ldentificacion del probiotico Shewanella putrefaciens Pdp11l mediante PCR a través
del transposon unico que interrumpe al gen que codifica para la proteina fenazina
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Shewanella putrefaciens Pdpll (Pdpll) es una cepa descrita como probidtico en
peces de importancia acuicola. La secuenciacion de su genoma ha permitido establecer
comparaciones a nivel gendmico con otras cepas patdgenas pertenecientes al mismo
genero. Como parte del estudio del genoma de Pdpll se han identificado la presencia
de 6 transposones y su ausencia en 7 cepas de Shewanella.sp (Pérez Gomez Olivia et o
al., 2021). En este trabajo se plantea el uso del transposon que interrumpe la proteina 1::35: |
PhzE, implicada en la biosintesis de la fenazina, para la identificacion especifica de _ y ‘
Pdpll. Asi como, la puesta a punto de la PCR para determinar la sensibilidad de 10S|giqura 1. Compmbcién mediante gel de Agarosa del producto de PCR
cebadores en la identificacion del probiotico. En los cultivos acuicolas, Pdpll se|evidenciandose la presencia del transposon (region A y B) en el genoma

.. : : : : del probidtico y su ausencia en otras cepas del genero Shewanella.sp

administra a los peces mediante su dieta en concentraciones de 10° ufc/gr de pienso,
este trabajo permitiria la futura identificacion y cuantificacion del probiotico en
muestras intestinales, asi como el estudio del potencial de colonizacion del mismo.
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Figura 2. Comprobacion mediante gel de Agarosa del producto
de PCR de la amplificacion del transposon a diferentes
concentraciones de DNA/cultivo del probiotico. Determinandose
una sensibilidad de 3x 102 células/ml.
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< 4 El transposon compuesto por el gen interrumpido de
[ Alineamiento de ] la PhzE y transposasa, evidencia unos bajos valores de
B — ]; i el N cobertura con las secuencias disponibles en el NCBI,
Nsayos In siico secuencia del fransposon - 7 - -q - - s/ =
! TGAAGTA-ACT <}— R confirmandose In silico la presencia unica en Pdp1l. Se
TCATGTACACT (' disenaron dos pares de cebadores, siendo mas
) o ’. especificos los correspondientes a la region B (forward:
- iy T TGGTATCATCGACTGGGACA, reverse:
transposon J L TACCGCATATGGTTGTCGAA) empleado en los

ensayos de sensibilidad. Las PCR realizadas en las 13
cepas de Shewanella.sp ensayadas y su analisis en gel
de agarosa, confirman la presencia de este transposon
e en el probidtico y su ausencia en otras cepas y especies

vz, R S A dem Se emplearon 13 cepas

Optimizacion de la PCR para determinar Ia
ausencia/presencia del transposon

" Ensayosenel | = e e | e | e B e B e de Shewanella. El ensayo de sensibilidad de los
-l . g a1 cebadores permite identificar la presencia del
SN L Py probiotico en cultivos con 3 x 10° celulas/ml para una
e N R concentracion de 10 ng/ul de DNA, siendo una
A ) e sensibilidad similar a la determinada en investigaciones
Determinacion de la sensibilidad de los » ¥ ] ] ]

CeradDics seliadas i1k detecoiin Yo previas para otros microrganismaos cCoOmo

del probiotico Pdp11 mediante PCR o (] . .. - .
\ / Tenacibaculum maritimus, Aeromonas salmonicida o
{ J Lacticaseibacillus rhamnosus X253 proximas a 103-104

ufc/ml (Zhao et al., 2022).
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El transposdn que interrumpe la proteina Implicada en la
biosintesis de fenazina, es un elemento que parece no detectarse en

{ J otras cepas relacionadas, como se propuso con los analisis in silico,
siendo un potencial candidato como elemento molecular para la
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