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RESUMO

MACHADO, Daniel Nolasco. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2009. Enriquecimento e Alocacdo de *°C em Plantas de
Eucalipto. Orientador: Roberto Ferreira Novais. Coorientadores: Ivo
Ribeiro da Silva e Marcelo Ehlers Loureiro.

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de isétopos estaveis em varias
areas de pesquisa vem se destacando, como na analise de fluxos e rotas
metabdlicas, analise de efeitos de estresses em plantas e, em grande
escala, no estudo da matéria organica do solo (MOS). Estudos de
alteracdes e dindmica da MOS usando a variagdo da abundéancia natural
do 3C, requerem mudancas na raz&o isotopica do C. Uma das alternativas
é enriquecer o material vegetal (planta) com "°C, via fixagédo de °CO,, de
modo que a razao isotdpica seja distinta daquela da MOS original. O
objetivo deste trabalho foi investigar a homogeneidade do enriquecimento e
alocacdo de '*C em diferentes partes da planta de eucalipto, com idade
variando de 4 a 8 meses. No processo de marcacao, trés plantas de
eucalipto cultivadas em solugao nutritiva foram expostas a uma atmosfera
enriquecida com 'CO,, em uma camara de vidro (448 dm®), com
temperatura em torno de 24 °C e concentragcdo de CO, monitorada por um
espectrdbmetro de massa de razdo isotopica (IRMS) em amostras de ar
retiradas ao longo do processo (126 dias com trés pulsos de '*CO,
semanais). Apds o periodo de marcagéo, as plantas foram separadas em
folha (folha-fonte e folha-dreno), galho, casca, lenho e raiz, e analisadas,

obtendo-se a 8'°Cppg das mesmas: folha-fonte (828,07), folha-dreno
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(645,72), galho (672,49), casca (691,86), lenho (632,02) e raiz (536,55 %o).
O padrao de alocacdo e enriquecimento de "*C entre as partes das plantas
foi homogéneo, embora com diferengas numéricas da ordem de 291 %o na
5"3Cppe. As plantas de eucalipto mantiveram uma alta taxa de absorcgéo de
CO; e, consequentemente, uma alta taxa fotossintética em concentragdes
de CO; muito acima (180,4 mmol L' — 7.934 ppmv) do encontrado na
atmosfera (8,64 mmol L' — 380 ppmv). O '*C fixado durante o dia foi

liberado em menor escala na respiracao noturna em comparagido com o
120
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ABSTRACT

MACHADO, Daniel Nolasco. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2009. Enrichment With, and Allocation of **C in Eucalypt
Plants. Adviser: Roberto Ferreira de Novais. Co-Advisers: Ivo Ribeiro
da Silva and Marcelo Ehlers Loureiro.

In the last decades the use of stable isotopes has gained
importance in several research areas, such as metabolites flow and
pathways, the effects of biotic and abiotic stresses on plants, and in
studies of soil organic matter (SOM). Studies on the alterations and
dynamics of SOM using variation in '>C natural abundance require
changes in the C isotopic composition, which not always is observed.
One alternative is to label plant materials with "*C, via '*CO,, so that the
C isotope ratio is different from that of native soil organic matter. Thus,
the objective of the current study was to investigate how homogeneous
was the labeling as well the allocation to different plant parts of applied
'3C. Labeling was carried out with three 4-month old eucalypt plants
grown in nutrient solution using a pulse technique. Plants were exposed
to an atmosphere enriched with '*CO, using 448 dm?.glass chambers,
under controlled temperature. The CO, concentration and the '3C/'?C
ratio were monitored through off-line gas samples analysis in an isotope
ratio mass spectrometer (IRMS) along the pulse-labeling period
(126 days, using three pulses per week). After the labeling period the
plants were separated in leaves (mature-source leaves and young-drain

leaves), branches, bark, stem, and roots, which were then analyzed in an



IRMS. The results were expressed in parts per mill (%o) relative to the
Pee-Dee Belemnite standard (3'°Cpps). The &'°Cpps found were:
828.07 %o for young leaves, 645.7 %0 for mature leaves, 672.5 for
branches, 691.9 for bark, 632.02 for stem, and 536.6 for roots. The '°C
allocation and enrichment pattern among plant parts was homogeneous
(statistically equal), although variations in 3"Cppg of 292 % between
plant parts were observed. The eucalypt plants maintained a high CO;
absorption, thus photosynthetic rates, even under high CO,
concentrations (180.4 mmol L' — 7.934 ppmv) that are well above the
normal atmospheric CO, concentration (8.64 mmol L' — 380 ppmv). The
recently fixed 3C was proportionally less respired at night in comparison
to the "?C.



INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de is6topos estaveis em varias
areas de pesquisa vem se destacando, como na analise de fluxos e
rotas metabdlicas (Ratcliffe & Shachar-Hil, 2006), analise de efeitos de
estresses em plantas e em grande escala no estudo da matéria organica
do solo (MOS) (Fernandes et al., 2007).

O estudo da MOS pode ser facilitado com a utilizacdo desses
isdtopos estaveis como tracadores. Neste contexto, os isétopos '°C e
"N tém expressiva contribuicdo, ndo somente por serem estaveis, mas
porque sao isétopos de dois nutrientes que possuem ciclo complexo,
especialmente no sistema solo-planta (Alves et al., 2005).

Existem dois is6topos do C estaveis na natureza: o '°C que
apresenta a maior proporgédo em relagdo ao total de C (98,89 %) e o '°C
com apenas 1,11 % do total (Farquhar et al., 1989).

As analises da composicao isotopica de C sao feitas medindo-se a
relacdo de '*C/'>C das amostras em relagdo a um padrdo internacional
PDB (Pee Dee Belemnite), o qual tem uma relacdo molar de *C/'?C (R)
de 0,01124. O resultado & expresso em termos da diferengca de
composicao isotdpica (613CPDB) em relagdo ao PDB, gerando usualmente
um valor negativo, pois a relagdo molar '*C/'2C das plantas, por
exemplo, é inferior a do PDB. Como os valores de & (delta) sdo muito

pequenos, estes sao expressos em partes por mil (%0) (O’Leary, 1981).



Na atmosfera, os valores de 3'°Cpps do CO; situam-se em torno
de -7 %o, e nas plantas de -11 a -35 %.. Grande parte da variagao
isotopica natural nas plantas resulta da discriminacao isotdopica durante
a fotossintese. As plantas podem ser divididas em trés grupos
fotossintéticos principais, cada um com seu padrdao de discriminagcao
isotopica especifico: Cs, C4 e CAM. A 3"*Cppg desses diferentes grupos
fotossintéticos sao, em geral, resultado de: (1) propriedades bioquimicas
das enzimas na fixagao primaria de CO;; e (2) limitagcdes da difusdo do
CO; dentro das folhas (Farquhar et al., 1989).

As maiores diferencas na composicao isotopica de C nas plantas
sdo observadas entre espécies que tém ciclo de carboxilacdo Cs,
seguido das plantas C4. As plantas Cj3; fixam o CO; atmosférico por meio
da enzima Rubisco e as C4 tém como primeiro sitio de carboxilacado a
enzima PEP carboxilase. A PEP carboxilase apresenta alta afinidade
(baixo Ky) pelo CO, (Magalhdes, 1985). Como a Rubisco apresenta uma
menor afinidade pelo CO,, esta enzima discrimina em maior grau o
isdtopo pesado de C, o "*C, em relagédo ao isétopo leve, o '>C, muito
mais do que a PEP e, assim, as plantas Cs; acumulam menos '°C,
apresentando composicao isotdpica (6PDB13C) em torno de -20 a -34 %o,
enquanto que para as C4, estes valores variam de -9 a -17 %o (Smith &
Epstein, 1971).

Desse modo, o uso da abundancia natural do "*C para identificar a
origem do C do solo pressupde que sua MO reflita o material vegetal do
qual derivou (Balesdent et al., 1987). Estudos de alteragdes e dinamica
da MOS usando a variagdo da abundancia natural do '*C requer
mudanc¢as na razao isotopica do C. Isso ocorre, por exemplo, quando
uma espécie dominante do tipo C3; € substituida por outra(s) do tipo Cg,
ou vice-versa. Esta substituicdo tem sido util, por exemplo, para estudar
a dindmica da MOS apd6s a substituicdo da Floresta Amazébnica,
dominada por espécies Cs3, por pastagens com gramineas, dominadas
por espécies C4 (Cerri, 1986; Andreux et al., 1990; Cerri et al., 1990;
Choné et al., 1991; Bernoux et al., 1999; Fernandes et al. 2007) ou em
areas de pastagens do tipo C4 em que se implantaram povoamentos de

eucalipto (espécie C3s) (Balieiro et al., 2008; Lima et al., 2008).



No entanto, em solos cuja MOS é constituida por compostos
majoritariamente derivados de espécies C3, como em areas onde
naturalmente ndo ocorrem espécies do tipo C4, Ou em areas onde o
cultivo do eucalipto, ou outra espécie C3, ja € de longa data, o uso da
variagdo na abundancia natural do '®C para estudar a MOS é muito
dificultado. Uma das alternativas nesses casos € enriquecer o material
vegetal (planta) com '3C, via fixacdo de '>CO2, de modo que a razdo
isotépica seja distinta daquela da MOS original.

A marcacdo de plantas por meio da exposi¢do ao '°CO, passou a
ser utilizada na década de 80, pois era dificil obter uma autorizagcao para
uso de 'C, ambientalmente perigoso (Alves et al., 2008). Palta & Fillery
(1999) propuseram um sistema portatil que permite a marcagao de
plantas com '*C in situ. O sistema era composto de uma camara de
plastico transparente, onde se adicionava acido lactico em um recipiente
contendo NaH'*CO3 (99 % '*C) e a concentragdo de CO, na camara era
monitorada com um analisador de gas com detector de infravermelho
(IRGA). Apés o periodo de marcagao verificou-se um enriquecimento
bastante homogéneo de 5 % de '*C entre ramos e raizes. Estudos das
transformacdes da palhada de arroz no solo apdés ser submetida a
manejos distintos foram feitos com material duplamente marcado com
3C e N, sendo que o residuo enriquecido que foi adicionado ao solo
apresentava uma Sppg'°C de 543 %o (Bird et al., 2002, 2003).

Nao foram encontrados dados em relagcdo a marcacao de plantas
de eucalipto com *C a campo, talvez pela maior dificuldade de controle
do processo e homogeneidade de marcagdao em plantas lenhosas
adultas.

Para estudos das transformacdes e estabilizagdo do C derivado de
residuos vegetais no solo, podera ser interessante que os componentes
e, ou, compostos da planta possuam razao isotopica semelhante de
forma que nao haja sub- ou superestimacdo dos componentes nas
fracdes da MOS. No entanto, tal pressuposto nem sempre € possivel
visto que naturalmente ja ocorre discriminagado isotépica do C nas
plantas. Bromand et al. (2001) estudando a particdo diferencial de *C

em diferentes componentes das plantas como grdo, casca, caule e



raizes, cultivaram plantas de trigo (Triticum aestivum) expondo-as a uma
atmosfera enriquecida com ">CO,. Eles observaram uma taxa similar de
enriquecimento nas diferentes partes da planta: grédo = 3,41, casca = 3,41,
caule = 3,65 e raiz = 3,50 % de atomos de '*C. Como a abundancia de *C
manteve-se homogénea nas diferentes partes da planta, os autores
concluiram que a marcacdo da biomassa vegetal com '*C pode ser
importante em estudos de dindmica e monitoramento do C no solo.
Como exemplo, Stewart et al. (2009) utilizaram residuos de plantas de
trigo enriquecidas com ">C (dpps'°C = 738,63 %o) para avaliar a capacidade
e 0 mecanismo de estabilizacdo da MOS de sete tipos de solo, durante
2,5 anos de incubacéo.

Em estudo realizado por Whelan et al. (1970), com plantas
herbaceas C; e Ca4, foi verificado que residuos vegetais com maiores
teores de acgucares, proteinas, acidos organicos e aminoacidos
apresentaram valores similares de '°C em relacdo ao material total da
planta, sendo esses compostos de mais facil decomposicdo. Em
contrapartida, residuos com maiores teores de lipideos e carotendides,
de decomposicdo mais lenta, apresentaram menores valores de '>C em
relacdo a planta toda. Celulose e hemicelulose compdem de 57 a 77 %
do tecido de plantas herbaceas, e sao tipicamente enriquecidas de
1-2 % com '°C em relagdo ao material total da planta. Residuos de
plantas lenhosas, com maiores teores de lignina, sdo mais
empobrecidos em *C e de dificil decomposicdo em relagédo a celulose
(Benner et al.,, 1987). Como os compostos organicos vegetais, que
compdéem as unidades estruturais dos tecidos, como as proteinas,
celulose, hemicelulose, amido, pectina, lignina e lipidios, sé&o
importantes na formagcdo da MOS (Kdgel-Knabner, 2002; Guerra et al.,
2008), residuos de plantas de composigao variavel, enriquecidas com
3C, podem apresentar diferengas na decomposicdo, com diferente
contribuicdo na 8'*Cppg da MOS em relacdo ao material adicionado.

Em cultivos de ciclo mais longo, como é o caso florestal, a MOS
parece estar estreitamente relacionada com a sustentabilidade da
producao a longo prazo (Mendham et al., 2004). A cultura do eucalipto

pode proporcionar aumentos nos teores da MOS ao longo dos anos de



cultivo (Pegoraro, 2007; Vital, 2007; Faria et al., 2008; Lima et al.,
2008). Diversos estudos tém sido realizados com relagdo ao melhor
manejo dos residuos da cultura como folhas, galhos, casca, para se
obter um maior acumulo de MOS. Essas partes das plantas sao
constituidas de diferentes proporgcdbes de lignina, celulose e
hemicelulose, que s&o importantes componentes formadores da MOS
(Guerra et al., 2008). Por serem os derivados da lignina mais pobres em
C (Benner et al., 1987) e, ela e seus derivados contribuirem
substancialmente para a formagdo da MOS (Stevenson, 1994; Simpson
et al., 2003; Kelleher et al., 2006), torna-se necessario um alto nivel
(intensidade) de marcagao com 3C em plantas lenhosas, em particular,
para possibilitar o estudo da dindmica da formacdo e degradacgdo da
MOS derivada de seus residuos. Poucos estudos sdo disponiveis sobre
0 método necessario para obter este alto nivel de marcagao e,
particularmente, no caso do eucalipto, ndo foram encontrados estudos
com tal propédsito. A determinagdo e o melhor entendimento do
enriquecimento e alocacdo de '*C nessas partes das plantas podem
auxiliar no estudo da dinamica desses compostos das plantas no solo.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o enriquecimento
e a homogeneidade da alocagédo de 3C em diferentes partes da planta

de eucalipto (folha, galho, casca, lenho e raiz).



MATERIAL E METODOS

Cultivo de plantas

Foram utilizadas trés plantas clonais de eucalipto (hibrido de Eucalyptus
grandis x E. urophylla), com 90 dias de idade, cultivadas em tubetes. Essas
plantas foram transferidas para vasos de 10 L onde foram cultivadas em
solugao nutritiva de Clark (1975), com sistema de aeragao constante e
pH mantido a 5,5, em casa de vegetagdo. Apés um periodo de 30 dias

nessa solugao, o processo de marcagao das plantas com 13C foi iniciado.

Marcacdo com *3C

No processo de marcacao foi utilizada uma camara de vidro de
448 dm®. Esta continha uma bomba de aeracdo para a solugéo nutritiva,
uma placa de Petri para adicionar o H,SO4 e o Na,'*COs, um pequeno
ventilador para homogeneizagcé&o do CO2, um termémetro e dois tubos de
vidro com septo de borracha na lateral da camara, um para a adicao do
acido e do carbonato, e outro para a coleta de amostras de ar da
camara. Acima da camara, havia uma haste com uma lampada halégena
de 1.000 W, que fornecia uma irradiancia de 340 umol fétons cm™, sendo
que, entre a ldampada e a camara, era mantida uma |lamina de agua de
oito cm para restringir o aquecimento dentro da camara proveniente da

lampada, permitindo manter uma temperatura em torno de 24 °C.



No primeiro dia das plantas na camara (120 dias do inicio do
experimento), iniciou-se o processo de marcagao com 3C, as 13:00 h do
dia, sendo isto realizado com uma frequéncia de trés vezes por semana
(segunda, quarta e sexta-feira). Nesse momento foi coletada uma
amostra de 10 mL de ar da camara, utilizando-se uma seringa
cromatografica, com o objetivo de monitorar a concentragado de CO; e a
variagdo na composigdo isotdpica (6130) do ar da camara.
Posteriormente, a lampada foi ligada, iniciando-se a absor¢cédo do CO; da
camara pelas plantas. Foi deixado ocorrer a absor¢do de CO, por um
tempo de 30 a 60 min, antes de se iniciar os pulsos de '*CO,, com o
objetivo de abaixar a concentragcdo de CO, inicial da camara de
aproximadamente 13,64 (600) a 17,73 mmol L™ (780 ppmv) para
11,37 mmol L' (500 ppmv). A alta concentracdo de CO, inicial era
devida a baixa ventilacdo do ambiente. Apds esse tempo de absorcao de
CO,, foi coletada outra amostra de ar da camara e foi dado o primeiro
pulso de '*CO,, injetando-se uma solucdo de Na,'*CO; 0,18 mol L™,
contendo 99 % de '*C (Isotec Inc. Miamisburg, Ohio), com seringa
cromatografica de 10 mL através do septo lateral, em um frasco com
50 mL de H,SO, 3,8 molL™'. O CO, evoluido foi homogeneizado na
camara selada por meio de um pequeno ventilador. Trés minutos apds o
pulso foi coletada outra amostra de ar da camara. Outros quatro pulsos
de ®*CO, foram efetuados com uma hora de intervalo, sendo que antes e
apo6s cada pulso foram coletadas amostras de ar da camara. Uma hora
apo6s o 5° pulso, aproximadamente as 19:00 h do dia, a ldampada foi
desligada, iniciando o periodo escuro. Doze horas apéds iniciado o
periodo escuro, aproximadamente as 7:00 h do dia seguinte, foi coletada
outra amostra de ar da camara e a lampada foi ligada novamente,
deixando-se ocorrer a absorcdao de CO,, acumulado na camara como
consequéncia da respiracdao das plantas no periodo escuro, por um
tempo necessario para que aproximadamente 80 % deste CO, fosse
absorvido. Este tempo variou de 6 a 10 h, ao longo dos 126 dias. Com
isso, parte do '3C liberado na respiracdo noturna foi refixado. Apds esse
tempo, aproximadamente as 15:00 h do dia, as plantas eram retiradas

da camara de marcagdo e levadas para a casa de vegetacao,



permanecendo nesta até as 13:00 h do dia seguinte, quando eram
trazidas de volta a camara e reiniciada a marcacgao. Esse ciclo se repetiu
trés vezes por semana durante 126 dias (18 semanas).

As amostras de ar da camara coletadas ao longo dos dias foram
analisadas em espectrometro de massa de razao isotopica (IRMS) de
fluxo continuo (20-20 ANCA-GSL, Sercon, Crewe, UK), com
sensibilidade analitica de 0,3 %o, determinando a variagdo na
concentracdo de CO, e a composicdo isotépica (5'°Cppg) do CO, da
camara. Para essas amostras de ar, foi utilizado como referéncia o CO,
atmosférico (8,64 mmol L' = 380 ppmv), determinado em amostras de
10 mL de ar do ambiente externo ao laboratério, sempre as 8:00 h da
manha, no inicio de cada semana.

A 8'3C foi calculada em com base na equacao:
5"°Cpos( %0) = [(R amostra — R po8) / R pps] x 1.000

Em que R amostra € @ relacdo molar '*°C/'?C da amostra analisada e

Reoe a relagdo molar *C/'C do padrdo Pee Dee Belemnite.

Coleta e preparo de amostras de folhas para determinacéo da razao

isotOpica

No decorrer do processo de marcagao (1°, 14°, 212, 42°, 63°, 91°,
98° e 126° dias), foram coletadas amostras de folhas-fonte (folhas
maduras, completamente expandidas) e folhas-dreno (folhas jovens que
apresentavam até 20 % da area de uma folha-fonte completamente
desenvolvida e apresentando coloragdo verde escura) das plantas, para
monitoramento da dinamica do enriquecimento e posterior avaliacdo da
eficiéncia do mesmo. As folhas foram moidas e o material resultante foi
passado em peneira de 0,250 mm (60 mesh) de malha, de modo a
facilitar a pesagem de 1 mg de cada amostra, para analise no IRMS,

obtendo a 8"*Cppg das mesmas.



Coleta e preparo das amostras de partes das plantas para determinacao

da razédo isotdpica

Apds o término do periodo de marcagdo (126° dia), as plantas
foram novamente divididas em folhas-fonte e folhas-dreno e também em
caule, galhos, casca e raizes, sendo as amostras liofilizadas e passadas
em moinho do tipo Willey.

O residuo moido das partes das plantas foi macerado novamente
para passar em peneira de 0,250 mm (60 mesh) de malha, pesando-se 1
mg de cada amostra (folha-fonte, folha-dreno, galho, casca, lenho e raiz)

para determinagéo da 8"*Cppg por IRMS.

Andlise estatistica

O experimento foi constituido de trés plantas dispostas na camara
de marcacdo, cada uma representando uma repeticdo. Os dados de
enriquecimento de >C em cada parte da planta foram submetidos a
analise de variancia, comparando-se as medias por meio de teste de

Tukey a 5 %, utilizando o software SAEG.



RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio do processo de marcagado, considerando-se os dois
primeiros dias da terceira semana como exemplo (pois séo
representativos de todo o processo), observou-se que havia na camara,
aproximadamente, 17,6 mmol L' de CO.,. Depois de uma hora na
presenca de luz, e a consequente absorcdo de CO:2 pelas plantas, a
concentragdo abaixou para 12,3 mmol L' (uma absorcéo de 5,3 mmol L ™).
Neste ponto, foi efetuado o primeiro pulso com uma solucao de
Na,'>CO; na camara, elevando para 14,1 mmol L' a concentracdo de
CO,. Dai em diante a cada 1 h era efetuado um pulso, sendo que antes
e depois do mesmo foram coletadas amostras de ar para posterior
analise. Ao longo do tempo de marcagao foi observada uma absorgao
média de 3,8 mmol L' h"' de CO, pelas plantas, com um incremento
médio de 1,7 mmol L™ por pulso.

Ao fim de 6 h (cinco pulsos) de marcagdo, a l|lampada foi
desligada, quando na camara havia 4,9 mmol L' de CO,. Apdés 12 h a
lampada foi novamente ligada, sendo que, nesse momento, a
concentragdo de CO, na camara subiu para 180,4 mmol L' (7934 ppmv),

resultante da elevada taxa respiratéria noturna.
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Figura 1. Concentragdes de CO, (ppmv) na camara ao longo do tempo de
marcagao. As setas pretas mostram a hora do dia ao longo do
processo de marcacao. Os pequenos picos sucessivos mostram o
momento da adigédo do carbonato de sodio com 99 % de *C. Em
detalhe, a modificacdo na escala para mostrar as diferencas de
concentragdo de CO;, antes e apds cada pulso nas primeiras 6 h
de marcacéao do dia.

Um resultado interessante foi o fato de as plantas absorverem CO,
mesmo com este em alta concentragdo na camara (180,4 mmol L™").
Quando a lampada foi ligada no dia posterior ao pulso de Na,'*COs, as
plantas absorveram CO, a uma taxa de 13,9 mmol L' h™!, valor esse, 3,6
vezes maior do que o observado durante o processo de marcagao que
foi de 3,8 mmol L™ h”", quando a camara apresentava uma concentragéo
de CO, de aproximadamente 12,5 mmol L™'. Estes resultados indicam
que mesmo sendo a concentracao de CO, aumentada cerca de 20 vezes
em comparagao a concentracao atmosférica, pode nao ter havido um
fechamento estomatico completo, de forma que o gradiente difusivo foi
suficiente para suportar altas taxas fotossintéticas mesmo na presenca
de uma provavel grande redugdo na abertura estomatica, permitindo,
ainda, um aumento expressivo da concentracdo de CO;, nos espacos

intercelulares e no interior das células-guarda, como observado por

11



outros autores (Herrick et al., 2004; Larcher, 2004). A abertura estomatica
€ comandada pela pressao de turgor das células-guarda, que é
determinada pelas concentragdes de ions e solutos orgéanicos. Para
ocorrer o fechamento estomatico, o potencial de membrana da célula-
guarda tem que ser despolarizado, ou seja, ficar menos negativo
(Assmann, 1999). Estudos eletrofisiologicos mostraram que elevada
concentracdo de CO, aumenta a atividade dos canais de efluxo de K",
diminui a atividade dos canais de influxo de K*, aumenta a atividade dos
canais anidnicos, estimulando a liberagdo de CI" das células guardas e
aumento da concentragcao de Ca?". (Webb et al., 1996; Brearley et al.,
1997; Hanstein & Felle, 2002; Raschke et al., 2003). Essas mudancgas
coletivamente despolarizam o potencial de membrana das células-guarda e
causam a reducgao da abertura estomatica (Assmann, 1993). Herrick et al.
(2004) observaram reducao de 28 % na condutancia estomatica de plantas
de Liquidambar styraciflua submetidas a uma atmosfera de 13 mmol L' de
CO,, embora a limitacdo estomatal decrescesse com o aumento da
concentracdo de CO,. Esse resultado mostra que o aumento na taxa
fotossintética com a elevada concentragcdo de CO,, mais que compensou
a limitagao difusional imposta pela redugdo da condutancia estomatica
em alta concentracdo de CO; (Tissue et al., 1995).

A composicao isotopica do CO, dentro camara de marcacgao teve
expressiva mudanca ao longo do tempo, sempre aumentado apds o
pulso de Na,'CO; durante o periodo iluminado, mas diminuindo
substancialmente durante a noite. Isso deve ter ocorrido como resultado
das reacdes de descaboxilagdo da respiragdo, indicando que foi
respirado muito mais '>C do que '*C pelas plantas (Gillon et al., 1999)
(Figura 2).
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Figura 2. Evolugdo da composicdo isotdpica do CO, (5'°Cppg) na camara
ao longo do tempo de marcagéo. As setas pretas mostram a hora
do dia ao longo do processo de marcagao.

A maior respiracdo de '°C durante a noite pelas plantas pode ser
devido ao fato de que boa parte dos substratos utilizados na respiragao
ndo seja os compostos formados e acumulados nas ultimas horas,
anteriores ao periodo noturno, quando ocorreu a marcagdo, mas do dia
anterior, quando as plantas ndo tinham sido submetidas a presenca do
13C. Se substratos respiratérios marcados tivessem sido utilizados em
propor¢cdes semelhantes aos n&o marcados, mesmo considerando a
discriminagao enzimatica, nao haveria uma reducao tao pronunciada na
concentracado do isétopo mais pesado (13C). Esse resultado corrobora
com o encontrado por Nogués et al. (2004), que observaram em folhas
de feijdo marcadas com '*C e 'C, que amido e sacarose formados no
dia anterior explicavam menos de 50 % do C perdido na forma de CO,
na respiragdo noturna. Segundo revisao de Badeck et al. (2005), varios
autores relataram que geralmente durante a respiragdo noturna o CO;
liberado é enriquecido com '*C comparativamente com os produtos

formados na fotossintese. Isso reforca ainda mais a presenca dos
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efeitos do fracionamento entre *C e '>C normalmente observados
durante a respiragdo noturna (Ghashghaie et al., 2003; Klumpp et al.,
2005) e, como no presente trabalho, a magnitude de liberacédo de 3C0o,
durante a respiragdo foi menor que a liberagdo de '>CO,, pode-se inferir
gque a maior parte dos compostos prontamente formados durante a
marcacao, apoés 14:00 h, ndo foram utilizados como substratos na
respiragdo noturna. Ainda segundo Badeck et al. (2005), a respiragéao
noturna e, consequentemente, a formagado de compostos na planta mais
enriquecidos em 'C vai depender de varios fatores como: (a) se o
fracionamento entre os isétopos ocorre na respiracdao e atomos de C
mais pesados sao respirados preferencialmente, (b) se ocorre
exportacdo diferencial de compostos pesados isotopicamente para
outros 6rgaos ou (c) se as reagdes de carboxilagdo adicionam C para
uma parte da planta com uma composicao isotdpica diferente da
composicao dos substratos respirados. Segundo Ghashghaie et al.
(2003), o fracionamento isotopico na respiragdo noturna é de grande
complexidade e influenciado, além dos fatores citados por Badeck et al.
(2005), pela idade da planta, estadio de desenvolvimento, estagcdo do
ano, estresses ambientais, fotorrespiracdo, todos eles podendo
modificar a composigao isotopica de compostos da planta.

Com 14 dias de marcagao observou-se enriquecimento significativo
das folhas-fonte e -dreno das plantas, sendo que a composicao isotopica
(5"Cppg) passou de -29,04 %o no tempo zero, para 135 %o nas folhas-
fonte e 532 %o nas folhas-dreno. Apds 42 dias de marcacao, as folhas-
fonte e -dreno apresentavam valores de 5'°Cpps de 599 e 1.887,
respectivamente (Figura 3). A maior 8'3Cppg nas folhas-dreno pode
indicar uma translocacdo momentanea de acgucares prontamente
formados em maior nivel das folhas-fonte para as folhas-dreno e, ou,
também devido a maior atividade metabdlica das folhas-dreno, tendo
maior demanda em fotoassimilados, como ja observado em outros
trabalhos (Tcherkez et al., 2003; Kristiansen et al., 2004). Com 42 dias
de marcacgao, tanto as folhas-fonte como folhas-dreno apresentaram o
maior nivel de enriquecimento, sendo que apds esse periodo as plantas

comegaram a apresentar sintomas de estresse abidtico (Levitt, 1980),
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tais como escurecimento das raizes, epinastia dos ramos, murcha de
folhas, aparecimento de estruturas parecidas com lenticelas na regiao
proxima da insergao do peciolo ao galho, e crescimento desordenado de
células na nervura principal, na parte abaxial das folhas. Com isso, o
processo de marcacao foi suspenso por 42 dias, periodo em que as
plantas foram levadas para a casa de vegetagdo até a completa
recuperacdo. No 84° dia, quando o processo de marcacgao foi reiniciado,
as folhas-fonte e -dreno apresentavam valores de 5"*Cppg de 234 e -17 %o,
respectivamente. Esses valores indicam que houve a formacao de novas
estruturas foliares com mais 120, sendo que as reservas formadas com
3C anteriormente, também foram utilizadas, ainda mantendo-se um
nivel acima do normal desse is6topo durante o periodo de recuperacao
das plantas. No 91°dia, as folhas-fonte apresentaram valores de
5"Cpps menores (233 %o), provavelmente devido ao fato de as folhas
terem sido coletadas aleatoriamente nos ramos, podendo ter sido
amostradas folhas que foram formadas na casa de vegetacédo durante o
periodo de recuperagido das plantas. Como ndao houve enriquecimento
nesse periodo, as estruturas foliares formadas apresentaram um menor
valor de 8"Cppg. Ao final do processo de marcacdo, no 126° dia, a
5"3Cpps de folhas-fonte e -dreno era de 304 e 651 %o, respectivamente.
Esses valores mostram que as plantas ndo conseguiram manter o
mesmo nivel de enriquecimento atingido até 42° dia, podendo ser devido
aos problemas surgidos no decorrer do processo, como também devido
ao mais avang¢ado estadio de desenvolvimento das plantas, aliado a
formacao de novas estruturas e modificagbes na composi¢cdo bioquimica
das plantas (Raymond, 2000; Silva et al., 2005). E importante salientar
que, para uma boa marcagdo, que ira garantir residuo vegetal
enriquecido com '3C, tanto compostos mais labeis quanto estruturais e,
consequentemente, mais recalcitrantes devem ser marcados na planta
(Stevenson, 1994; Van Vuuren et al., 2000).
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Figura 3. Médias de composicdo isotépica de ">C de folhas-fonte e -dreno
ao longo do processo de marcagao. As setas pretas indicam
quando foi interrompido e reiniciado o processo de marcacgéo.

Os resultados de enriquecimento das plantas com '>C mostram
que nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as partes da
planta (Quadro 1). Todavia, em trabalhos como os de Gleixner et al.
(1993); Terwilliger & Huang (1996); Scartazza et al. (1998); Badeck et al.
(2005); variagdes de 2 %o na d'°Cpps entre compostos e drgdos de
plantas s&o consideradas como diferengas significativas. Desse modo,
diferencas como as encontradas no presente trabalho de até 291 %o
entre partes de plantas, mesmo nao sendo significativas, dado o
coeficiente de variagcao de 17 %, devem ser avaliadas com cautela.

A diferenca numérica encontrada no enriquecimento entre as
raizes e outras partes da planta de eucalipto (Quadro 1) de certo modo
corroboram com os resultados encontrados por Bird et al. (2003), que
observaram que raizes de arroz tiveram menor enriquecimento (443 %o)
comparado com a parte aérea (777 %.). Essa diferenca pode ser devido
ao fracionamento isotépico entre '*C e '’C que ocorre durante a
respiragao noturna (Ghashghaie et al., 2003; Badeck et al., 2005) e
também devido fracionamento natural que ocorre nas rotas metabdlicas,
onde, dependendo da posi¢do em que o '°C se encontra nos compostos,

pode ou nédo ser perdido na forma de CO; (Gillon et al.,, 1999). A
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tendéncia para o menor enriquecimento e alocacdo de *C no lenho,
folhas-fonte, galho e casca, pode ser devido, indiretamente, ao maior
crescimento dessas partes quando do estresse abidtico ocorrido, pois no
42° dia as plantas foram levadas para a casa de vegetagdo onde, depois
de 42 dias de recuperagdo (84°dia), apresentaram expressivo
crescimento. Nesse periodo as plantas ndo foram submetidas ao
processo de marcagcao e, consequentemente, as novas estruturas
formadas ndo apresentavam a mesma 0'°Cpps de quando estavam
sendo marcadas. O maior enriquecimento numérico das folhas-dreno
deve estar relacionado ao fato de que, no 126° dia de marcagdo, as
folhas foram coletadas 4 h apds os pulsos de 'C. Dessa forma, os
fotoassimilados que foram formados com mais '*C pouco tempo antes da
coleta das folhas-fonte, podem ter sido translocados para as folhas
dreno (Kozlowski & Pallardy, 1997; Taiz & Zeiger, 2004), conferindo um

maior teor deste is6topo nestas folhas.

Quadro 1. Composicao isotdpica (613CPDB) das partes das plantas de
eucalipto enriquecidas com "3C

Parte da planta 5" Crps
%00
Folha-dreno 828,1 a
Casca 691,7 a
Galho 672,5 a
Folha-fonte 645,7 a
Lenho 636,0 a
Raiz 536,6 a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5 %.
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Estudos em relagdo a periodos curtos de marcagdo devem ser
realizados com o objetivo de se avaliar a magnitude da alocagao e
aumento da 8"*Cppg apos poucas horas de marcagéo, nas folhas e nos
compostos bioquimicos, podendo-se estabelecer diferengas no fluxo
metabdlico entre folhas-fonte e -dreno. E também necessaria a avaliacéo
de periodos mais longos de marcagédo para observagdo do tempo de
incorporacdo de '>C em 6rgaos e compostos estruturais da planta como
um todo, auxiliando numa maior seguranga em relagdo a técnica de
marcacdo para obtencdo de residuos enriquecidos com '3C, para
estudos diversos como da MOS.

As plantas ndo marcadas nao apresentaram diferencas na
composicdo isotopica entre suas partes, com valores bem proximos
(Quadro 2).

Quadro 2. Composigdo isotépica (53'°Cppg) das partes das plantas de
eucalipto ndo-marcadas

Parte da planta 5"*Crps
%00

Folha -31,4 a

Raiz -32,2 a

Lenho -32,8 a

Galho -33,3 a

Casca -33,3 a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey a 5 %.
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A 5"Cpps nas partes das plantas enriquecidas com '*C foi em
media de 668 % em 126 dias de marcacao. Stewart et al. (2009)
conseguiram uma 8'"Cppg de 738 % em residuo de trigo, n&o
mencionando o tempo de marcacdo. Mas essa composicao isotopica foi
medida de uma solugdo resultante de extracdo em agua quente, que
pode ter predominancia de compostos como acgucares e acidos
orgénicos de baixo peso molecular que, quando adicionados ao solo, por
exemplo, seriam mais labeis e de mais facil degradagdo no solo
(Stevenson, 1994; Santos et al., 2008). Portanto, resultados como esse
devem ser analisados com cautela, pois a maior proporgdo de '°C
alocada nesses compostos pode ser consumida rapidamente pela
microbiota do solo (Moreira & Siqueira, 2008), diminuindo a marcacao da
MOS.

Um alto nivel de marcagdo de residuos de plantas, como o
encontrado no presente trabalho, é desejavel, para distinguir o residuo
adicionado do material presente no solo (Balesdent et al., 1987). Desse
modo, o fracionamento isotépico e, ou, perda de '*C na decomposicdo
dos residuos, tenderiam a ser, proporcionalmente, menos expressivos,
pois, os compostos bioquimicos formados durante o processo de
marcacao apresentariam esqueletos carbdnicos com maior proporcao de
3C, alterando de maneira menos significativa a composicao isotopica da
MOS, mantendo sua marcacgao.

Com o objetivo de obter maior eficiéncia no enriquecimento de '°C
nas plantas, estudos devem ser realizados efetuando-se o processo de
marcacao na parte da manha, nas primeiras horas do dia, quando a taxa
fotossintética € maior (Larcher, 2004), havendo uma maior possibilidade
de que o *C prontamente fixado seja translocado para outras partes da
planta e incorporado na biomassa vegetal, tornando menos expressivo
os efeitos da quantidade de "C liberado durante a respiragdo noturna na
forma de "*COs..

O sistema portatil de enriquecimento de plantas utilizado por Palta
& Fillery (1999) e Bird et al. (2003) apresenta o inconveniente de
necessitar de um IRGA para monitorar a concentracao de CO, durante

todo o processo e um sistema de fluxo para injecdo e homogeneizacgao
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do CO,. O sistema utilizado no presente trabalho utiliza uma camara
simples de vidro, com um pequeno ventilador para homogeneizagao do
CO,, sendo este monitorado pelo préprio espectrémetro de massas que
€ utilizado para analise do material vegetal.

O processo de marcacao de plantas utilizado neste trabalho
levantou alguns pontos interessantes, sendo que o primeiro seria a
maior tolerancia das plantas de eucalipto em manter uma alta taxa de
absorcdo de CO, e, consequentemente, uma alta taxa fotossintética a
concentragdes de CO, muito acima (180,4 mmol L' — 7.934 ppmv) do
encontrado na atmosfera (8,64 mmol L' — 380 ppmv). Sendo que em
trabalho de revisdo, Long et al. (2004) observaram em folhas de plantas
Cs;, diminuicdo da capacidade carboxilativa da fotossintese em
concentragées de CO, em torno de 159 mmolL™" (700 ppmv),
decrescendo a atividade fotossintética por uma possivel diminuicdo na
expressdo de genes relacionados ao processo fotossintético. O segundo
ponto seria os resultados encontrados em relacao a respiragdo noturna
das plantas de eucalipto, mostrando que os compostos prontamente
formados durante o dia na fotossintese, podem nao ser a maior parte

dos substratos utilizados durante a noite.
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CONCLUSOES

= O padrdo de alocacdo e enriquecimento de *C entre as partes
das plantas de eucalipto foi homogéneo, embora com

diferencas numéricas da ordem de 291 %o na d'>Cppg.

» As plantas de eucalipto mantiveram uma alta taxa de absorg¢ao
de CO, e, consequentemente, uma alta taxa fotossintética em
concentragdes de CO, muito acima (180,4 mmolL" -
7.934 ppmv) do encontrado na atmosfera (8,64 mmol Lt -

380 ppmv).

= O 3C fixado durante o dia foi liberado em menor escala na

respiracdo noturna em comparagdo com o '°C
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

