto menor a meia-vida (T), maior serd a taxa
de renovagdo, ou o “turnover” do tecido. Por outro
lado, admitindo que o valor de df seja maior do que o
valor de di na equag@o 2, pode-se expressar o tempo
necessario para a troca de 95% dos atomos (F), como
exemplo, expresso pela equacao 4.

1
t=——In(I-F) (eq.04)
K

Este pardmetro ¢ empregado nas interpre-
tagdes do percentual de troca (F) do carbono nos
diversos 6rgdos estudados da planta em questdo
(Tabela 1).

De forma geral, a constante K fornece uma
ideia da “velocidade” do processo de eliminagdo ou
troca do carbono-13 no tecido da particdo. Como
cada orgdo da planta apresenta uma demanda e uma
saida de fotoassimilados peculiares, essa constante
foi diferente para cada parti¢do estudada, assim como
o valor de meia-vida também distinto para parti¢des
diferentes na mesma planta (Figura 1 e Tabela 2).

Os autores Manetta ¢ Benedito-Cecilio
(2003) relatam que o método de marcagao isotopica,
quando usado para a determinagdo da velocidade
de processos metabolitos em animais, fornece
resultados com respeito a taxa de “turnover”. Um
dos avangos mais significativos realizados com este
método foi a descoberta de que os componentes ma-
cromoleculares das células e dos tecidos sofrem um
processo constante de renovagdo metabolica. Existe
um estado de equilibrio dindmico no interior celu-
lar, no qual a biossintese ¢ constante e exatamente
contrabalancada por igual velocidade de degrada-
¢do. Este processo de troca metabolica, “renovacao
celular”, ¢ também chamado de “lavagem celular”,
ou turnover.

A func¢do exponencial descrita pela equagio
02 apresentou ajuste excelente para predizer a rela-
¢o delta per mil de carbono-13 §'*C versus tempo
nas diversas parti¢des vegetativas estudadas. Na
Figura 1, podem ser observados os ajustes para a
gema apical e frutos apenas do ramo que continha a
folha enriquecida, permitindo inferir que a taxa de
renovagao de fotoassimilados, com o tempo, ¢ maior
para a gema apical, comparativamente ao 6rgao fru-
to, ou seja, a velocidade de troca dos fotoassimilados
¢ maior na gema do que no fruto.

A expressao para a meia-vida sugere que
particdes que apresentam meia-vida maior, apre-
sentam “baixa velocidade” de metabolizagdo ou
incorporagdo de carbono no tecido em questao,
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como o caso das folhas novas que apresentaram os
maiores valores de 6 '*C em todo o periodo estudado
(0 a360 horas). As folhas enriquecidas (folha 4) ndo
atingiram valores negativos dentro das 360 horas
estudadas; contudo, pela grande quantidade de car-
bono-13 assimilado pela folha e por ser a folha com
maior atividade fotossintética da figueira, apresen-
taram os menores tempos de meia-vida. Os drenos
ndo se diferenciaram quanto a taxa de turnover do
carbono-13 (Tabela 1).

Por conseguinte, pode ser estabelecida a
seguinte sequéncia de metabolizagdo do carbono-13
nas parti¢des estudadas: Folhas novas > Frutos >
Brotagdes > Folhas Adultas > Gema Apical > Ramo
> Folha marcada.

As equagoes ajustadas acima apresentaram
bom desempenho na estimativa do carbono-13 tro-
cado nas diferentes particdes vegetativas estudadas
no periodo de tempo entre 6 e 360 horas, conforme
apresentado na Tabela 2. Evidenciou-se que pratica-
mente em todas as parti¢des, apos 48 horas, acima de
95% do carbono ja haviam sido trocados.

Entretanto, mesmo ap6s 360 horas, os
principais drenos, como gema apical, folhas novas
e frutos apresentaram valores de 8'°C que ainda
caracterizavam o enriquecimento relativo, quando
comparados com o valor absoluto da caracterizagao
natural (-27,92 %o).

Plantas de figueira ‘Roxo de Valinhos’ apre-
sentam reciclagem do *C de 24 horas ¢ um tempo
de meia-vida de durag¢do do carbono-13 inferior a
11 horas.
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FIGURA 1 - Modelo exponencial para os isotopos estaveis do carbono em gema apical (a) e frutos (b) de
Ficus carica L., considerando apenas o ramo da folha marcada. FCA / UNESP, Botucatu —

SP, 2008.
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TABELA 1 - Valores da equagdo exponencial experimental da taxa de renovagao (“turnover ”) e da meia-
vida do carbono-13, em diferentes parti¢des vegetativas de Ficus carica L. FCA/UNESP,
Botucatu — SP, 2008.

t

Particao Equac@o experimental ajustada r? (holél 5)
Gema apical 3 BC =-22,48 + 323,0484 ¢ 00913 0,99944 7,6
Folhas Novas O BC =-18,72 + 465,1661 ¢-06267t 0,99991 11,1
Folha Marcada d BC = 5336,7219 ¢ 01422 0,99986 4,9
Folhas adultas d BC =-28,94 + 7,5509 00820t 0,99991 8.4
Brotacao d BC=-29,40 + 85,2482 ¢ 00724 0,99984 8,8
Frutos d BC=-27,10 + 18,7645 ¢ 007765t 0,99926 8,9
Ramo 3 BC =-23,07 +242,7526 01353 0,99991 5,1

TABELA 2 - Valores estimados e mensurados de 6%o *C e a porcentagem de carbono-13 trocado, para as
diferentes parti¢des vegetativas de Ficus carica L. FCA/UNESP, Botucatu —SP, 2008.

Gema apical Folhas jovens
Tempo d3C estimado & '*C mensurado %0 de C d3C estimado 8 "*C mensurado Yo de C
trocado trocado
6 163,92 164,29 42,2 300,60 300,65 31,4
*T 138,52 - 50,1 213,21 - 50,1
24 13,23 12,45 88,8 84,58 84,64 77,8
48 -18,81 -16,37 98,8 4,22 -13,78 95,1
72 22,39 2,18 99,9 |-13,63 24,25 98,9
120 -22,83 2,00 100 -18,47 -8,64 99,9
168 -22.84 -14,45 100 -18,71 7,55 100,00
360 -22,84 -25,07 100 -18,72 -18,72 100,00
Folha enriquecida Folhas adultas
Tempo 8 PC estimado & "*C mensurado Yode C 8 BC estimado 8 C mensurado %o de C
trocado trocado
6 2273,71 2273,97 57,4 -24,34 -24,53 39,1
*T 2658,68 - 50,2 -25,17 - 50,0
24 175,84 175,92 96,7 -27,90 -27,13 86,2
48 5,79 33,02 99,9 [-28,80 29,36 98,1
72 0,19 5,01 100,00 |-28,92 -29,17 99,7
120 0,00 15,05 100,00 | -28,94 -29,17 100,00
168 0,00 18,05 100,00 | -28,94 -29,32 100,00
360 0,00 21,05 100,00 |-28,94 -28,96 100,00
Frutos Brotagdes
Tempo 3 3C estimado & '3C mensurado 70 de C d3C estimado 8 *C mensurado Vo de C
trocado trocado
6 -15,32 -15,32 37,2 23,59 23,59 37,8
*T 17,70 - 49,9 [13,05 - 50,2
24 24,19 2421 84,5 |-16,67 295 85,1
48 -26,65 -27,54 97,6 -27,50 -27,5 97,8
72 -27,03 -26,8 99,6 -29,12 -29,59 99,7
120 -27,10 -26,95 99,9 -29,39 -18,76 99,9
168 -27,10 -27,78 100,00 | -29,40 -29,4 100,00
360 -27,10 -27,1 100,00 | -29,40 -28,83 100,00

*(T) tempo de meia-vida da respectiva parti¢do vegetativa.
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