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TOLERÂNCIA DE MAMONA A ZINCO AVALIADA POR

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA E NUTRIÇÃO DAS

PLANTAS(1)

Marise Conceição Marques(2) & Clístenes Williams Araújo do Nascimento(3)

RESUMO

A medida da fluorescência de clorofila pode ser uma ferramenta útil para
detectar alterações no aparato fotossintético das plantas. Considerando que a
detecção precoce da contaminação de zinco em plantas é essencial para o
monitoramento ambiental, este trabalho objetivou avaliar o estresse causado por
esse nutriente em plantas de mamona (Ricinus communis), utilizando a técnica da
fluorescência de clorofila. As alterações provocadas pelo Zn nos pigmentos
fotossintéticos e na composição mineral das plantas foram também estudadas.
Plantas de mamona foram cultivadas durante 28 dias em solução nutritiva com
cinco doses de Zn (100, 200, 300, 400 e 600 µmol L-1), além de um controle contendo
0,380 µmol L-1 do elemento. A fluorescência de clorofila detectou alterações
temporais promovidas pelo acúmulo de Zn nas plantas e evidenciou-se útil na
detecção precoce da toxicidade do elemento em plantas de mamona. Apesar do
declínio no seu estado nutricional, a mamona apresentou relativa tolerância à
toxicidade a doses elevadas de Zn, indicando ser essa espécie uma alternativa
atraente para revegetação ou remediação de áreas contaminadas.

Termos de indexação: Ricinus communis, elemento-traço, poluição do solo,
fotossíntese.

SUMMARY: TOLERANCE OF CASTOR BEAN TO ZINC ASSESSED BY

CHLOROPHYLL FLUORESCENCE AND PLANT NUTRITION

Measurement of chlorophyll fluorescence can be a useful tool for detecting changes in the

photosynthetic apparatus of plants. With the understanding that early detection of zinc (Zn)

contamination is fundamental in environmental monitoring, the aim of this study was to
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assess Zn stress in castor bean (Ricinus communis) plants using X-ray chlorophyll fluorescence.

The changes brought about by Zn in photosynthetic pigments and in the mineral composition

of plants were also studied. Castor bean plants were grown for 28 days in a nutrient solution

with five Zn rates (100, 200, 300, 400, and 600 µmol L-1), as well as a control with 0.380

µmol L-1 of Zn. Chlorophyll fluorescence detected temporal changes from Zn accumulation in

plants and proved to be useful in early detection of Zn toxicity in castor bean. Despite negative

effects on nutritional status, castor bean was relatively tolerant to Zn toxicity, indicating that the

species is an attractive alternative for revegetation or remediation of Zn contaminated areas.

Index terms: Ricinus communis, trace elements, soil pollution, photosynthesis.

INTRODUÇÃO

O Zn desempenha importantes funções metabólicas
nas plantas. Além de ser associado ao metabolismo de
carboidratos, executa papel estrutural ou catalítico
em várias enzimas, como a superóxido dismutase,
desidrogenase, protease, peptidase e fosfohidrolase
(Cherif et al., 2011). Entretanto, quando sua
concentração na planta excede níveis ótimos, observa-
se diminuição do crescimento, inibição do
desenvolvimento radicular e clorose em folhas (Cunha
et al., 2008; Lin & Aarts, 2012). O aumento das
atividades industriais e de mineração, aliado ao uso
inadequado de fertilizantes e pesticidas, tem
contribuído para elevação dos teores de Zn no solo
(Soares et al., 2001; Cunha et al., 2008).

A toxicidade por Zn pode induzir a produção de
espécies reativas de oxigênio, como superóxido (O2

-),
radicais hidroxila (OH-) e peróxido de hidrogênio
(H2O2), que, ao interagirem com componentes
celulares, promovem danos oxidativos em ácidos
nucleicos, proteínas, açúcares e lipídios. Tais danos
levam ao estresse oxidativo em células e membranas
e, em condições extremas, à morte celular (Gadjev et
al., 2008). O estresse por Zn é também responsável
por alterações no aparato fotossintético. Cambrollé et
al. (2013) observaram que doses de Zn acima de 90
mmol L-1 foram responsáveis pelo declínio na atividade
fotossintética, resultando em decréscimo na
concentração de pigmentos em Limoniastrum
monopetalum (L.).

Existem cerca de 250 a 400 moléculas de clorofilas
(a e b) e carotenoides incorporadas nas unidades dos
fotossistemas, as quais se localizam nas membranas
dos tilacoides dos cloroplastos. Há dois tipos de
fotossistemas, PSI e PSII; a principal diferença entre
esses é o pico máximo de absorção, de 700 e 680 ηm,
respectivamente. Cada fotossistema apresenta dois
componentes: um complexo de antena, responsável
pela interceptação da luz; e um centro de reações
(Shabala, 2009).

Após um pigmento absorver um fóton, há a
possibilidade de transição de um elétron a um nível
eletrônico mais elevado, levando à dissipação do excesso
de energia, que ocorre mediante emissão de
fluorescência. A fluorescência de clorofila é
caracterizada por um pico máximo na região vermelha
(680-700 ηm), que é atribuído ao PSII; e outro na região

vermelha distante (730-740 ηm), correspondente ao
PSI. Essa fluorescência pode ser uma ferramenta
potencial para avaliar a contaminação em
ecossistemas causada por metais pesados em plantas,
pois consegue detectar alterações no aparato
fotossintético (Corcoll et al., 2011; Silva et al., 2012).
Essa técnica é não invasiva e pode revelar alterações
nas membranas dos cloroplastos resultantes do
funcionamento anormal do aparato bioquímico (Joshi
& Mohanty, 2004).

Dessa forma, a detecção precoce da contaminação
de Zn em plantas é essencial para o monitoramento
ambiental, bem como o potencial da mamona para
revegetação de áreas contaminadas por metais e seu
concomitante uso para produção de bioenergia. Este
trabalho teve o objetivo de avaliar o estresse causado
pelo metal em plantas de mamona, utilizando a
técnica não invasiva da fluorescência de clorofila e
as alterações provocadas pelo Zn nos pigmentos
fotossintéticos e na composição mineral das plantas.

MATERIAL E MÉTODOS

Sementes de mamona (Ricinus communis cv. BRS
Energia) foram germinadas em bandejas contendo
vermiculita umedecida com solução de Ca 0,67 mmol L-1,
na forma de Ca(NO3)2.4H2O. Treze dias após o semeio,
plântulas foram selecionadas quanto à homogeneidade
e transferidas para vasos plásticos que continham
6 L de solução nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950),
com 105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,325; 0,25;
0,025; 0,01; 0,25; 0,005; e 7,53 mg L-1 de N, P, K, Ca,
Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe, respectivamente,
a qual foi substituída semanalmente. O pH da solução
foi ajustado sempre que necessário, para valores
próximos de 5,6±0,2. Após 14 dias de cultivo, foram
acrescentadas na solução doses de 100, 200, 300, 400
e 600 µmol L-1 de Zn (ZnSO4.7H2O), que se
configuraram nos tratamentos. Adotou-se um
controle, contendo 0,380 µmol L-1 de Zn, equivalente
à concentração original do elemento na solução de
Hoagland (0,025 mg L-1). Após a adição dos
tratamentos, as plantas foram mantidas em casa de
vegetação por 28 dias, período suficiente para
diferenças visuais no desenvolvimento das plantas em
razão dos tratamentos. Posterior a esse período,
procedeu-se à coleta e lavagem com água destilada das
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folhas, do caule e das raízes. Esses materiais foram
acondicionados em sacos de papel, secos em estufa a 65
oC e tiveram as matérias secas deles determinadas.

A digestão do material vegetal, seco e triturado
em moinho tipo Willey, foi efetuada em ácidos nítrico
e clorídrico, em forno de micro-ondas (Mars Xpress),
segundo o método 3051A (USEPA, 1998). Esse
material também foi submetido à digestão sulfúrica
para determinação de N. Foram determinados os teores
de Zn e Cu, por espectrofotometria de absorção atômica
(AAnalyst 800); e os de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B, por
espectrometria de emissão ótica (ICP-OES/Optima
7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P foram
determinados por titulometria, fotometria e
colorimetria, respectivamente. Para avaliação da
qualidade das análises para Zn, foi utilizado um padrão
do National Institute of Standards and Technology
(1570a­Trace elements in spinach), sendo obtida uma
recuperação de 98 % de Zn do padrão adicionado.

As medidas de fluorescência de clorofila foram
efetuadas com um emissor de luz ultravioleta LED,
com picos de comprimento de onda vermelho (685 ηm)
e vermelho distante (735 ηm), obtidos pelo software
do aparelho (Ocean Optics-Spectra Suite). Efetuaram-
se quatro avaliações ao longo do experimento. A
primeira medida foi tomada antes da adição do Zn; e
a última, um dia antes da coleta das plantas. Essas
avaliações foram realizadas à noite a partir da
permanência das plantas por 20 min no escuro, com o
intuito de garantir a desativação do transporte de
elétrons da fotossíntese. As medidas foram efetuadas
no segundo par de folhas abaixo do meristema apical,

sendo realizadas quatro leituras por planta, as quais
foram submetidas à emissão de luz por 10 s.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas
Gaussianas, correspondentes ao 685 ηm e 735 ηm. A
razão entre a intensidade da fluorescência F685/F735
(Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva fixada para cada uma das doses de Zn em
solução e usada para inferir sobre o efeito do elemento
no PSII, por meio do software Origin versão 6.0.

Para as análises dos pigmentos fotossintéticos, foi
coletada uma amostra por planta do mesmo par de
folhas utilizado na última avaliação da fluorescência
de clorofila. Realizou-se a determinação dos conteúdos
de clorofila a, b, total e carotenoides, mediante extração
com acetona 80 %, sendo o conteúdo de carotenoides
calculado pela equação de Lichtenthaler (1987).

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso,
com três repetições. A unidade experimental consistiu
de um vaso contendo 6 L de solução nutritiva com
uma planta de mamoneira. Os dados foram submetidos
à ANOVA e à análise de regressão, utilizando-se o
programa estatístico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A produção de matéria seca das plantas diminuiu
linearmente com a adição de doses crescentes de Zn à
solução nutritiva (Figura 1). Os efeitos visíveis da
exposição a altas doses de Zn são, em geral, descritos
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Figura 1. Matéria seca de folhas (a), caule (b), raízes (c) e total (d) de plantas de mamona cultivadas em doses
de Zn em solução nutritiva. * e **: significativo a 5 e 1 %, respectivamente.
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como redução severa do crescimento, da clorose e da
atrofia foliar (Cunha et al., 2008). De acordo com a
Agência de Proteção Ambiental do EUA (King, 1996),
considera-se como tóxico o teor de metal que provoca
redução de 50 % do crescimento da planta, que
correspondeu, neste trabalho, a 404 µmol L-1 de Zn
(Figura 1d). No entanto, cabe salientar que a partir
de 300 µmol L-1 de Zn as plantas apresentaram
sintomas visuais de toxicidade desse elemento,
caracterizados por redução do crescimento da parte aérea
e escurecimento (Figura 1a,b), além de restrição do
crescimento e das raízes (Figura 1c). Não foram
observados efeitos deletérios de Zn até 100 µmol L-1. Isso
reflete o requerimento do elemento para o metabolismo
de carboidratos, a síntese de proteínas, a regulação e
expressão de genes, a estrutura dos ribossomos e o seu
papel como cofator em um vasto número de enzimas
(Clemens et al., 2002; Broadley, 2007).

O aumento das doses de Zn foi acompanhado pelo
acúmulo desse nutriente nas folhas, no caule e nas
raízes (Figura 2), sendo o maior teor detectado nas
raízes. Geralmente, a disponibilidade metabólica e a
translocação de metais são limitadas pelo sequestro
no vacúolo das células radiculares (Verbruggen et al.,
2009). O acúmulo de metais nas raízes é um
mecanismo importante que o sistema radicular pode
contribuir para a tolerância de plantas a metais.

A dose 200 µmol L-1 provocou acúmulo de 417 mg kg-1

de Zn nas folhas. Teores foliares acima de 300
mg kg-1 são considerados tóxicos para a maioria das
plantas (Babula et al., 2008; Lin & Aarts, 2012). No
entanto, esse acúmulo foi considerado benéfico para
mamoneira; apenas a partir da dose de 300 µmol L-1

(900 mg kg-1 nas folhas), as plantas apresentaram
sintomas visuais de toxicidade e significativas
reduções na produção de matéria seca (Figura 1). Isso
indica o grau de tolerância da mamoneira e sua
relevância para revegetação ou remediação de áreas
com teores elevados de Zn no solo.

Um dos efeitos da toxicidade de Zn nas plantas
foi a redução dos conteúdos de todos os nutrientes
analisados (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B, e Mo)
(Quadro 1). A alteração da composição mineral tem
frequentemente sido citada como importante efeito
tóxico de metais em plantas (Nascimento et al., 1998;
Safarzadeh et al., 2013; Lima et al., 2013). Por exemplo,
Bonnet et al. (2000) verificaram reduções nos conteúdos
de P, Ca, K, Mg, e Cu em folhas de azevém (Lolium
perene) submetidas a doses de Zn. Esses autores
ressaltaram que a deficiência desses nutrientes pode
induzir a distúrbios em diversos processos metabólicos,
incluindo a fotossíntese e a redução assimilatória do
N. Sagardoy et al. (2009) detectaram reduções nas
concentrações de N, K, Mg e Mn em todas as partes
das plantas de beterraba (Beta vulgaris L.) cultivadas
sob estresse de Zn.

Foi observada redução de 87 % no conteúdo de Fe
nas folhas de mamona para dose de 600 µmol L-1 de
Zn, em relação ao controle (Quadro 1). Esse declínio

implica danos no estado fisiológico das plantas,
principalmente porque o Fe desempenha relevantes
funções metabólicas, participando de reações de
oxirredução na fotossíntese, respiração mitocondrial
e assimilação de N. Como 80 % do Fe nas plantas são
encontrados nos cloroplastos, sua deficiência tem sérias
consequências na fotossíntese, especialmente no PSII
(Hansch & Mendel, 2009). Sagardoy et al. (2009)
verificaram redução nas concentrações de pigmentos
em plantas de beterraba para as doses de 50 e
100 µmol L-1 de Zn em solução e efeitos severos para
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Figura 2. Teor de Zn em folhas (a), caule (b) e raízes
(c) de plantas de mamona cultivadas em
diferentes doses de Zn em solução nutritiva.
* e **: significativo a 5 e 1 %, respectivamente.
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as plantas cultivadas em 300 µmol L-1, resultando
em deficiência quântica e, consequentemente,
alterações no PSII. Assim como observado para o Fe, a
redução do conteúdo de Cu, Mn, Mo também apontam
inibição no estado fotossintético das plantas. Ademais,
por possuir similaridade com cátions divalentes como
Mn, Fe e Mg, o Zn pode competir por vários sítios
bioativos, promovendo desequilíbrio em nível metabólico
(Monnet et al., 2001). Uma alteração que pode ocorrer
é a substituição do Mg por Zn na molécula de clorofila
(Kupper et al., 1998), o que pode ter implicações sobre
a capacidade fotossintética das plantas.

Os espectros apresentaram diferenças nos picos de
absorção da fluorescência de clorofila (Figura 3a,b).
Observou-se menor reabsorção da fluorescência nas
plantas com maior estresse de Zn. De acordo com
Giardi et al. (2001), a técnica da fluorescência de
clorofila baseia-se em informação biológica sobre efeitos
de toxicidade de contaminantes por meio da inibição
na atividade do transporte de elétrons e evolução
fotossintética. A técnica consegue detectar alterações
no PSII em diferentes condições de estresse, por ser
um fotossistema sensível a uma ampla variação de
contaminantes, incluindo Zn.

Segundo Siedlecka & Krupa (2004), a rubisco
(ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase) é uma
enzima muito importante para o ciclo de Calvin, pois
participa da catalisação de reações de carboxilação e
oxigenação. Em condições de estresse por metais
pesados, esses podem substituir o Mg no centro ativo

ou nas subunidades da rubisco, consequentemente
bloqueando sua atividade normal e promovendo
alterações no funcionamento do ciclo de Calvin. Isto
resulta em inibição do transporte fotossintético de
elétrons e em danos ao PSII. De acordo com Mateos-
Naranjo et al. (2008), a exposição de plantas ao excesso
de Zn inibe o transporte de elétrons no PSII,
influenciando a fixação e assimilação de CO2, processo
desencadeado por declínio da atividade da rubisco.
Alterações na fluorescência são primariamente
observadas no PSII, pois esse processo parece ser mais
sensível a estresses ambientais (Silva et al., 2012).

A razão Fr/FFr demonstra que as doses de Zn
promoveram alterações na atividade fotossintética ao
longo do cultivo, que se acentuaram após 18 dias de
avaliação (Figura 3c). Os sintomas de toxicidade
visualizados na dose 300 µmol L-1 coincidiram com o
aumento na razão Fr/FFr. No entanto, o acúmulo de
Zn nas folhas das plantas cultivadas sob doses mais
elevadas apresentaram razão Fr/FFr similares à dose
de 300 µmol L-1. Isso ocorreu, provavelmente, por não
se observarem reduções significativas no conteúdo de
clorofila acima dessa dose em solução, ou seja, o
estresse causado pelo Zn no PSII foi muito semelhante
para as doses de 300 e 600 µmol L-1 (Figura 3b). De
acordo com Buschmann (2007), a razão Fr/FFr
depende principalmente do conteúdo da clorofila e, em
menor relevância, da atividade fotossintética e das
características ópticas e dos arranjos celulares do tecido
foliar.

Variável Equação

Conteúdo N nas folhas, g/vaso y  = 0,6239 - 0,0008**x; R² = 0,88**

Conteúdo N no caule, g/vaso y  = 0,1359 - 0,0019**x; R² = 0,96**

Conteúdo P nas folhas, g/vaso y  = 1,5670 - 0,0019**x; R² = 0,93*

Conteúdo K nas folhas, g/vaso y  = 1,1671 - 0,0012**x; R² = 0,72**

Conteúdo K no caule, g/vaso y  = 0,7745 - 0,001**x; R² = 0,98**

Conteúdo K nas raízes, g/vaso y  = 0,7498 - 0,0009**x; R² = 0,87*

Conteúdo Ca nas folhas, g/vaso y  = 0,933 - 0,0001*x; R² = 0,96*

Conteúdo Ca no caule, g/vaso y  = 0,275 - 0,0004*x; R² = 0,97*

Conteúdo Ca nas raízes, g/vaso y  = 0,0419 + 0,0003**x - 0,5.10-6*x2; R² = 0,62*

Conteúdo Mg nas folhas, g/vaso y  = 0,184 - 0,0002*x; R² = 0,95*

Conteúdo Mg nas raízes, g/vaso y  = 0,00001 - 0,01*x; R² = 0,92*

Conteúdo Fe nas folhas, mg/vaso y  = 7,205 - 0,011*x; R² = 0,81**

Conteúdo Fe no caule, mg/vaso y  = 1,229 - 0,005*x + 0,6.10-5**x2; R² = 0,97**

Conteúdo Cu nas folhas, mg/vaso y  = 0,4525 - 0,0006**x; R² = 0,91**

Conteúdo Cu no caule, mg/vaso y  = 0,2712 - 0,0004**x; R² = 0,95**

Conteúdo Mn nas folhas, mg/vaso y  = 4,058 - 0,005*x; R² = 0,87*

Conteúdo Mn nas raízes, mg/vaso y  = 5,019 - 0,02*x + 0,2.10-4*x2; R² = 0,88*

Conteúdo B nas folhas, mg/vaso y  = 0,1164 - 0,0001*x; R² = 0,94*

Conteúdo B no caule, mg/vaso y  = 0,0274 - 0,3.10-4**x; R² = 0,70**

Conteúdo B nas raízes, mg/vaso y  = 0,039 - 0,5.10-4*x; R² = 0,91*

Conteúdo Mo nas folhas, mg/vaso y  = 0,192 - 0,2.10-3*x; R² = 0,85*

Quadro 1. Equações de regressão ajustadas do conteúdo de nutrientes em plantas de mamona cultivadas
sob diferentes doses de Zn em solução nutritiva

* e **: significativo a 5 e 1 %, respectivamente.
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A razão Fr/FFr (Figura 3c) indicou alteração no
PSII antes dos 10 dias da adição das doses de Zn, e
mesmo sem as plantas apresentarem sintomas de
toxicidade. Portanto, a fluorescência de clorofila pode
ser útil na detecção precoce da toxicidade por Zn em
plantas, como anteriormente demonstrado para Cd
(Silva et al., 2012), Ni (Mishra & Gopal, 2008), Cu e
Hg (Ventrela et al., 2009). Contudo, observou-se que
as plantas apresentaram uma resistência de elevação
dessa razão, acentuando-se aos 28 dias de cultivos.
Notou-se também que apenas nesse período a razão
Fr/FFr foi similar para todas as doses de Zn
adicionadas. Isso pode sugerir um forte e brusco
estresse pelo Zn iniciado na dose 300 µmol L-1 e que se
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Figura 3. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de mamona cultivadas sob doses de Zn
em solução nutritiva aos 28 dias, dados normalizados (a) e não normalizados (b), respectivamente.
Razão dos espectros de fluorescência de clorofila em função do tempo de cultivo de plantas de mamona,
referente às leituras do vermelho e vermelho distante (Fr/FFr) (c).
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estabiliza a partir dela, sendo, portanto, menores os
decréscimos nos teores de clorofila e na fluorescência
de clorofila em doses mais elevadas (Figura 3b, Quadro
1). Isso pode ser ainda comprovado pela maior razão
Fr/FFr ter ocorrido exatamente na maior taxa de
decréscimo da matéria seca das plantas (Figura 4a),
ou seja, na dose de 300 µmol L-1; para as doses maiores,
essa relação se altera, relativamente, muito pouco.
A fotoinibição do PSII ocorreu a partir da dose de
100 µmol L-1 de Zn (Figura 4b), embora com reduzidos
efeitos na matéria seca (Figura 4a) e sem a
apresentação de sintomas visuais de toxicidade.

Os conteúdos de clorofila a e total (Quadro 2)
apresentaram elevação com as doses de Zn, apesar do
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efeito tóxico observado visualmente e das alterações
detectadas pela razão Fr/FFr (Figura 4). Não foi
verificado efeito (p>0,05) para o conteúdo de clorofila
b e carotenoides, comportamento também encontrado
por Cambrollé et al. (2013), que observaram redução
da fluorescência de clorofila em condições de estresse
por Zn em Limoniastrum monopetalum (L.) Boiss.
Esses autores, no entanto, também não detectaram
modificações na concentração de clorofila até 60
mmol L-1, apenas em doses de Zn de 90 e 130 mmol L-1.

A baixa tolerância das plantas à toxicidade por
elementos-traço pode reduzir os teores de clorofilas e
carotenoides (Joshi & Mohanty, 2004; Maurya et al.,
2008; Shi & Cai, 2009). Assim, pode-se mais uma vez
inferir a tolerância da mamona à toxicidade de Zn,
visto que os pigmentos avaliados são importantes
indicadores de alterações fotossintéticas.

CONCLUSÕES

1. A medida da fluorescência de clorofila indicou
alterações temporais promovidas pelo acúmulo de Zn
nas plantas e evidenciou-se útil na detecção precoce
da toxicidade do elemento em plantas de mamona.

2. A mamona apresentou relativa tolerância à
toxicidade por Zn, não demonstrando efeitos deletérios
aos pigmentos fotossintéticos, apesar do declínio no
estado nutricional das plantas. Considerando essa
tolerância a doses elevadas do metal, essa espécie pode
ser alternativa atraente para fitoestabilização de áreas
contaminadas, com adicional vantagem para produção
de bioenergia.
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