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Influéncia do magnésio, boro e manganés na absor¢ao de zinco por

raizes destacadas de duas cultivares de arroz!

Magnesium, boron, and manganese in the zinc uptake by excised

roots of two rice cultivars

AdbonisMoreira?’; Axel Garciay Garcia®; RegesHeinrichs®; Euripedes Malavolta®

Resumo

Os efeitos do magnésio, boro e manganés na absorcéo de zinco foram estudados usando-se 0 método de
cinética de absor¢ao com Zn% por raizes destacadas das cultivares de arroz IAC 165 e IAC 201. O
delineamento experimental foi em blocos casualisados com quatro dosesde Zn (0,5; 1,0; 2,0 e 10,0 nmol
L) combinadas com duas dosesde Mg (0,1 €0,4 nmoal L *n1?), duasdeB (0,1 €0,4 mmol L) eduasdeMn
(0,2 e0,4 mmol L) com trésrepeticdes. Osresultadosindicam que as cultivaresdearroz IAC 165elAC
201, em diferentes concentracfes de Mg, B e Mn na soluc&o, apresentam comportamentos distintos na
absorcdo de Zn. O Mg inibiu aabsor¢éo nas duas cultivares e 0 aumento da concentracdo de B e Mn na
soluc&o induz maior absorcéo de Zn pelas raizes destacadas de arroz.

Palavras-chave: Cinéticade absor¢éo, Km, Vmax. Oriza sativa.

Abstract

Theeffect of Mg, Mn and B in uptake of Zn% was studied by using excised roots from the cultivars|IAC 165
and |AC 201. The experimental design wasarandomized block schemewith threereplicates. Tworatesof Mg
(0.1 and 0.4 mmoal L %) two rates of B (0.1 and 0.4 mmol L) and two rates of Mn (0.1 and 0.4 mmol L) were
assessed in the presence of four zinc concentrations (0.5, 1.0, 2.0 and 10.0 mmoal L%). Theresults showed that
thericecultivarslAC 165 and IAC 201 in different Mg, B and Mn concentrationsin the solution have distinct
behavior in Zn uptake. The incresead magnesium rates inhibit the zinc uptake in two cultivars, whereas the
boron and manganese rates in the solution incresead Zn uptake by excised roots of rice.

Key words: Absorption kinetics, Km, Vmax, Oriza sativa.

Introdugio plantas. Essas interagdes podem também se referir
ahabilidade de um elemento em estimular ouinibir a
absorcéo de outros elementos. Essas reagfes sao
muito variaveis, podendo ocorrer dentro das
membranas no interior das células e também na
superficie das raizes das plantas (KABATA
PENDIAS; PENDIAS, 1984).

O balanco da composicdo mineral de qualquer
organismo vivo é condicdo basica para o seu
adequado crescimento e desenvolvimento. As
interagOes entre elementos sdo téo importantes
guanto adeficiénciae atoxicidade nafisiologiadas
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Hoagland e Broyer (1936) desenvolveram um
trabalho classico para estudo de absorcéo idnica
radicul ar, estabel ecendo técnicas fundamentais para
estudos com raizes destacadas. Essa metodologia
apresentou vantagem sobre a utilizag&o de plantas
inteiras por ndo apresentarem transporte do
nutriente para a parte aérea, ficando o mesmo
acumulado nas raizes.

A velocidade méaxima de absorcdo (Vmax) pode
ser definida como sendo a quantidade méxima do
elemento absorvida por unidade de massa seca na
unidade detempo. A curvaformadaentre avariagdo
da concentracdo do elemento e a velocidade de
absor¢do obedece a equacéo de Michaelise Menten
(EPSTEIN; 1972; MALAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1997). A varidvel Km é definidacomo
aconcentracao externado el emento que proporciona
a metade méxima de absor¢do do nutriente.

A cinética de Michaelis e Menten tem larga
aplicagdo no estudo de absorcédo iOnicapelasraizes.
A determinagdo das varidveis cinéticas de absor¢éo
ionica requer que o influxo do ion decresgca com o
aumento da sua concentragcéo na solugdo externa,
cujacurvarepresentaumahipérbol e equiil atera, numa
relacdo consi stente com a hip6tese de que aabsorgéo
sgja medida por um carregador, com comportamento
semelhante a0 de uma enzima, obedecendo assim, a
cinética proposta por esses autores (EPSTEIN, 1966).

O arroz é uma planta pouco exigente quanto as
condicdes de acidez, podendo receber calagem
diretamente ou valer-se do efeito residua de uma
cultura anterior. Mesmo assim, uma das possiveis
guantidades de corretivos da acidez; 0 magnésio
proveniente do cal cério dolomitico possui valéncia,
grau de hidratagdo erai 0 i6nico semel hantes ao zinco
(KABATA PENDIAS; PENDIAS, 1984), podendo
aabsor¢ao desse nutriente ser negativamente af etada
(MOREIRA et a., 2003).

Outro elemento presente em grande quantidade,
principalmente, em éreas de cerrado € o manganés
(LOPES, 1984). Esse elemento apresenta a mesma
afinidade que o0 zinco em se associar com amaioria

dos elementos em varios meios geoquimicos
(KABATA PENDIAS, PENDIAS, 1984). Com
relacdo ao boro, Blanco (1970) trabalhando com o
cafeeiro, mostrou que esse nutriente diminui a
absorcéo foliar do zinco quando s&o aplicados
simultaneamente, podendo o mesmo fenédmeno
ocorrer em outras culturas.

Sadana e Takkar (1983) observaram gue 0s ions
comportam-se de modo distinto no processo de
absorgéo de zinco por diferentes espécies de plantas.
Osmesmos autores, estudando o efeito do magnésio
na absorgdo e translocacdo de ®Zn em plantulas de
arroz, verificaram que o magnésio inibiu nédo
competitivamente a absor¢do de zinco.

Partindo desses fatos, 0 objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do magnésio, boro e manganésna
absorcdo de zinco por raizes destacadas em duas
cultivaresdearroz (IAC 165 elAC 201), em fungédo
da concentracdo externa dos nutrientes,
determinando as variaveis Vmax e Km da equagdo
de cinética de Michaelis e Menten, e a razdo de
acumulagdo média e porcentagem de acréscimo ou
reducéo na absorcao de zinco por raizes destacadas
de arroz.

Material e Métodos

Otrabalhofoi conduzido no laboratério e nacasa
de vegetacdo do centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA/USP), localizado no municipio
de Piracicaba, Estado de S&o Paulo.

As sementes de arroz das cultivares IAC 165 e
IAC 201 foram germinadas em vermiculita
umedecidas com CaS0O,.2H,0*10“ mol L. Uma
semana depois da germinacdo, as plantulas foram
transferidas para bandejas com 40 litros de solucéo
de Johnson et al. (1957), diluidaa 1/5, omitindo-se
apos duas semanas, conforme a bandeja, Zn e Mg,
Zn e B e Zn e Mn, sendo essas arejadas
constantemente e com pH gjustado diariamente para
5,840,2. Ap6strés semanas, as plantasforam colhidas,
e suas raizes cortadas no coleto e colocadas em
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frasco tipo “snap cap” com 100 mL de solugéo com
as seguintes combi nactes di spostos em delineamento
experimental em blocos casualisados. quatro dosesde
Zn[0,5(0,0325mg L), 1,0(0,065mgL™),2,0(0,130
mg L1) €10 (0,650 mg L) mmol L*) combinadas com
duasdeMg[0,1(2,4mgL*)e0,4(9,6 mgL™)mmol L-
! naformadeMgCl.*6H,0], duasdeB [0,1 (0,027 mg
L*) e0,4 (0,208 mg L) nmol L* naformadeH,BO,]
eduasdeMn[0,1(0,011 mgL?) e0,4 (0,044 mgL?)
mmol L™ na forma de MnSO,*7H,0], com trés
repeticdes. A solucdo deradiozincofoi obtidadiluindo-
s2 0,5 mCi de *ZnCl, livre de carregador em 500 mL
com agua destilada e desionizada, sendo que 1,0 mL
destasolucéo continha 1,0 nCi.

Com pipetador automético foi colocado 1,0 mL
da solucédo de radiozinco (**ZnCL,) em cada
recipiente, e iniciou-se a aeracdo que durou duas
horas. ApGs esse periodo, as raizes foram lavadas
com agua destilada e desionizada, agitando-as nos
frascos durante 1,0 minuto, procedimento repetido
trésvezes (NOGGLE; FRIED, 1960; MOREIRA et
al., 2003). Posteriormente, foram postas para secar
em estufa com circulagdo forgada até atingir peso
constante, e em seguida pesadas. Fez-se acontagem
daatividade do %Zn usando espectrof otdmetro gama
monocanal acoplado aum cristal cintilador solido de
Nal (STEFANUTTI, 1997).

Osvalores das contagens por minuto (cpm) foram
convertidos em micromoles por grama de matéria
seca por 60 minutos de absorgc&o. Foram
determinados osvaloresde Km e Vmax pelaequacéo
de Lineweaver e Burk (1934) apartir daequacéo de
Michaelis e Menten.

V:Vmax[M]
M]+Km D

sendo:

v = velocidade méxima de absorcao;
Vmax = velocidade méxima de absor¢ao;
[M] = concentraco i6nica externa;

Km = constante de Michaelis e Menten.

Tomando-se a reciproca dos dois membros da
equacdo (1), obtém-se a transformacédo de
Lineweaver e Burk (1934).

1_ 1 Km, 1
\

= + *
Vmax Vmax [M]

Fazendo-se a regressdo linear, considerando-se

1
X :M e yzl, obtém-se osvaloresde Vmax e Km:
\'

Vmale e Km:E
a a

Ap0s as transformagdes dos dados, foram feitas
asandlisesdevariancia, teste F, teste de comparagdo
de contraste de médias, utilizando o testede Tukey a
5% de probabilidade (GOMES, 1990).

Resultados e Discussao

Osvalores de Vmax e de Km estimados para as
cultivares IAC 165 e IAC 201 sdo mostrados na
Tabelal. Observa-se que osmenoresvaloresde Km
foram obtidos nos tratamentos com as maiores
concentragdes de B e Mn, independentemente da
cultivar. Tais resultados mostram que a maior
presencado boro e do manganés ha solugdo aumenta
a eficiéncia na absorgéo de Zn.

Os valores de Km e de Vmax estimados e a
concentragdo de zinco na matéria seca das raizes
destacadas (Tabela 1 e Figura 1) indicam que
cultivares de mesma origem genética, no caso IAC
(Instituto Agronémico de Campinas), podem
apresentar diferencas na cinética de absor¢éo com
0 aumento da concentracdo externa do elemento.
No caso desteestudo, Mg, B, MneZn. Tal inferéncia,
entretanto, necessita de comprovacao em
experimentos conduzidos em condic¢des de campo,
hajavista, que aagdo particular deum nutriente sobre
0 outro nos tecidos vegetais e no solo, geralmente
ocorre em uma determinada faixa de concentracéo,
onde diversosfatores podem estar envolvidos neste
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complexo nutricional interativo, como por exemplo:
espécievegetal, luminosidade, temperatura, aeracéo,
umidade do solo, etc. (LIMA FILHO, 1991).

Comparando as cultivares IAC 165 e IAC 201,

de magnésio, boro e manganés tendeu a ser
relativamente maior; observa-setambém, queo maior
valor de Km n&o refletiu num menor valor de V max
(Tabela 1). Estes resultados confirmam os de

Stefanutti (1997) e Moreira (1999), mostrando que
as variaveis Km e Vmax sao independentes no
processo de absor¢éo; o maior valor deumndoimplica
necessariamente em menor do outro.

nota-se que no tratamento testemunha (2,4 mg mL !
deMg, 0,027 mgmL*deB e0,011 mgmL*deMn),
a primeira cultivar apresentou maior valor de Km.
Assim, 0 seu desempenho em menores concentragdes

Tabela 1. Vel ocidade maximade absor¢do (Vmax) e constante de Michaglis (Km) estimados paraabsorcao de zinco por
raizes destacadas de dois cultivares d arroz na presenca de altas concentragGes de magnésio, boro e manganés®2.

Tratamentos IAC 165 TIAC 201

Vmax Km Vmax Km

(mmol g 60min™") (mmol L) (mmol g 60min™) (mmol L)

Testemunha 0,03c 10,89a 0,42b 9,20b
Mg 0,02c 10,92a 1,14a 23,04a
B 0,54b 491c 0,18d 5,46d
Mn 0,8%a 9,61b 0,31b 7,45c
DMS 0,09 1,12 0,11 1,32

@ Testemunha (2,4 mg mL* deMg, 0,027 mg mL* deB €0,011 mg mL* deMn); Mg (9,6 mg mL-*deMg, 0,027 mgmL-
1deB e0,011mgmL*deMn); B (24mgmL*deMg, 0,108mgmL*deB e0,011 mgmL*deMn); Mn(2,4mgmL-*deMg,
0,027 mgmL*deB 0,044 mgmL*deMn).

@ Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

IAC 165

§=0,791 + 0,184Ln(x) - R =0,54*
§=1,286 + 0,362Ln(x) - R2 = 0,84*
y=3,282 + 0,974Ln(x] - R? =0,92*

5 - ¢ Testemunha
o0 Magnésio
| & Boro
| X Manganés

§=2,775+0,842Ln(x) - R =0,87*

pmol Zn/g mat seca hora

5

¥=1,369 + 0,392Ln(x) -
¥=1,338 + 0,348Ln(x) -
¥ =1,078 + 0,280Ln(x) -

© Testemunha
o Magnésio
A Boro

X Manganés =1,584 +0,457Ln(x) -

2w 000" IAC 201
Rz =0,99*
Rz =0,99*

R = 0,99

pmol Zn/g mat seca hora

0,2

0,3 0,4

mg mL" de Zn

Figura 1. Absor¢&o de zinco por raizes destacadas pelascultivaresdearroz IAC 165 e | AC 201, em fungdo daconcentracio
externade Zn, Mg, Mn e B —Médiadetrés repeticdes (* significativo a 1% de probabilidade pel o teste F).

A Tabela2 mostrao efeito inibitorio naabsorgéo
de zinco quando aumentou a concentracdo de
magnésio na solucdo. Tal resultado corrobora os de
Sadana e Takkar (1983), que ao estudarem o efeito

do magnésio na absor¢édo e translocacdo de®Zn em
mudas de arroz, observaram reducdo de cerca de
90% na absorgdo de zinco pelas raizes, com o
aumento da concentragdo de Mg na solugéo.
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Tabela 2. Razdo de acumulagdo média e porcentagem de acréscimo ou reducdo na absorcdo de zinco por raizes

destacadas®?.

Doses de Doses de IAC 165 IAC 201 IAC 165 IAC 201

Zn Mg, B ouMn Mg B Mn Mg B Mn Mg B Mn Mg B Mn

(mmol L™ (mmol LY -- (Razdo de acumulagio médiaem ? mol Zng - (% de acréscimo ou reducéo na absor¢éo de Zn) -----

mmol LY nmol ZnmL™?) --

0,5 0,1 0,80 0,80 0,80 0,38 0,38 0,38 - - - - - -
04 0,56 0,58 0,48 0,34 0,36 0,36 -30,00 -2750 -4000 -10,53 -5,26 -5,26

1,0 0,1 0,11 0,11 0,11 0,27 0,27 0,27 - - - - - -
04 0,10 0,44 0,40 0,26 0,28 0,29 -9,09  +300,00 +26364 -357 +3,70 +7,41

2,0 0,1 0,14 0,14 0,14 0,19 0,19 0,19 - - - - - -
0,4 0,14 0,39 0,24 0,16 0,32 0,22 -357  +17857 +67,86 -16,22 +72,97 +16,22

10,0 0,1 0,07 0,07 0,07 0,14 0,14 0,14 - - - - - -
04 0,07 0,23 0,24 0,11 0,14 0,16 -6,94 421250 +234,72 -23,91 +3,62 +16,67

@ Testemunha (2,4 mg mL* deMg, 0,027 mg mL*deB €0,011 mg mL* deMn); Mg (9,6 mg mL-*deMg, 0,027 mgmL-
1deB e0,011mgmL*deMn); B (24mgmL*deMg, 0,108mgmL*deB e0,011 mgmL*deMn); Mn(24mgmL-*deMg,

0,027 mgmL*deB 0,044 mgmL*deMn).

@ Doses de Mg em mmol L e dosesde B e Mn em nmol L.

Moreira(1999) e Heinrichs (2002), com acultura
da soja, também verificaram que a absor¢do de Zn
diminuia quando se aumentava a concentracdo de
Mg, em ambos 0S mecanismos, ou sgja, quando a
concentracao de zinco era baixa ou quando eraalta.
Com o aumento naconcentragdo de magnésio houve
inibicdo na absorcdo de Zn, sendo esta absorcéo do
tipo ndo competitiva.

O boro, apesar de ser atribuido, freglientemente,
0 papel deinibidor ndo competitivo na absorcdo de
zinco (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997),
no presente trabalho ocorreu o inverso (Figural e
Tabela 2). Haag e Sarruge (1965) relataram, em
tecidosradiculares de mudas de cafeeiro, apresenca
de efeito estimulatorio do B na absorgdo de Zn.

Nas duas cultivares ocorreram incrementos
significativos na absorcdo de zinco a partir de 1,0
mmol L de Zn com o aumento da concentracdo de
Mn (Tabela 2), este resultado contraria uma
expectativa inicial, ou sgja, que a presenca de um
nutriente inibiria a absorcdo do outro
(LONERAGAN; WEBB, 1993), como foi
demonstrado no trabal ho realizado por Brar e Sekhon
(1976), em que com 0 aumento da concentragdo de
manganés, houve decréscimo significativo na
absorg¢éo de zinco.

As diferencas na absorcdo e na utilizacdo dos
fons pelas cultivares IAC 165 e IAC 201 podem ser
atribuidas as variagfes genotipicas que ocorrem
dentro de uma mesma espécie, ou dentro de uma
mesma cultivar (GRAHAM; RENGEL, 1993).
Segundo Foy, Fleming e Arminger (1969) e Stefanuitti
(1970), a absorcdo dos nutrientes é controlada,
principalmente, por fatores genéticos e ambientais.

Asrazdes de acumulagdo médiade Zn em fungdo
das concentragdes de Mg, B e Mn apresentadas na
Tabela 2 indicam que a cultivar IAC 165 é mais
eficiente na absorcéo de Zn em altas concentragdes
de B e Mn nasolucéo do queal AC 201, o contrério
ocorre com o Mg. Tais resultados indicam que as
duas cultivares, mesmo tendo amesma base genética,
apresentam numeros diferentes de carregadores
especificos para os nutrientes Mg, B, Mn e Zn
operando nas raizes, o que afeta significativamente
a absorgdo desses nutrientes. Segundo Sacramento
et al. (1999), pode-se considera mais eficiente a
cultivar quetem maior capacidade em acumular zinco
em seustecidos radiculares, apartir da concentracéo
externa dos nutrientes na solucéo.
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Conclusoes

1. As cultivares de arroz IAC 165 e IAC 201, em
diferentes concentragbes de Mg, B e Mn nasolucéo,
apresentam comportamentos distintos na absorgéo
de Zn.

2. O magnésio inibe a absor¢éo de zinco,
independentemente da cultivar avaliada.

3. Nas duas cultivares estudadas, o aumento da
concentragdo de B e Mn na solugdo induz maior
absorcdo de Zn pelas raizes de arroz.

Referéncias

BLANCO, H. G. Estudos sobre a absor¢do de zinco pela

folha de cafeeiro. 1970. Tese (Doutorado) — Escola
Superior de AgriculturaL uiz de Queiroz, Universidade de
S3o Paulo, Piracicaba.

BRAR, M. S.; SEKHON, G. S. Effect on manganese on
zinc-65 absorption by rice seediling and its translocation
within the plants. Plant and Soil, Dordrecht, v.44, p.459-
462, 1976.

EPSTEIN, E. Dual pattern of ion absorption by plant cellas
by plants. Nature, New Y ork, v.212, p.1324-1327, 1976.

EPSTEIN, E. Mineral nutrition of plants: priniples and
perspectives. New Y ork: John Wiley and Sons, 1972.

FOY,C.D.; FLEMING,A.L.; ARMINGER, W. H. Differntia
tolerance of cotton varieties to excess manganese.
Agronomy Journal, Madison, v.61, n.2, p.690-694, 1969.

GOMES, F. P. Curso de estatistica experimental.
Piracicaba: Nobel, 1990. 463p.

GRAHAM, R.; RENGEL, Z. Genotypic variationin zinc
uptake and utilization by plants. In; ROBSON, A.D. (ed.).
Zinc and soil and plants. Dordrecht: Kuwer Academic
Publishers, 1993. p.107-118.

HAAG, H. P; SARRUGE, J. R. Absorcéo de zinco por
raizes destacadas de cafeeiro (Coffea arabica L. var.
Mundo Novo). Estudos Agronémicos, Piracicaba, v.6, n.4,
p.133-139, 1965.

HEINRICHS, R. Efeito do magnésio na absor¢do e
distribui¢do de manganés e zinco na soja (Glycine Max
(L.) Merril) cultivada em solos de cerrado. 2002. Tese
(Doutorado) — Centro de EnergiaNuclear naAgricultura,
Universidade de Séo Paul o, Piracicaba

HOAGLAND, D. R.; BROYEWR, T. C. Genera nature of
the process of salt accumulation by rootswith description

of experimental methods. Plant Physiology, Rockville, v.11,
p.471-507, 1936.

JOHNSON, C. M.; STOUT, P. R.; BROYER, T. C,;
CARLTON, A. B. Comparative chirorine requirements of
differente plant species. Plant and Soil, Dordrecht, v.8,
n.1,p.337-353, 1957.

KABATA PENDIAS, A.; PENDIAS, H. Trace elements in
soils and plants. BocaRaton: CRC Press, 1984. 315p.

LIMA FILHO, O. k. Calibragdo de boro e zinco para o
cafeeiro (Coffea arabica L. cv. Catuai Amarelo). 1991.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba.

LINEWEAVER, H.; BURK, D. Thedetermination of enzyme
dissociation constants. Journal of the American
Chemical Society, Washington, v.56, n.1, p.658-666, 1934.

LONERAGAN, J. K.; WEBB, M. J. Interaction between
zinc and other nutrients affecting the growth of plants. In:
ROBSON, A.D. (Ed.). Zinc and soils and plants. Dordrecht:
Kuwer Academic Publishers, 1993. p.119-134.

LOPES, A. S. Solo sob “cerrado”:caracteristicas,
propriedades e manejo. Piracicaba: Potafés, 1984.

MALAVOLTA, E,; VITTI,G.C.; OLIVEIRA, S. A. Avaliagdo
do estado nutricional de plantas: principios e aplicagoes.
Piracicaba: Potaf6s, 1997.

MOREIRA, A. Influéncia do magnésio na absor¢do e
transporte do manganés e do zinco na soja. 1999. Tese
(Doutorado) — Centro de EnergiaNuclear naAgricultura,
Universidade de S&o Paul o, Piracicaba

MOREIRA, A.; MALAVOLTA, E.; HEINRICHS, R;;
TANAKA, R. T. Influéncia do magnésio na absor¢éo de
manganés e zinco por raizes destacadas de soja. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, Riode Janeiro, v.38, p.95-101, 2003.

NOGGLE, J.C.; FRIED, M. A. Kinetic analysis of phosphate
absorption by excised roots of millet, barley and alfalfa.
Soil Science Society of America Proceeding, Madison,
v.24,n.1, p.33-35, 1960.

SACRAMENTO,L.V.S; MARTINEZ, H.E. P; MONERAT,
P.H.; OLIVEIRA, L. M. Absorg&o de magnésio por raizes
destacadas de cultivares de tomateiro. Scientia Agricola,
Piracicaba, v.56, n.3, p.509-515, 1999.

SADANA, U. S.;; TAKKAR, P. N. Effect of calcium and
magnesium on %Zinc absorption and transocationinrice
seedling. Journal of Plant Nutrition, New Y ork, v.6, n.8,
p.705-715, 1983,

STEFANUTTI, R. Eficiéncia de absor¢do e utilizagdo de

fosforo e zinco por variedade arroz. 1997. Tese
(Doutorado) — Centro de EnergiaNuclear naAgricultura,
Universidade de S50 Paulo, Piracicaba, 1997.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 24, n. 2, p. 213-218, jul./dez. 2003


https://www.researchgate.net/publication/277756645

