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Resumo 
O ciclo do nitrogênio, mediado pelos microrganismos do solo, é a principal fonte de emissão de óxido 
nitroso (N2O). Este gás é emitido naturalmente, porém, as atividades antropogênicas relacionadas a 
agricultura, para produção de alimentos e energia intensificam a emissão deste gás, o que se torna 
preocupante visto o cenário atual de emergência climática. Como uma forma de mitigar as emissões, 
o biochar pode ser aplicado no solo e estudos estão sendo feitos para esclarecer os efeitos da aplicação 
na comunidade microbiana. Ainda há uma brecha muito grande de experimentos realizados em solos 
tropicais, por isso, o objetivo deste trabalho é entender o efeito do biochar em alguns dos principais 
genes relacionados ao ciclo do nitrogênio nessas condições. As análises foram realizadas através da 
extração do material genético de amostras de solo e amplificações através de RT-qPCR. O gene 
relacionado a etapa de nitrificação em bactérias apresentou uma maior abundância nos picos de 
emissão de N2O. Ainda se fazem necessários estudos futuros para elucidar as interações entre o 
biochar e os componentes dos solos. 
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Introdução 
 

Os gases de efeito estufa (GEEs) são considerados, atualmente, os principais contribuintes para a 
mudança climática. A agricultura é responsável por 78% das emissões globais de óxido nitroso (N2O), 
um gás que possui um potencial de aquecimento 273 vezes maior que o dióxido de carbono (CO2) 
(FOSTER et al., 2021). A produção e emissão desse gás ocorre naturalmente e 75% do total que é 
emitido na atmosfera é produzido pelos solos (TIAN et al., 2020). Todavia, a atividade antropogênica 
relacionada a agricultura e utilização de fertilizantes nitrogenados aumenta a emissão deste gás e 
perturba seu ciclo natural. Em resposta a este cenário, nas últimas cinco décadas a concentração de 
N2O na atmosfera registrou um aumento significativo de mais de 20% (TIAN et al., 2020) 

O N2O é produzido durante o ciclo do nitrogênio (N) protagonizado por microrganismos presentes 
nos solos, principalmente bactérias e arqueias. Os genes envolvidos na síntese das principais enzimas 
que fazem parte do ciclo são o amoA, presente em bactérias (AOB-amoA) e em arqueias (AOA-amoA), 
que é ativo durante o processo de nitrificação; o nirS e o nirK, ativos no processo de desnitrificação 
onde o N2O é produzido; e por fim, o nosZ, que é ativo no processo de desnitrificação completa. Esta 
última etapa é responsável por reduzir o N2O novamente a gás dinitrogênio (N2) (Figura 1).  
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Figura 1. Ciclo do Nitrogênio e os principais genes envolvidos. 

 
Fonte: Gabetto (2023). 

 
Recentemente, estudos mostraram que o biochar pode ser empregado como uma estratégia para 

mitigar as emissões de N2O dos solos e diminuir os efeitos dos fertilizantes nitrogenados (CAYUELA et 
al., 2013; LIU et al., 2018; KAUR et al., 2022). O biochar é o resíduo sólido da pirólise realizada para a 
produção de biocombustíveis, e é um poroso, rico em carbono, que apresenta um grande potencial 
para ser aplicado no solo devido a potencialmente reduzir as emissões de N2O e promover o sequestro 
de carbono. Sua aplicação pode afetar diretamente os microrganismos relacionados ao ciclo do 
nitrogênio, como apontado por estudos prévios (CAYUELA et al., 2013; LIU et al., 2020; JOSEPH et 
al., 2021; FANG et al., 2022). Para uma mitigação eficiente é preciso entender a interação entre a 
aplicação do biochar e a dinâmica da microbiota do solo. Este trabalho possui como objetivo investigar 
esta interação através da comparação entre a abundância do gene da etapa de nitrificação em bactérias 
e em arqueias, após aplicação de diferentes concentrações do biochar.  

 
Metodologia 
 

Um experimento de 60 dias foi conduzido em casa de vegetação com mudas pré-brotadas de cana-
de-açúcar. Cinco condições foram testadas em 5 replicatas cada. Os tratamentos consistiram em: solo 
(CTR); solo com fertilizante nitrogenado (NF); NF com 15 Mg ha1 de palha de cana sobre o solo (NF+S); 
NF com 5 Mg ha-1 de biochar (NF+B5); e NF com 10 Mg ha-1 de biochar (NF+B10). Foram retiradas 
amostras de solo com 3 cm de profundidade em quatro dias de coleta (3, 11, 39, e 60 dias após a 
adubação com N) ao longo do experimento. O solo coletado foi inserido em tubos Eppendorf de 2 ml e 
armazenados em temperatura -80ºC até o uso.   

Das amostras coletadas, foram retirados 0.300 mg de solo para a extração de DNA seguindo as 
instruções do kit FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals – Santa Ana, CA, USA). A confirmação do 
DNA extraído foi feita através de gel de eletroforese e a concentração das amostras foi determinada 
pelo equipamento NanoDrop2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).  

O PCR quantitativo (RT-qPCR) foi realizado para quantificar o relacionado a abundância total de 
bactérias (16S) e os genes funcionais relacionados a produção das enzimas participantes da nitrificação 
(amoA), em bactérias (AOB) e arqueias (AOA). O RT-qPCR foi realizado no equipamento StepOne 
PlusTM Real Time PCR System (Applied Biosystems). O reagente utilizado foi o SYBRGreen PCR 
Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).  

Os dados obtidos do RT-qPCR foram utilizados para calcular a abundância relativa dos genes de 
interesse. Os valores absolutos de cada gene foram normalizados a partir do total de bactérias que foi 
quantificado em cada amostra, assim, o total de cópias de cada gene foi dividido pelo total de cópias 
do 16S. As análises estatísticas foram analisadas no software R (R Core Team, 2023), e as 
comparações entre os valores obtidos foram realizadas utilizando o pacote emmeans com o ajuste de 
Tukey a α=0.05. 
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Resultados 
 

De maneira geral, a abundância relativa dos genes funcionais variou de acordo com a aplicação dos 
tratamentos (Figura 2). Em relação aos genes da etapa de nitrificação, o AOA-amoA obteve um pico 
maior em comparação ao AOB-amoA nos dias 3 e 11 após a fertilização A única diferença observada 
quanto a abundância relativa de AOA amoA foi ao 39 DAF, onde o CTR teve média superior a todos os 
tratamentos exceto NF+B10. Quanto a abundância relativa do gene AOB-amoA, onze dias após a 
aplicação do fertilizante nitrogenado o tratamento NF+S apresentou a maior média em relação ao gene 
AOB-amoA, sendo 90% mais elevada do que a média do tratamento NF. Em comparação aos outros 
tratamentos, o NF+S apresentou ainda abundância relativa AOB-amoA similar ao tratamento NF+B10 
aos 11 DAF. Ao final do experimento, a abundância relativa de AOB-amoA sob o tratamento NF+B5 foi 
maior do que em CTR. 

 
Figura 2 - Abundância dos genes relacionados a nitrificação, em arqueias (AOA-amoA) e bactérias (AOB-

amoA) relativo à abundância do 16S rRNA nos diferentes tratamentos. Os dados que apresentam letras 
diferentes possuem significância estatística calculadas pelo teste de Tukey (p<0.05). 

 

 
 
 

Discussão 
 

Estudos demonstraram que o biochar é capaz de influenciar a biomassa e atividade microbiana nos 
solos (POKHAREL et al., 2020; LIU et al., 2020; JOSEPH et al., 2021). A aplicação do biochar aumenta 
a disponibilidade de recursos do solo adicionando carbono lábil a área, principal constituinte de 
compostos orgânicos que são facilmente mineralizados pelos microrganismos. A superfície e os poros 
do biochar também podem agir como habitats para os microrganismos e aumentar o movimento de 
nutrientes, água e ar, modificando o microambiente do solo (POKHAREL et al., 2020). 
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Em solos de clima temperado, a etapa de desnitrificação é a principal fonte de N2O (KAUR et al., 
2022). Em nossos resultados o gene AOB-amoA demonstrou os maiores picos de abundância. Em 
solos com o water-filled por space (WFPS) entre 35% e 60%, foi demonstrado que a etapa de 
nitrificação é a principal fonte de emissão do gás (KAUR et al., 2022). Desta maneira, estudos prévios 
realizados em solos tropicais observaram que a aplicação de resíduos da cana de açúcar, como palha 
e vinhaça, é capaz de provocar um aumento abundante de bactérias oxidadoras de amônio (SOARES 
et al., 2016; LOURENÇO et al., 2018). De acordo com estes estudos prévios, nossos resultados 
demostraram que a presença da palha sobre o solo e aplicação de biochar na dose de 10 Mg ha-1 
provocou um aumento na abundância relativa do AOB-amoA. Apesar de ambos os genes, AOA-amoA 
e AOB-amoA, estarem relacionados com a emissão de N2O, foi demonstrado que o AOB é responsável 
por 70% do N2O derivado da etapa de nitrificação (LIANG; ROBERTSON, 2021), isso pode ser 
explicado pelas alterações na composição das populações de bactérias nitrificantes.  

Muitos estudos corroboram esta hipótese e demonstram que, em solos tropicais, os genes AOB 
possuem uma relação íntima com a emissão de N2O (PAJARES; BOHANNAN, 2016; GRASSMANN et 
al., 2022). A resposta da aplicação do biochar depende de muitos fatores, tanto abióticos quanto 
bióticos, e ainda há a necessidade de aprofundar os estudos nos solos tropicais para entender a fundo 
essas interações e possibilitar a aplicação do biochar como uma técnica de manejo para a mitigação 
das emissões de gases de efeito estufa.  

 
Conclusão 
 

Através do presente trabalho pode-se observar que a abundância dos genes variou com os 
diferentes tratamentos e a presença da palha de cana induziu um aumento na abundância relativa do 
gene AOB-amoA, o que pode explicar o aumento nas emissões de N2O. Os resultados aqui obtidos 
são fundamentais para ajudar a melhorar a compreensão acerca do uso do biochar em solos tropicais 
e complementar estudos e projetos futuros para a sua aplicação, uma vez que a maioria dos estudos 
incluindo o biochar são realizados em climas temperados.  
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