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ACTIVITY OF ACID PHOSPHATASE IN COMMON
BEAN AND ITS CORRELATION WITH SOME
PARAMETERS OF PLANT GROWTH

A field experiment was carried out at the experimental
field of Embrapa Arroz e Feijio with the objective to select
representative parameters of the common bean (Phaseolus
vulgaris L..) plant growth to be correlated with acid phosphatase
activity. The importance of this phosphatase is related with its
ability to improve phosphorus up fall under low concentration in
acid sotl. Five common bean cultivars were tested harvesting plants
at weekly interval starting from 7 till 56 days after germination.
The enzyme activity in decreasing order was observed in the LM
300030, Carioca, A-176, CNF-10 and Jalo cultivars at 14 day old
plants. All the plant parameters analyzed correlated negatively
with enzyme activity. Then, the phosphatase activity was
considered as a complementary mechanism to the plant to supply
its phosphorus needs. The curves of acid phosphatase activity,
imorganic and total phosphorus were similar and expressed by
second grade equations while both, inorganic and total phosphorus,
decreased according to negatively exponential equation modelings.

Um experimento ¢im condigdes de campo foi realizado no
campe experimental da Embrapa Arroz ¢ Feijo, Goiédnia (GO),
com & finalidade de selecionar pardmetros representativos do de-
senvolvimento do feijociro (Phaseolus vulgaris L.) para serem
correlacionados com a atividade da fosfatase 4cida. A importin-
cia desta fosfatase esta relacionada com a sua habilidade de reti-
tar fosforo em condigies de baixo teor deste nutriente em solo
dcido. Foram testadas cinco cultivares de feijfio através do reco-
lhimento semanal de plantas entre 7 ¢ 56 dias apds germinagdo.
Os maiores valores da atividade, em ordem decrescente, foram
observadas nas cultivares LM 300030, Carioca, A-176, CNF-10 ¢
Jalo, em plantas com idade entre 7 e 14 dias. Todos os parimetros
de crescimento analisados correlacionaram-se negativamente com
a atividade desta enzima. Por isso, a atividade da fosfatase foi
considerada um mecanismo complementar que a planta utiliza para
suprir suas necessidades em fosfore. As curvas de atividade da
fosfatase acida, fésforo inorganico e fosforo total foram seme-
lhantes e expressas por equagdes do segundo grau, enquanto os
fosforos, inorgénico ¢ total, decresceram de acordo com o
modelo negativo de equagdes exponenciais.

KEY WORDS: Phosphatase, acid soil, cornmon bean, Phaseolus
vulgaris, genotypes.

INTRODUCAO

A expressdo do potencial produtivo de uma
cultivar € exteriorizada de acordo com o seu grau de
adaptagio aos ambientes, muitas vezes adversos as
condigdes ideais para seu desenvolvimento. O pro-
cesso produtivo, neste caso, € acionado por mecanis-

PALAVRAS-CHAVE: Fosfatase, acidez do solo, feijio,
Phaseolus vulgaris, genétipos.

mos quimicos e fisiologicos, envolvendo sintetados,
enzimas ¢ hormdnios, para que a planta complete o
seu desenvolvimento. Em ambientes pobres em fos-
foro, um dos mecanismos envolvidos ¢ a produgio
de fosfatase 4cida.

Esta enzima, a fosfatase, no reino vegetal pode
ser constitutiva ou induzida por fatores externos como

1. Pesquisa realizada entre a Embrapa Arroz e Feijio ¢ Cemtro Internacional de Agricultura Tropical. Entregue para publicagio em setembro de 1999,
2. Embrapa Arroz e Feijdo. C.P. 179. CEP. 75.375.000. Santo Antonio de Goids. Goids.
3. Centro Internacional de Agricultura Tropical.
4. Bolsista do CNPq.
5. Pés-graduando em Agronomia da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias. Goidnia-GO.
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deficiéncia de fosfato inorgnico ou dificuldade de
absorver fosforo em condigdes de falta de agua. O
fosforo inorganico constitui uma fragdo expressiva do
fosforo total em muitos solos {(Appiah 1975).
Tarafdard et al. (1981) verificaram que a atividade
da fosfatase acida apresenta uma correlagio signifi-
cativa com o fosforo inorganico. A concentragio de
fosforo inorgénico no tecido da planta constitui um
parimetro de eficiéncia ao uso de fosfore. Quanto
menor o teor de fosforo inorganico no tecido, maior a
atividade da fosfatase acida no mecanismo do uso de
fosforo pelas plantas (Freitas 1995).

Formas distintas desta enzima, denominadas
isoenzimas, ocorrem como resultado das respostas
adaptativas ou, entio, naturalmente em diferentes or-
gios da mesma planta (Tamura ef al. 1982). Elas
podem estar livres no solo ou ligadas a parede celular
ou até mesmo localizadas na face externa do
plasmalema. Embora o papel desta enzima nio seja
totalmente conhecido, sabe-se que, pelo fato de ab-
sorver do solo apenas formas inorganicas de fosfato,
a planta pode ser um agente transportador destes com-
postos ou um agente hidrolisador dos ésteres dos
fosfatos no meio, convertendo formas ndo disponi-
veis em disponiveis. A habilidade de retirar fosforo
em situagdes com baixo teor de fosforo disponivel foi
associada a capacidade das plantas em acidificar a
regifo da raiz. MacLachlan (1976) observou uma re-
lagdo direta entre a capacidade de a planta absorver
fosforo do solo e a atividade da fosfatase acida.
Besford (1976) considera que o teste de fosfatase
acida pode ser usado como teste rapido para diagnos-
ticar deficiéncia no uso de fésforo,

A fosfatase acida encontrada no solo nem sem-
pre ¢ de origem vegetal. A atividade da fosfatase aci-
da exocelular foi determinada como estimativa da ca-
pacidade de absor¢do das formas inorganicas de
fosfatos no solo. A concentragio de enzima aumenta
quando a quantidade de fosforo é baixa ou quando a
planta nfio consegue explorar o fosforo morganico dis-
ponivel. Como indicativo de que estas fosfatases sio
enzimas adaptativas, ocorre a intensificagio da sua
sintese pela planta ou por microrganismos, deterni-
nada pela exigéncia metabolica de fosfato pelos seres
VIVOS,

Se a produgiio de fosfatases € mecanismo de
adaptagio que ocorre em maior quantidade em situa-
¢Oes de baixa disponibilidade de fésforo, ou em plan-
tas com menor capacidade de utilizar fésforo
inorganico do solo, a relagio inversa entre produgio
de massa e atividade enzimatica pode, entdo, ser util
quando se desejam discriminar espécies capazes de

utilizar melhor o fosforo do solo. Alguns parAmetros
representativos do crescimento da planta e relaciona-
dos com a atividade desta enzima podem ser obser-
vados na sele¢io de plantas a serem adaptadas a am-
bientes pobres em fosforo.

O indice da atividade de fosfatase acida pode-
ria também ser indicador da caréncia de fosforo, de
produgdes das cultivares ou da indisponibilidade
induzida deste nutriente por elevadas concentragdes
de aluminio trocavel ou de manganés disponivel no
solo.

O presente trabalho tem como objetivos avali-
ar o comportamento da enzima fosfatase icida e co-
nhecer a correlagio entre a atividade da fosfatase aci-
da com os pesos verde e seco da parte ireas, raiz ¢
total, densidade dtica ¢ os teores de fosforo inorgénico,
em cinco cultivares do feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no campo experi-
mental da Embrapa Arroz e Feijao, Goidnia (GO),
em latossolo-vermetho escuro, contendo 1 e 27 g kg
'dePeK; 1,5¢0,7 cmol_kg'de Cae Mg, respecti-
vamente, com cinco cultivares do feijoeiro (Carioca,
LM 300030, A-176, CNF-10 ¢ Jalo). As raizes foram
submetidas aos testes de fosfatase acida pelo método
colonmétrico (Bessey ef al 1946, McLachlan 1976),
e tiveram o fosforo inorgénico (PT) (MacLachlan 1976,
Thung 1995) analisado em intervalos de sete em sete
dias, apos a germinagio, até 56 dias. O delineamento
experimental fot inteiramente casualizado com cinco
repeti¢des.

0 sistema radicular foi lavado em agua corren-
te, com sabdo neutro e com agua destilada. As amos-
tras de 2 gramas foram colocadas em solugdes
reagentes. Os tubos foram incubados por 40 minutos
a 30°C (Freitas 1995). Apos a incubagfo, juntaram-
se 3 ml de extrato a 3 ml de tampdo PNPP + ctanol
1% + Triton X-100 0,1%. Os tubos foram vedados e
submetidos a vacuo sob pressio negativa de 50 mm
de mercurio até que as bolhas de ar caracteristicas
fossem retiradas da solugio.

As leituras da densidade 6tica (DQ) foram rea-
lizadas no espectofotometro em absorbancia, com
comprimento de onda de 410 nm, contra uma prova
em branco que continha todos os ingredientes, exceto
extrato da raiz. A atividade da fosfatase acida foi ex-
pressa pela relagdo DO/g de matéria seca.

A solugdo de paranitrofenilfosfato (PNPP) foi
composta de 27, 216 g de acetato de sodio (3H,0),
diluidos em 500 ml de agua, e titulou-se até pH 5,5



com acido acético 0,2M, adicionando 500 mg de
paranitrofenolfosfato e completando-se para 1.000 ml.

O tampio basico de coloragio de PNPP fo1
composto de 0,084 de glicerina, 3,920 g de hidroxido
de sodio, completando o volume para 1.000 ml com
agua e elevando o pH a 12,6. No momento da sua
utilizagdo adicionou-se alcool etilico 1% e Triton X-
100 0,1%.

O fésforo inorganico (PI) foi analisado a 2,5cm
da raiz principal, lavada com agua destilada. Coloca-
ram-se 5 ml de agua destilada nos tubos de reagdes,
que foram, entdo, mantidos em banho-maria a 45 °C
durante 40 minutos. Extraiu-se 1,2 ml de extrato, co-
locou-se na agua gelada para reduzir o efeito de
oxirredugdo e adicionaram-se 2,1 ml de solugdo de
mistura de acido ascorbico (solugdo A) +
heptamolibdato de aménio (solugdo B). As amostras
foram levadas para estufa a 45°C por 20 minutos. As
leituras foram feitas no espectofotometro, em com-
primento de onda a 820 nm, contra uma prova em
branco que continha todos os reagentes menos a raiz.
Utilizaram-se tanto a solugdo dupla da mistura A, con-
tendo 10% de acido ascorbico, quanto a mistura B,
contendo 0,42% de heptamolibdato de aménio.

Apos a leitura das solugdes, foi feita uma cur-
va padrdo de P com a finalidade de transformar a
leitura em absorbancia em mg kg' de PI (fosforo
inorganico) e posteriormente pc-a 0,1 g L (Figura

1).
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Figura 1. Curva padrio relacionando leituras
das dosagens crescentes de fosforo e densidade oti-
ca (DO), onde atividade = densidade otica/g.

A determinagdo de P-total foi realizada levan-
do as plantas inteiras (parte aérea, raiza 2,5 cm) a
estufa a 105°C durante 48 horas. Apds secas, foram
moidas ¢ submetidas a analise foliar (Moraes &
Rabelo 1986).

Os dados dos parametros de produgao (cresci-
mento da raiz, massa da matéria verde total, massa
da matéria verde da raiz ¢ da parte aérea, fosfatase
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acida da massa da matéria verde da raiz, matéria seca
da raiz, fosfatase acida da matéria seca da raiz, mas-
sa da matéria seca da parte aérea ¢ massa da matéria
seca total da raiz) foram anotados com a finalidade
de verificar a correlagdo entre a produgio e a ativida-
de da fosfatase acida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se diferengas significativas da ati-
vidade da fosfatase acida entre cultivares (Figura 2).
As cultivares que apresentaram maior atividade da
fosfatase acida foram Carioca, LM 300030 ¢ A-176.
A importancia destas respostas diferenciadas esta no
conhecimento da capacidade de desenvolvimento e
produgdo de determinadas cultivares em solos pobres
em fosforo. Ja se observou que a concentragdo desta
enzima aumenta na planta quando esta € desenvolvi-
da em ambiente com baixas concentragdes de fosforo
ou quando ela ndo consegue explorar o fosforo
inorganico disponivel.

ATIVIDADE DA
FOSFATASE
ACIDA

Carioca LM A-176 CNF-10 Jalo
300030

CULTIVARES

Figura 2. Resposta diferencial da atividade aci-
da entre cultivares aos 14 dias apos a germinagio.

As fosfatases sdo enzimas adaptativas e a in-
tensificagdo da sua sintese em plantas ou em micror-
ganismos € determinada pela necessidade de fosforo
para o seu desenvolvimento. MacLachlan (1976), ao
observar a relagdo entre a capacidade da planta em
absorver fosforo ¢ a atividade da fosfatase acida, atri-
buiu a habilidade de retirar fosforo em situagdes com
batxo teor de fosforo disponivel a capacidade da planta
em acidificar a regido em torno da raiz.

Os parametros de crescimento correlacionaram
positivos linearmente com a densidade otica (Tabela
1), significando que quanto mais velha a planta,
maiores quantidades de fosforo, em valores absolutos,
encontram-se no seu tecido ¢ maiores leituras sdo
obtidas no espectofotometro. O mesmo ndo correu
com a atividade da fosfatase acida, que ¢ um
parametro relativo, isto ¢, a atividade é o produto da
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divisdo da densidade 6tica pela quantidade em gramas
de matéria seca, equivalente 4 matéria verde utilizada
nos testes de atividade da fosfatase acida (AFA=DO/
g). Matile (1965) e Baker & Takeo (1974) haviam
observado que uma maior atividade da enzima ocorre
em tecidos novos. Isto pode explicar por que a
concentragio de fosforo no tecido e a atividade da
fosfatase acida vio diminuindo 4 medida que a
planta vai envelhecendo. O peso verde da raiz
(-0,94}, o peso seco total da raiz (-0,92), o peso seco
da raiz (-0,92), o comprimento da raiz (-0,92), a
fosfatase acida do peso verde da raiz a 2,5 cm
(-0, 88), o peso verde total (-0,87) foram significativos
¢ negativamente correlacionados linearmente com a
atividade da fosfatase acida. (Tabela 1).

As cultivares com maior atividade da fosfatase
acida apresentaram menores comprimentos das raizes
(Figuras 2, 3 ¢ 4). E provavel que estas cultivares por
disporem de um sistema radicular pouco desenvolvi-
do apresentem dificuldade em absorver nutrientes,
dentre eles o fosforo. Para conseguir retirar as quan-
tidades necessarias deste nutriente do ambients, o
feijoeiro desenvolve o mecanismo da atividade da
fosfatase. Breseghelo e af (1987) concluiram haver
maior grau de atividade da fosfatase Acida em plantas
de fetjoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com sistema
radicular reduzido, sugerindo ser a atividade da
fosfatase dcida um mecanismo complementar de ab-
sor¢do de fosforo.

Tabela 1. Correlagio linear entre densidade otica (DO) e atividade da fostase acida (AFA) com parimetros
de crescimento em plantat do feijoeiro com 14 dias apos a germinagéo.

CR' PVR’ pvpa’ pvT’ PVRFA® PSR’ PSRFA’ PSPA" PSRT
DO NS 0,88* 0,89* 080* 0,94+ 092* NS (0.89* NS
AFA 092 094% NS 087 NS 092*  088* NS 092*

* Correlagio significativa ao nivel de 1%

1. CR = comprimento da raiz, 2. PVR = peso verde da raiz, 3. PVPA = peso verde da parte aérea, 4. PVT = peso verde total, 5. PVRFA = fosfatase 4cida
na massa verde da raiz a 2,5 cm, 6. PSR = peso seco da raiz, 7. PSRFA = fosfatase 4cida na matéria seca da raiz a 2,5 om, 8. PSPA = peso seco da parte

aérea, 9. PSRT= peso seco total da raiz.
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Figura 3. Comprimento da raiz do feijoeiro.
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Figura 4. Comprimento de raiz em relagio a
atividade da fosfatase acida do feijoeiro



Os maiores valores de atividade da fosfatase
acida foram observadas em plantas com idade entre
7 e 14 dias (Figura 5). Mesmo que a planta nio apre-
sente a maxima atividade da enzima, é nesta fase que
ela produz volume de massa verde suficiente para ser
usado nos testes analiticos. As duas primeiras sema-
nas constituem o tempo necessario para que a planta
consuma suas proprias reservas provenientes das se-
mentes. Somente apos este periodo € que as folhas
trifoliadas apresentam uma area satisfatoria para rea-
lizar a fotossintese e fabricar suas proprias reservas.
A amostragem em plantas, 15 dias apos a germina-
¢do, é correta para conseguir dados da atividade de
fosfatasc acida, pois a planta sc cncontra em pleno
desenvolvimento ¢ numa fase em que esta enzima
encontra-s¢ ainda bastante ativa.

Os teores de fosforo inorganico e de fosforo
total apresentaram uma redugio proporcional ao en-
velhecimento da planta. (Figuras 6 e 7). Algumas con-
sideragdes importantes devem ser desenvolvidas para
explicar os resultados obtidos, porque, embora seja
considerada constitutiva no reino vegetal, esta enzima
pode ser induzida por fatores externos. Como
endoenzima ela pode funcionar como carreadora do
fosforo ¢ favorecer a sua absor¢do (Bielesk: 1973);
como exoenzima pode atuar como condicionador do
ambiente. Se acido, ela pode hidrolisar o fosforo ndo
disponivel, tomando-o acessivei ao sistema radicular
(Appiah 1975). Freitas (1995) considera que quanto
menor o teor de fosforo organico no tecido, maior a
eficiéncia da enzima nos mecanismos de obtengdo de
fosforo pelo vegetal.
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Figura 5. Atividade da fosfatase acida na raiz
de cinco cultivares do feijociro.
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Figura 7. Concentragio de fosforo total na raiz
do feijoeiro em relagdo 4 idade da planta.

O que se pode observar € que a atividade desta
enzima ¢ oposta ao processo de crescimento vegetal.
(Tabela 2 e Figuras 8 ¢ 9 ). Enquanto as massas das
matérnas verde e seca aumentam com a idade da planta,
a atividade do enzima decresce. Esses resultados su-
gerem que existe algum mecanismo regulador na plan-
ta, que ativa a enzima no momento oportuno em que
a planta necessita do nutriente. A atividade da enzima
¢ grande enquanto a planta ndo apresenta um volume
de raiz suficiente para absorver o fosforo do ambien-
te. A medida que o crescimento da parte aérea, que
corresponde ao desenvolvimento radicular, vai-se tor-
nando independente, a atividade da fosfatase acida
vai decrescendo.
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Tabela 2. Correlagdo linear entre peso verde (PVR) e peso seco da raiz (PSR) com alguns parimetros
de crescimento em plantas feijoeiro, 14 dias apods a gerninagio.

4

PVPA'  PVT PSRFA’

7

10

PVRFA' PSE psPA’ DO LFY i PSR PST
PVPA - 099% 098" (9 . 098" 089 . 0,93+ 0,93 0,08%+
PVR 0.95¢  097* - 098  094*  098** 0g8*  091* 0.92* D.99*e 0,98*
PVT 099% - 0,99%* (95 0,99%%  099%  089* 093 0,93 0.95* 0,99%*
PSPA 0,98%*  099%  096* 097% - . 089* 095 0,96+ 0,97*+ 0,99+
PSR 093 094* 09* - 053  097** 092 08T* 0,89% - 098¢
PST 0,97**  098%%  095%  098%*  098%  099**  090* 0.94* 0,98+ 0,98** .

* e ** significativos a 1 e 5% respectivamente.

1. PVPA = peso verde da parte drea, 2. PVT = peso verde total, 3. PYRFA = fosfatase dcida na massa verde da raiz, 4. PSR = peso seco da raiz, 5. PSRFA
= fosfatase dcida na matéria seca daraiz a 2,5 cm, 6. - PSPA = peso seco da parte aérea, 7. DO = densidade otica, 8. LFI = leitura de fosforo inorganico
no espectofotémetro, 9. LI = leitura de fosforo inorginico em (mg/kg ), 10. PSR = peso seco da raiz, 11, PST = peso seco total, 12. PVR = peso verde

da raiz.
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Figura 8. Peso verde médie do feijoeiro obti-
do semanalmente durante o periodo de experimenta-
Gao.
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Figura 9. Peso seco médio do feijoeiro durante
o periodo de experimentagio.

Os testes de correlagdo mostraram que a ativi-
dade da fosfatase ¢ inversamente proporcional ag peso
verde, ao peso seco da raiz € ao peso total da planta.
(Tabela 2). Ja que todos os demais pardmetros repre-

sentativos do crescimento do feyoeiro correlacionam
entre si, estes testes devem ser usados para testes de
deficiéncia nutricional de fosforo. Atvalmente, preci-
sa ser definido até quanto a menor attvidade da enzima
reflete em menor teor de fosforo no tecido em deter-
minada fase de crescimento da planta do feijoeiro bem
nutrido. Observando as Figuras 4, 6 ¢ 7 pode-se con-
cluir que a tendéncia de comportamento similar da
atividade da enzima com os teores de fosforo concor-
dam com Besford (1976), que considera o teste da
fosfatase acida uma ferramenta que pode ser usada
como teste rapido para diagnosticar a deficiéncia de
fosforo na planta.

Associando os resultados com ¢ desenvolvi-
mento do feijoeiro em campo, onde a cultura ¢ quase
sempre desenvolvida em areas com residuo de adu-
bagdo fosfatada, pode-se inferir que comportamentos
diferenciais podem ser esperados quando se desen-
volvem varias cultivares em uma mesma area. Olivei-
ra & Malavolta (1982) e Oliveira et al. (1983) atribu-
iram a agdo de alguma enzima, até entio nio defini-
da, a diferenciagio na eficiéncia do uso de fosforo
nas varias cultivares do feijoeiro desenvolvidas na pre-
sen¢a de aluminio e manganés. Oliveira ef al. (1987)
apresentaram resultados parciais que vém confirman-
do aimportancia da atividade enzimatica na absor¢io
de fosforo.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste es-
tudo, concluiu-se que a densidade 6tica correlacionou
o0 peso verde seco da parte afrea, raiz e total positi-
vamente com os parametros da planta, tais como cres-
cimento da raiz, peso verde da raiz, peso verde da
parte aérea, peso verde total, peso verde da raiza 2,5
cm do caule, peso seco da raiz, peso seco da parte



acrea e peso seco total da raiz. Ao contrario, a ativi-
dade da fosfatase acida correlacionou negativamente
com Os Mesmos parametros.

O comprimento da raiz, a produgio de massa
verde ¢ a produgéo de matéria seca aumentaram, en-
quanto a atividade da fosfatase icida e as concentra-
¢oes de fosforo inorgénico e total reduziram com a
idade da planta. A queda da atividade da fosfatase
acida, em fungio do crescimento da planta, foi muito
menor em relagfio & queda das absorgdes de fosforo
inorganico ¢ total. Enquanto a atividade foi descrita
através de uma curva do segundo grau, as absorgdes
de fosforo organico e total foram descritas através de
equagles exponenciais.

Todos os parametros de crescimento
correlacionaram positivamente entre si e com as lei-
turas de fosforo inorganico no tecido. Devido a este
resultado, pode-se inferir que o mecanismo da ativi-
dade da fosfatase acida € um processo de compensa-
¢30 que o fejoeiro utiliza para cobnr snas caréncias
em fosforo durante o seu desenvolvimento.
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