Fixagao de nitrogénio (redugio de acetileno)
em cupins (Insecta: Isoptera) da Amazonia Central

Resumo

Vinte e uma espécies de cupins foram coletadas de
seus cupinzeiros em areas de pastagem, floresta secun-
daria e floresta primaria, numa fazenda na Amazénia
Central no Brasil. A atividade de nitrogenase associa-
da com os cupins foi testada imediatamente pelo méto-
do de reducéio de acetileno. Todas as atividades maio-
res (acima de 100 nmoles C_H, produzidos/g de peso
seco/hora) ocorreram em cupins do género Nasutiter-
mes coletados na pastagem. Nasutitermes & conheci-
do como o género mais comum na drea. As taxas de
reducdo de acetileno detectadas em cupins da floresta
primaria e secundéria foram mais baixas que na pasta-
gem; porém, cupins do género Nasutitermes nio foram
testados na floresta secundaria. A diferenca da taxa
de reducdo de acetileno entre os cperérios e soldados
foi pequena. As taxas foram lineares dentro de pe-
riodos de trés horas de incubacdo, exceto em dois de
nove casos. A fixacdo de nitrogénio associada com
cupins pode ser um fator ecolégico importante na Ama-
zbnia Central,

INTRODUGAO

O desenvolvimento de uma floresta tropi-
cal Umida requer um consideravel “input” de
nitrogénio, parte do qual pode ser atribuida
fixagdo biolégica de nitrogénio (Nye & Green-
land, 1960). Existem poucas informacdes de
estudos sobre fixagdo de nitrogénio em flores-
tas tropicais (imidas. Somente a partir do de-
senvolvimento da técnica de reducédo de aceti-
leno para estimar fixacso de nitrogénio (Hardy
et al., 1968) é que tem sido possivel efetuar
tais experimentos nos trépicos. Resultados
positivos foram mencionados por Edmisten
(1970), que detectou atividade em epifitas na
superficie de folhas na Costa Rica. Norris
(1969) encontrou “nodulagdo abundante” de
raizes em solo arenoso na Reserva Ducke, pré-
ximo a Manaus, Brasil. No entanto, esta obser-
vac@o néo pdde ser verificada em nossas pes-
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quisas no mesmo local; resultados negativos
foram consistentemente obtidos por Sylvester-
Bradley, Podesta e Oliveira (dados ndo publi-
cados) que testaram raizes, folhas e solo de
florestas primérias e secundérias na Amazdnia
Central pelo método de reducdo de acetilenc.
Nodulos nédo foram encontrados nas raizes de
leguminosas na floresta primaéria.

Cupins formam uma grande proporgéo da
biomassa faunistica da Amazbnia Central
(Fittkau & Klinge, 1973). Tem sido mostrado
recentemente que ocorre fixagdo de nitrogénio
no intestino posterior de alguns cupins da Ca-
liférnia (Benemann, 1973; Breznak et al., 1973)
e na Austrélia (French et al., 1976) .

O presente trabalho relata os resultados
de experimentos destinados a testar a habili-
dade de reducdo de acetileno em cupins, numa
tentativa de encontrar as fontes de fixacéo de
nitrogénio na regido.

MATERIAIS E METODOS

A fazenda, na qual os experimentos foram
realizados (Fazenda Aruand) estd situada no
Km 232 da Rodovia Manaus-ltacoatiara (AM-
010) . Foram estudadas trés dreas dentro da
fazenda: pastagem, floresta secundiria (ca-
poeira) e floresta primdria. A pastagem e a
capoeira estavam com seis anos, sendo que
o desmatamento de ambas foi feito com moto-
-serra, e periodicamente a pastagem tem sido
limpa com tercado. A pastagem contém mui-
tos troncos em decomposicdo e troncos de
drvores, nos quais estava localizada a maioria
dos ninhos de cupim dos experimentos. Nunca
foi usado fertilizante na fazenda, porém ester-
co de gado pode ter causado concentragdes
locais de fertilidade.
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Foram realizados trés experimentos, em
28 de outubro, 02 ¢ 29 de novembro de 1977.
Cupins sozinhos, cupins com pedacos de seus
ninhos ou somente material do ninho foram
colocados em frascos de vidro de 7 ml de ca-
pacidade, com trés repetigdes. No segundo e
terceiro experimentos, as castas dos cupins
foram separadas. Os frascos foram fechados
firmemente com tampa de rosca contendo sep-
to de borracha. Num experimento preliminar, o
ar de alguns dos frascos foi removido com ar-
gbnio antes da injeg@o de oxigénio e acetileno.
Entretanto, viu-se que, sob estas condigdes,
0s cupins morriam, assim em todos os testes
subseqiientes o acetileno (10% v/v) foi inje-
tado diretamente nos frascos contendo ar. O
acetiieno foi injetado dentro de uma hora apés
a coleta dos cupins de seus ninhos. Foram
incluidos controles sem cupins e sem aceti-
leno. As amostras de gas foram coletadas
ap0s mais ou menos uma hora e injetadas em
“Vacutainers” (obtidos na Becton — Dickison
Ind. Cirargicas S.A., Tomaz Carvalhal, 697,
Paraiso — SP — Brasil) .

Em alguns casos, as amostras de gas fo-
ram coletadas apds vérios intervalos de tempo.
Os frascos contendo cupins e os Vacutainers
foram entdo transportados para Manaus, onde
foram medidos o etileno e o acetileno, usando
um cromatégrafo de gas Hewlett-Packard com
detector de chama de ionizagéo, de coluna de
1 m de comprimento preenchida com Porapak
R. O cromatdgrafo foi calibrado usando uma
série de diluicdes de um padrdo de etileno
(*Gas-Can”, obtido de Phase Separations Ltd.,
Deeside Industrial Estate, Queensferry, Clywd,
Gales) .

Nanomoles de etileno produzido foram cal-
culados da diferengca entre a quantidade de
etileno nos frascos dos testes e nos controles.
Os resultados foram expressos por cupim e
por grama de peso seco de cupins.

Os cupins foram classificados em morfo-
espécies e depois enviados ao Dr. Renato L.
Aradjo, do Museu de Zoologia da Universidade
de Séo Paulo, Brasil, que os identificou até
género, As morfo-espécies de cada género fo-
ram representadas por letras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividades de redugdo de acetileno em
cupins coletados na pastagem s&o mostradas
na Tabela 1. Nao foi detectada a producéo de
etileno nos controles sem acetileno, nem no
material de ninhos sem a presenca de cupins.
Pode ser visto que as atividades mais altas
(acima de 100 nmoles C:H. produzidos por gra-
ma de peso seco por hora) ocorreram em
cupins do género Nasutitermes. Este género
é o'mais comum na érea (Bandeira, 1978) . Ele
pertence a familia Termitidae, que é conside-

* rada como sendo a familia de cupins mais evo-

luida. Na maioria das espécies desta familia
nao se conheca simbiose especifica com pro-
tozodrios intestinais, e é presumivel que bac-
térias e fungos sejam mais provavelmente os
responsaveis pela decomposicédo da celulose
(Honigberg, 1970) . Os géneros de cupins men-
cionados na literatura como reduzindo mais
acetileno pertencem a familias consideradas
como sendo menos evoluidas que Termitidae,
nas quais a digestdo de madeira é processada
por protozoarios simbiontes no intestino pos-
terior., Uma espécie de Nasutitermes (N. exi-
tiosus) foi mencionada por French et al. (1976)
como reduzindo 40 nmoles de C.H:./g de peso
fresco/hora, mas somente apds tér sido ali-
mentado com papel de filtro por 24 horas; os
cupins alimentados com madeira nao reduzi-
ram acetileno.

Benemann (1973) e Breznak et al. (1973)
encontraram atividades mais altas em opera-
rios que em soidados de cupins. Entretanto,
nossos resultados ndo mostram nenhuma dife-
renga consistente entre estas duas castas. Em
Nasutitermes sp C, por exemplo, foram testa-
das quatro séries de amostras tanto de opera-
rios como de soldados e a probabilidade de as
duas castas serem diferentes foi abaixo de
0,95 (t = 0,76; gl = 16).

Breznak et al. (1973) relataram um decrés-
cimo de atividade com o tempo. No entanto,
nossos resultados (Fig. 1) mostram uma taxa
linear exceto em dois de nove casos, onde a
diferenca envolveu um acréscimo na taxa, néo
um decréscimo. E possivel que, em alguns ca-
s0s, haja uma mudanca de taxa com o tempo

que foi ocultado pela variabilidade entre repli-
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cacOes. Somente experimentos posteriores
podem verificar estas diferencas entre nossos
resultados e os de outros autores.

A Tabela 2 mostra as atividades de redu-
¢do de acetileno de cupins coletados na ca-
poeira e na floresta primaria. Pode ser visto
que nenhuma atividade particularmente alta foi
observada. Apenas em dois casos as espécies
coletadas na floresta também o foram na pas-
tagem (Armitermes sp C). Em ambos os ca-
sos, a média da atividade foi mais baixa na
floresta que na pastagem. Bandeira (1978)
coletou 13 espécies de Nasutitermes na ca-
poeira; em nossos experimentos, este género
ndo foi testado na capoeira, mas foi o que apre-
sentou maior atividade na pastagem. E possi-
vel, entdo, que as atividades detectadas na

capoeira tenham sido subestimadas. Maiores
taxas de fixagé@o de nitrogénio podem ser espe-
radas na pastagem e na capoeira do que na flo-
resta primaria, pois hda um nimero maior de
cupins nesses dois ambientes (Bandeira,
1978), e esta populagio crescente precisaria
de uma quantidade maior de nitrogénio para
sustentd-la.

Um aspecto importante da fixagdo de ni-
trogénio associada com cupins seria seu efeito
na velocidade de decomposicio da madeira
que pode ser aumentada com adigtes de nitro-
génio (Aho ef al., 1974) . Uma atividade de fi-
xacéo ‘'de nitrogénio mais elevada nos cupins
poderia possibilitar uma degradacdo mais ra-
pida, favorecendo a reciclagem de nutrientes
no ecossistema,

TABELA 1 — Atividades de reducéo de acetileno em cupins de Pastagem na Fazenda Aruana. Os valores sdo médias
-(3¢) de 3 repeticies (exceto onde indicado (* n = 1; ** n=2) = erro padréo (ep) de nmoles de etileno produzido

por g peso seco por hora (nm/g/h).

Em parénteses, estdo nmoles de etileno produzido/cupim/h (nm/c/h). As

amostras de gds para andlises foram coletadas entre 0,75 e 2,13 h de incubacdo com acetileno.

SOMENTE OPERARIOS

GENEROS DE CUPINS nm/g/h nm/c/h
X = ep X
Amitermes sp. A 1063 =+ 1,85 (0,017)
2488 = 520 (0,036)
Grigiotermes sp. 000 = 0,00 (0,000
398 =+ 2,05 (0,005)
Armitermes sp. = == i
Cornitermes sp. A — — —
Heterotermes sp. 28,07 =+ 2,20 (0,009)
Labiotermes sp. 471 = 1,02 (0,009) **
Nasutitermes sp. A — —_ —_
Nasutitermes sp. A 3291 =+ — —_
Nasutitermes sp. C 4477 = 11,20 (0,028)
156,00 = — (0,056) *
320,05 = 180,06 (0,278)
12216 = 28,01 (0.125)
Nasutitermes sp. D — — —
Nasutitermes sp. F 89,12 = 18,30 (0.102)
' 46,60 =+ 13,72 (0,062)
Nasutitermes sp. G 6,04 =+ 1,91 (0,026)
Nasutitermes sp. H 395,15 =+ 49,11 (0,237)

Neocapritermes sp. A — = —

OPERARIOS E SOLDADOS

SOMENTE SOLDADOS

nm/g/h nm/c/h nm/g/h nm/c/h
k ep 5% 3 =+ ep
— —_ 13,45 — (0,020)*
39,711 =+ 1,90 (0,081) **
0,00 =+ 0,00 (0,000) 0,00 = 0,00 (0,000)
4275 =+ 6,82 (0,053) — — —_
31,57 =+ 1,93 (0,046) — _ —_
—_ —_— — 0,00 =+ 0,00 (0,000)
544,96 = 60,16 (0,559) — = —
3291 == 19,03 (0,031) — — =
3551 =+ 17,79 (0,022)
30,20 = —  (0,011) "
—_ —_ —_ 221,34 =+ 59,75 (0,129)
26,00 =+ — (0,017 "
253,33 = 70,58 (0,182) — . L
= — == 20742 = 29,09 (0,157)
7247 =+ 15,22 (0,059) **
—_— —_ — —_ — [(0,306) *
0,00 =% 0,00 (6,000} — —_ —_

Fixacio de nitrogénio. ..
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TABELA 2 — Atividades de reducdo de acetileno em cupins coletados em capoeira e floresta priméaria na Fa-

zenda Aruand. Os valores sdo médias () de 3 replicagdes (exceto onde indicado (*n = 1; ** n = 2)); = o

erro padrido (ep) de nanomoles de etileno produzido por g de peso seco/h (nm/g/h). Em parénteses estao

nanomoles de etileno produzido por cupim/h (nm/c/h). As amostras de gas para analises foram coletadas
entre 040 e 2,22 horas de incubag@ao com acetileno.

C APOEIRA

GENEROS DE CUPINS

OPERARIOS

SOLDADOS

nm/g/h nm/c/h nm/g/h nm/c/h
X ep X X ep X
Amitermes sp. B 0,00 = 0,00 (0,000) 0,00 == 0,00 (0,000)
Cornitermes sp. B 7,22 — (0.012)* 524 x 196 (0013)°*
Neocapritermes sp. B 18,22 = 9,09 (0,020) 000 = 000 (0,000)
Spinitermes sp. 000 = 0,00 (0,000) 000 = 0,00 (0,000)
Syntermes sp. 18,00 = 7,01 (0,083) 146 = 1,47 (0,012)
FLORESTA PRIMARIA
GENEROS DE CUPINS OPERARIOS SOLDADOS
nm/g/h nm/c/h nm/g/h nm/c/h
X ep X X ep X
Armitermes sp. 000 = 0,00 (0,000) 0,00 = 0,00 (0,000)
Constrictotermes sp. 383 =+ 3.84 (0,002) — — —
Nasutitermes sp. C 16,00 = 8,07 (0,019) 11,58 =+ 5,99 (0,005)
Termes sp. 20,36 = 12,34 (0,007) 0,00 = 0,00 (0,000)

Outra importancia seria na nutricdo dos
cupins. A taxa mais elevada de redugédc de
acetileno detectada foi 544,95 nmoles/g de
peso seco/hora (0,559 nmoles/cupim/hora)
em Nasutitermes sp A (Tabela 1). Assumindo
uma relacio de peso seco para peso tmido de
1:10, esta quantidade seria equivalente a 54,5
nmoles/g de peso umido/hora (366,24 ug N/g
de peso umido; més, usando uma taxa de con-
verséo de C:H. : N: igual a 3:1). Benemann
(1973), baseado numa quantidade de 17,5 mg
de nitrogénio por grama de peso de Kalotermes
(Hungate, 1941), calculou que demoraria 30
meses para dobrar o conteido de nitrogénio
dos cupins, mesmo & maior taxa observada
(566 ug N/g peso imido/més) . Porém, usando
dados do contelido de nitrogénio da madeira
do mesmo trabalho (Hungate, 1941), e da taxa
do seu consumo (Lee & Wood, 1971) demora:
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riam 110 meses para os cupins conseguirem
a mesma quantidade de nitrogénio desta ma-
deira, mesmo que todo o nitrogénio da madeira
fosse aproveitado. Deve haver, entdo, uma ou-
tra fonte de nitrogénio para os cupins. De fato
Moore (1969) considerou o papel do caniba-
lismo na ciclagem de nitrogénio nos cupinzei-
ros. A medida que os cupins vdo morrendo,
sdo devorados no proprio cupinzeiro, dimi-
nuindo assim, a necessidade de nitrogénio, que
poderia ser completada pelas taxas de fixacao
detectadas. Istg viria explicar a baixa fixagao
de nitrogénio quando comparada com as ne-
cessidades reais do cupim.

Além disso, Breznak (1975) detectou ati-
vidades de reducdo de acetileno em ninfas jo-
vens como sendo 317 vezes maior do que em
ninfas mais velhas. Isto sugere que nos cupin-

...zeiros em formacao, devido ao seu crescimento

Sylvester-Bradley et al.
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Fig. 1 — Nanomoles de etileno preduzido/g cupim (somente operarios) em trés intervalos de tempo. Os valores
(médias de 3 replicagdes, exceto G com 2 replicages) foram corrigidos para vazamento, usando-se altura dos picos
de acetileno como padrdo interno. Os valores de F sdo das anilises de varidncia das 3 taxas em cada gréafico de
teste bicaudal. * = significante a 90%.

A: Nasutitermes sp. C (F = 690*); B: Amitermes sp. A (F = 6,51*); C: Nasutitermes sp. F(F = 0,35); D:
Anoplotermes sp. A (F = 4,97); E: Nasutitermes sp. G (F = 4.87); F: Nasutitermes sp. C (F = 0,17); G: La-
biotermes sp. A (F = 4,86); H: Nasutitermes sp. H (F = 0.30); [ Heterotermes sp. A (F = 0,78).
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e & pequena proporgdo de cupins velhos, deve
haver uma atividade de fixacdo de nitrogénio
muito maior para suprir as necessidades do
cupinzeiro. Sugere também uma subestimacéo
das taxas de reducdo de acetileno verificadas
no nosso trabalho, e as dos outros autores,
onde ndo foram testadas as atividades destas
formas jovens.

A fixacdo de nitrogénio associada com
cupins pode também ser importante como uma
fonte de nitrogénio para o ecossistema. Nye &
Greenland (1960) estimaram que sdo necessa-
rios 100 kg de nitrogénio por hectare por ano

a serem fixados por meio de fixacdo de nitro- -

génio para a regeneracao da floresta. Para
calcular a taxa de fixacdo de nitrogénio asso-
ciada com os cupins que pode fornecer esta
quantidade de nitrogénio, é necessério saber
o numero de cupins por hectare. Usando a
mesma taxa de conversdao de N; : C.H. (1:3),
para fixar 100 kg N/ha/ano, e assumindo uma
média de 0,5 nmoles C:H. reduzido/cupim/hora
(= 4,67 ng N/cupim/hora) deveria haver apro-
ximadamente 2,5 X 10° cupins por hectare. Isto
é uma quantidade muito grande de cupins: Lee
& Wood (1971) estimaram 1.000 — 10.000/m?
na Africa. Torna-se necessario concluir entao
ser improvével que a fixacdo de nitrogénio em
cupins possa fornecer todo o nitrogénio neces-
sério para a regeneracdo da floresta. Porém,
uma certa proporcdo pode ser fornecida; so-
mente com trabalhos adicionais, esta sugestéao
pode ser verificada.
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SUMMARY

Twenty one species of termites were collected from
their nests in areas of pasture, sscondary forest and
primary forest at a cattle ranch in Central Amazdnia,
Brazil. Theyi were tested immediately for nitrogenase
(acetylene reducing) activity. The highest activities
(more than 100 nmoles C,H, produced/g dry weight/hour)
all occurred in termites of the genus Nasutitermes
collected in the pasture. Nasutitermes is known to
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be the commonest genus in the area. The rates of
acetylene reduction detccted in termites from primary
and secondary forest were lower than in the pasture;
Nasutitermes was not tested in the secondary forest
however. The difference in rate of acetylene reduction
between workers and soldiers wall small. Rates
were linear within three hour incubation periods except
in two out of nine cases. Nitrogen fixation associated
with termites may be an important ecological factor in
Central Amazdnia.
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