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ABSTRACT

Effects of Environmental Factors on the Activity of Acid Phosphatase
in Common Bean

Plants with 15 days after the germination were picked in field experiments with
the purpose of knowing the best pH, temperature and the necessary time to express the
activity of the acid phosphatase in three bean varieties (Phaseolus vulgarisL.), Carioca,
EMP-84 and CNF-10, in the presence and in the phosphorus absence. The largest
values of activity of the acid phosphatase were observed when the plants were tested in
pH 5,5 solution during 120 minutes at the temperature of 30°C. The use of buffer
substances as PNPP + Triton X-100 expressed better the activity of the acid
phosphatase. The vacuum condition constituted a positive factor to express the activity
of the acid phosphatase. The plants developed under drought stress presented smaller
activity of the acid phosphatase. The top leafiroot ratic of activity of the acid
phosphatase got 5,72 for the Carioca, 4,91 for EMP-84 and 4,36 for CNF-10 variety.
The plants when developed under drought stresses condition presented smaller values
of activity of the acid phosphatase.,

KEY WORDS: pH, temperature, buffered solution, time of reaction, Phaseolus
vulgaris.

RESUMO
Plantas com 15 dias apds a germinago foram colhidas em experimentos de

campo com a finalidade de conhecer o pH, temperatura ¢ tempo necessirios para
melhor expressar a atividade da fosfatase icida em trés variedades do feijoeiro
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(Phaseolus vulgaris L), Carioca, EMP-84 ¢ CNF-10, na presenca e na auséncia de
fésforo. Os maiores vatores de atividade da fosfatase cida foram observadas quando
as plantas foram colocadas em solugdo em pH 5,5 durante 120 minutos 3 temperatura
de 30°C. A utilizacdo de substincias tamponantes como PNPP + Trton X-100
expressaram melhor a atividade da fosfatase Acida. As condigGes de vacuo constituiram
um fator positivo para a atividade da fosfatase acida. As plantas desenvolvidas sob
estresse hidrico apresentaram menor atividade da fosfatase acida. A relagdo folha-raiz
da atividade da fosfatase Acida atingiu 5,72 para a variedade Carioca, 4,91 para a
variedade EMP-84 € 4,36 para a variedade CNF-10.

PALAVRAS-CHAVE: pH, temperatura, solugio tamponada, tempo de reagdo,
Phaseolus vulgaris.

INTRODUCAO

A fosfatase dcida € uma enzima encontrada nos reinos vegetal (Martin & Byers
1976, Mac Donaid & Lewis 1978, Woolhouse 1968) ¢ animal (Casida 1959, Hollander
1971), com perspectiva de ser usada como indice de deficiéncia de fosforo em testes de
avaliagio do estado nutricional da cultura do feijoeiro (Besford 1976). Pode ainda ser
usada nos testes de eficiéncia das cultivares ao uso do fosforo inorganico (Hereda ef ai.
1963, Nye 1967) em ambientes dcidos, ricos em aluminio e manganés e tolerantes a
falta de dgua em clima Arido. Mesmo sendo uma enzima constitutiva, pode ser induzida
por fatores externos como baixas concentragdes de fosfato inorginico, temperatura e
pH.

Considera-se, pelo fato de a planta absorver do solo apenas formas inorginicas
de fosfato, que ela pode ser um agente transportador destes compostos ou hidrolisador
dos seus €steves, convertendo formas nfo disponiveis emn acessiveis. A habilidade da
planta em retirar fosforo, em condigGes de baixo teor desse nutriente, tem sido
associada a sua capacidade em acidificar a regidio da raiz com aumento sirmultineo da
atividade da fosfatase Acida no tecido (MacLachlan 1980). As fosfatases, por serem
termoldbeis, podem variar suas atividades de acordo com as caracteristicas regionais
de clima. Podem ser inativadas pelo calor, ou seja, terem suas configuragies alteradas
para formas de baixa atividade, Com o aumento da temperatura, tem-se amnentada a
velocidade da reag3o on a inativacio da enzima (Portes 1988, Lineweaver & Burk
1934). ' o '

Em geral, as enzimas apresentam-se¢ em estado coloidal no intetior da célula.
De acordo com Michaelis € Menten, discutidos por Lineweaver & Burk (1934), elas
atuam em reacles sob as leis da acio das massas v = V[S)/Km+[8], onde v =
velocidade de reacdo enzimatica, V = velocidade mdxima, [S] = substeato em moles por
litro e Km = constante de Michaelis. As implica¢des no comportamento da cultura, em
relagdo as suas necessidades, exigem estudos de fisiologia ¢ bioquimica para melhores
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conhecimentos da dindmica do uso de produtos quimicos no desenvolvimento das
plantas.

Na pratica, a idade da planta, a concentracio ¢ a caracteristica da enzima, o tipo
deplanta, a temperatura ambiente, a acidez ou a alcalinidade e a presenca de inibidores
influem sobre a atividade enzimdtica. A velocidade das reagbes associada 4 .enzima
pode ser diminuida quando os testes envolvem altas concentrages de substrato, tecido
rico em fosforo, on quando a enzima encontra-s¢ em concentragdes reduzidas, em
conseqiiéncia da dilui¢io do complexo enzima-substrato.

As enzimas apresentam atividades mdximas em diferentes niveis de pH; por
serem polivalentes, isto €, por possuirem cargas varidveis dos ions de hidrogénio e
oxidrilas, apresentam variagdes no estado de ionizagio da proteina. Altas concentragbes
de hidrogénio fancionam como inibidores da sua atividade.

A utilizagdo dos insumos agricolas envolve a planta em muitas variagdes no
ambiente, onde a planta pode ser auxiliada ou prejudicada em fungio dos produtos
utilizados. Considerando as expressdes econdmica ¢ social da cultura do feijociro
(Phaseolus vulgaris L.) o fato de ser cultivada de norte a sul do pais, em terras que ja
receberam diferentes fontes e quantidades de corrctivos ¢ fertilizantes, pesquisas nos
campos de fisiologia e bioguimica devem ser desenvolvidas para maiores
conhecimentos dos processos que determinam a adaptagio das novas cultivares as
variagbes de clima e solo.

O objetivo desta pesquisa foi o de verificar o comportamento da fosfatase acida
em raizes intactas do feijoeiro desenvolvidas em condiges ambientais simuladas que
podem afetar as atividades da enzima como pH, temperatura e tempo de reagdo.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos utilizando sementes das variedades Carioca,
considerada como eficiente e responsiva ao fosforo, EMP-84 ¢ CNF-10 tidas como
ineficientes e responsivas apos serem imersas em dlcool 96% GL durante trés minutos
e em solugdo de hipoclortio de calciol00g kg™ por cinco minutos. Assim tratadas, as
sementes foram lavadas com Agua desmineralizada até que nenhum cheiro de
hipoclorito fosse observado e semeadas em bandejas plisticas contendo vermiculita.

A vermiculita foi lavada em agua corrente e esterilizada a 120°C durante duas
horas. Todas as solugbes utilizadas nos testes foram também submetidas a esta mesma
temperatura sob pressfio de uma atmosfera.

As plantas foram cultivadas ¢m casa de vegetagiio por um periodo de 14 dias,
irrigadas com solugiio nutritiva de Hoagland n° 2, esterilizada na presenga (+P) ¢ na
auséncia de fosforo (-P). Utilizaram-se, no tratamento sem fosforo (-P), os mesmos
reagentes do tratamento completo, exceto o K;HPO,
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Os testes de fosfatase acida foram realizados de dcordo com o método
colorimétrico de Bessey ef al (1946), adaptado por McLachian (1980). O sistema
radicular foi lavado em 4gua corrente com sab%o nentro e com agua destilada para, em
seguida, ser colocado em tubos de vidro, com 10 ml da solugio tampéo de dcido acético
e acetato de sédio, ambos a 0,2 M, contendo 5 mg de PNPP (paranitrofenol fosfaio),
detergente neutro Triton X-100 1g kg ¢ o etanol absoluto 10g kg™ em pH 5,5. Os tubos
contendo as raizes e as solugSes foram fechados com rothas de borracha e submetidos
a vicuo com pressio negativa de 0,066 MPa até que as bolhas fossem retiradas das
solugfes.

Egses tubos foram incubados por 30, 60 e 120 minutos em pH corrigidos para
4.5, 5,5 e 6,5. A reacgiio foi mantida nas temperaturas de 20 ¢ 30°C em banho-maria
com trés repeticdes (Freitas 1985). Apds a incubagio, tomaram-se 5 ml das solugdes
dos tubos que foram tituladas até o pH 11 com Na(OH) 0,2 M, sendo posteriormente
completados os volumes para 50 ml com agua destilada. Através do fosfato formado da
hidrolise do fosfato de paranitrofenol (PNPP) e paranitrofenol (PNP) + fosfato, sob
a agdo da fosfatase 4cida, determinou-se a densidade tica . A leitura da densidade Otica
foi realizada pelo processo colorimétrico em filtro azul de 410 nm. A atividade da
fosfatase acida foi expressa em lermos de densidade 6tica por miligrama de raiz seca.

As raizes foram retiradas da solugio e secas em estufa ventilada A temperatura
de 60°C, sendo posteriormente pesadas. Para conhecer o efeito do vacuo e da substincia
tamponante na reagio da fosfatase icida, raizes da variedade Carioca foram retiradas,
lavadas ¢ secas ao ar com papel-toalha e incubadas em 10ml de solucio tampdo de
diferentes tratamentos. A) - tampdo PNPP+Triton X-100+etanol; B) - tampéo
PNPP+Triton X-100+etanol sob vicuo; C) - somente tampio PNPP ¢ D) - tampio
PNPP sob vacuo.

A relagio folha-raiz da atividade da fosfatase acida foi obtida em trés
variedades, CNF-10, EMP-84 e Carioca, cultivadas a campo, em um latossolo
vermelho-escuro. A andlise da parte aérea foi feita em discos retirados das folhas com
9 mm de didmetro em amostras incubadas pelo mesmo processo utilizado para as
raizes.

Neste mesmo solo foi realizado vm experimento com a finalidade de conhecer
o cfeito da deficiéncia hidrica sobre a atividade da fosfatase Acida com as variedades
CNF-013, BAT 005, BAT-070, BAT-258, CNF-126,CNF-127, Moruna, BAT-447,
Carioca e Aroana-80, em condlgoes naturais e em déficit hidrico de 0,035 MPa a 15cm
de profundidade. : :

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que o tempo de reagdo é o parimetro mats
importante para a fosfatase dcida apresentar sua maior atividade no feijoeiro (Figuras
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1, 2 e 3). O feijoeiro aos 15 dias de idade encontra-se no seu ponto miximo de
atividade de crescimento, apresentando condiges favoraveis para formar tecidos, com
teor de fosforo dentro da faixa descjavel de nutricfio na raiz que variaentre 1e 2,6 g
kg! (Oliveira & Thung 1988). Se se considerarem os valores mais baixos de pH, 4,5
3,5, conforme foi estipulado pelo teste basico (Breseghelo 1987), os resultados obtidos
4 temperatura de 30°C apresentaram as mais altas atividades. Esses resultados
concordam com Portes (1988), sobre o comportamento do feijoeiro, em que relata que
as melhores temperaturas para essa cultura sdo as de 29,5°C diurna ¢ 21,0°C noturna.

Extrapolando esses resultados para as condigdes de solos onde a cultura se
desenvolve, o pH abaixo de 5,5 representa uma faixa onde o aluminio, o ferro € 0
manganés encontram-s¢ mais disponiveis (Malavolta 1967), ao mesmo tempo, o fosforo
encontra-se em menor disponibilidade para as plantas. Os maiores valores da atividade
nesta faixa de acidez esta de acordo com o principio de que a fosfatase acida € uma
enzima induzida. Resultados de pesquisas realizadas por Breseghelo (1987} com o
feijoeiro mostraram que, em pH 5,5 , ocorreram aumentos nas concentragbes de
aluminio, ferro ¢ manganés no tecido, redugBes nas concentraghes de fosforo,
observando-se os maiores valores da atividade da fosfatase 4cida. Na faixa de pH acima
de 5,5 até 6,5, todos os nutricntes encontram-se em melhor disponibilidade (Malavolta
1967) para as plantas ¢ a enzima deixa de ser induzida pela caréncia de fésforo mas
pelos nutrientes disponiveis do meio que s¢ encontram nas suas maiores concentracdes.

O que diferencia as variedades ¢ a eficiéncia de cada uma delas em relagio ao
uso de fosforo. A cultivar Carioca (Figura 1), cficiente e responsiva ao fosforo, atingiu
valores de atividade da fosfatase 25 mg kg'! em 60 minntos muito antes que as
variedades CNF-10 e EMPA 84 (Figuras 2 ¢ 3} consideradas ineficientes e responsivas.
Os resultados semelhantes obtidos com as variedades Carioca, CNF-10, EMP-84, a 120
minutos, revelam que o tempo limite para o teste da atividade da fosfatase 4cida ¢ de
60 minutos, discriminando melhor as variedades quanto a deficiéncia em fosforoou a
eficiéncia no seu uso.
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Figura 1. Efcito do pH. temperatura, tempo de incubago e do fésforo na
atividade da fosfatase acida em raizes do feijoeiro var. Carioca.
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Figura 2. Efeito do pH, temperatura, tempo de incubagdo e do fosforo na
atividade da fosfatase dcida em raizes do feijoeiro. var. CNF-10.
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Figura 3. Efeito do pH, temperatura, tempo de incubagio e do fésforo na
atividade da fosfatase icida em raizes do feijoeiro, var. EMP-84.

A atividade da fosfatase acida foi melhor expressa quando se usou o detergente
neutro Triton X-100 (1g.kg"' ) + etanol absoluto (10g.kg") sob vacuo (Figura 4). As
amostras ao serem submetidas a vacuo tiveram o oxigénio retirado, o que,
consegiientemente, favorecen uma maior penetrabilidade dos reagentes na amostra. O
etanol pode também ter evitado a oxidagio de algum compaosto orginico, essencial para
a reagiio, no estado reduzido ou vice-versa (Leopold & Kriedemann 1975). O
tratamento referente A adicio de PNPP, sob vacuo, constituin ¢ segundo melhor
tratamento, porém correspondente a 50% do valor observado no melhor tratamento.
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Figura 4. Efeito dos tampdes na expressio da atividade da fosfatase acida.

Em outra pesquisa realizada com a finalidade de verificar se h4 alguma relagio
entre a atividade da fosfatase icida determinada da parte aérea e a das raizes do
feijoeiro das variedades Carioca, EMP-84 ¢ CNF-10, a variedade Carioca apresenta a
mais baixa atividade tanto na parte aérea como nas raizes (Figura 5). Estes resultados
sdo esperados uma vez que esta cultivar € tida como cficiente e responsiva a adigGes de
fosforo no meio de crescimento. Foi verificada uma relacfo fothas-raizes de 5,72 nesta
variedade. A variedade CNF-10 situa-se como intermediaria, em valores absolutos,
apresentando valores superiores aos da variedade Carioca. Sua relagio folhas-raizes é
de 4,37. A cultivar EMP-84 ¢ a que apresenta os maiores valtores da atividade acida,
com uma relagio folhas-raizes de 4,92, Estes resultados comprovam os testes de
eficiéncia ao uso de fosforo. As cultivares EMP-84 e CNF-10, consideradas ineficientes
e responsivas a adi¢io de fosforo, ao apresentarem maiores atividades da fosfatase
acida, mostraram utilizar esta enzima para compensar suas necessidades em relagdo a
este nutriente,

Com uma maior disponibilidade de dgua no solo, aumentou-se também a
atividade da fosfatase 4cida nas folhas do feijoeito e todas as variedades (Figira 6).
Sob condigdes de déficit hidrico (0,035 MPa), trés variedades demonstraram ser
altamente eficientes na absor¢3o de fésforo, Moruna, Carioca e BAT-085, apresentando
os mais baixos indices de atividade da fosfatase, como preconiza McLachlan (1980) ¢
Thung (1998). Estes valores 34 eram esperados uma vez que estas variedades sempre
sdo as que se comportam melhor nas condigdes adversas de campo, sendo, portanto,
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BAT-070, CNF 126 ¢ Aroana-80 apresentaram atividades maiores, indicando assim
uma baixa eficiéncia de absorgdo de fosforo. As demais variedades cultivadas sitoam-se
numa faixa intermediiria.

Em condi¢Bes normais de cultivo de feijdo, ou seja fornecendo 4gua de acordo
com as necessidades da planta, cbservou-se ainda a cultivar Carioca como uma das
mais eficientes. Neste ¢aso, houve uma inversdo de cultivares, sendo a BAT-258 a mais
eficiente em condigBes favordveis de umidade. Por outro lado, a cultivar BAT-70
continnou mostrando ineficiéncia na wtilizagio de fosforo nas condigdes de déficit
hidrico. Também mostraram ineficiéncia nas condigbes normais de cultive, as
cultivares BAT-070, CNF-126 ¢ Aroana-80. Os estudos realizados com resisténcia
protoplasmatica t€m revelado que as cuitivares resistentes a secas apresentan
membranas mais resistentes e nfio solubilizam grandes quantidades de enzima (Ejin
1957).
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Figura 5. Concentragdes da fosfatase acida nas raizes e folhas de trés cultivares
do feijociro.
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Figura 6. Efeito do estresse hidrico na atividade da fosfatase dcida na folha de
dez cultivares do feijoeiro.

CONCLUSOES

Os maiores valores de atividade da fosfatase 4cida verificaram-se quando as
amostras foram submetidas ao teste por um intervalo de incubagio de 120 minutos. Em
pH entre 4,5 € 5,5 , os maiores valores foram obtidos no tempo de 60 minutos de
incubagdo 4 temperatura de 30°C. Maiores atividades da fosfatase 4cida foram
verificadas quando se utilizaram substincias tamponantes, como o PNPP + Triton X-
100. O vacuo constituiu um fator positivo para a atividade da fosfatase 4icida. As
relagGes parte aérea-raizes de atividade da fosfatase dcida foram de 5,72 para a
variedade Carioca, 4,91 para a variedade EMP-84 ¢ 4,36 para a variedade CNF-10. As
plantas, quando desenvolvidas sem estresses hidricos, apresentaram maiores valores de
atividade da fosfatase acida.
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