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Um dos problemas enfrentados para se caracterizar eficientemente comunidades
bacterianas associadas a plantas, é a co-amplificacdo das sequéncias de
cloroplastos e mitocbndrias da prépria planta hospedeira. Essas organelas
compartilham um ancestral em comum com microrganismos e consequentemente,
possuem similaridade de sequéncia de DNA com algumas linhagens bacterianas.
Isso acaba por gerar dados metagenédmicos com alto nimero de sequéncias que
necessitardo serem removidas em etapas extras no processamento dos resultados.
Uma das abordagens recentes para evitar esse problema, é a utilizacao de primers
blockers. Esses primers possuem alta especificidade com sequéncias de 16S
organelares, como é o caso do Polimero de Acido Nucleico (PNA), que se liga no
DNA de cloroplastos e mitocéndrias e ndao é reconhecido como um iniciador pela
DNA polimerase na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), e consequentemente,
impede que sejam gerados amplicons. Com isso, o objetivo foi testar a eficiéncia do
primer blocker de plastidio pPNA no bloqueio da amplificacdo de sequéncias de 16S
plastidial e mitocondrial de raizes de soja. Para isso, foram coletadas dezesseis
amostras de raizes de soja (Glycine max), de uma regiao rural do municipio de Sao
Gabriel, RS. O DNA microbiano das raizes foi extraido utilizando o kit comercial
PowerSoil® DNA (MoBio, USA). A regidao V4 do gene 16S foi amplificada por PCR,
com volume de reacéo de 25uL, onde metade das amostras receberam 0,25 uM de
primer pPNA (PP0O1 — GGCTCAACCCTGGACAG). As amostras foram purificadas,
quantificadas e apds sequenciadas utilizando a plataforma lon Torrent PGM. O pré-
processamento dos dados brutos do sequenciamento foram analisados utilizando
QIIME2. Para o controle de qualidade e filtragem das sequéncias foi utilizada a
pipeline DADAZ2 e posteriormente a taxonomia obtida utilizando banco de dados
SILVA (versdo 132). Os resultados da analise taxonémica indicaram uma
abundancia média total de sequéncias de cloroplasto nas amostras que nao
receberam o pPNA de 46,92% (£ 23,94%). Ja a abundéancia mitocondrial média
obtida nas mesmas amostras foi de 10,62% (£ 20,55%). As amostras que foram
amplificadas com o primer pPNA ndo apresentaram sequéncias de cloroplasto,
indicando que o primer bloqueador inibiu a amplificacdo do 16S plastidial. Por outro
lado, observou-se em média 0,36% (x 1,05%) de DNA mitocondrial. Os resultados
obtidos indicaram que o pPNA possui uma alta especificidade resultando em
bloqueio total na amplificagdo do fragmento de DNA 16S plastidial, além de uma alta
capacidade de bloqueio de sequéncia de DNA 16S mitocondrial no microbioma
radicular de soja. Sendo assim, caracteriza-se por ser uma o6tima ferramenta para
estudos de metagendémica do microbioma associado a plantas de soja.
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