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Diferenciacion rapida de especies del Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus,
Lysinibacillus y Rummeliibacillus aisladas de miel mediante PCR-RFLP
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

Las bacterias meséfilas del género Bacillusy otros géneros A. A"“"S'S. n S{I’C" Gen 165r RNA de 32 especies
relacionados son las especies esporuladas que aparecen con mayor de secuencias tipo Eigj.gjg./e/z;e;ag;fbsag;;gOLS _577%/2‘5/” <
frecuencia en muestras de miel. Una misma muestra puede contener o )
. . : y Rummeliibacillus (Genbank)

mas de una especie de este grupo, por lo que el empleo de medios de Endunucleasas
cultivo semi-selectivos y diferenciales y pruebas m,icrobiolégicas Al AGACT T
posteriores para llegar a una correcta identificacion resulta Haelll - GG/CC A ]’/ ﬂ
complicada y laboriosa. Por otra parte, si bien la secuenciacion AN s I—| Sofware
comp[e’ra del gen 16S rDNA permite la identificacion de .|C(S.dIS'|'ln'|'GS l;’as;I GT"AC AL A E(£>j nc2 neb.com/NEBcutter?
especies bacterianas presentes en una muestra, secuenciaciones =2 —
parciales en el caso de especies estrechamente relacionadas pueden ' P
resultar en una identificacion erronea. El estudio de los Al =
polimorfismos por restriccion de la longitud de los fragmentos de 2 | | = _

. s / . —1 500 =——
ADN generados por la digestion de enzimas endonucleasas en ¢ -,'-“‘%\ | — =
combinacion con PCR (PCR-RFLP) permite detectar diferencias entre |-
IGS S@CU@“C'GS de alelos. # Ends Coordinates Length (bp) N

(LeftEnd)-Hhal 1-559 559
Hhal-(RightEnd) = 1092-1486 395

OBJETIVO T -
Elaborar un esquema de identificacion rapida para ¢ Mttt 56256 :
diferenciar 32 especies de los géneros Bacillus,
Brevibacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus y
Rummeliibacillus citadas en miel mediante el
anadlisis de los distintos perfiles de restriccion. Bicrome

B. Anadlisis de cepas
aisladas de miel

MIEL

AISLAMIENTOS

RESULTADOS

Cortes /n silico generados por
la endonucleasa 7agI
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Iatker: DA Type:
100 bp DMA Ladder v | Unrmethylated v |

# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Tagl-Taqgl 44 1-2410) 500
2 Tagl-Tagl 34-440 A7

Taql-Tagl | 941-1289
Taql-(RightEnd) | 1300-1408
(LeREnd)-Tagl
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] none ¥ | Unmethylated |
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# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Tanl-Taql 7-912 Q06

Tagl-Tagl | 913-1271

5 | Tagl-(BightEnd) | 1272-1434 163
4 | (LeftEnd)-Tagl 1-6 &
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CONCLUSIONES

> Los polimorfismos observados por la variacion en 4
sitios de reconocimiento permitio seleccionar una
combinacion de 3 endonucleasas para diferenciar
patrones uUnicos para cada especie.

> El método descripto resulté rapido y efectivo para
identificar especies de Bacillus, Brevibacillus,
Paenibacillus, Lysinibacillus y Rummeliibacillus que han
sido citadas en miel.

Patrones de restriccion generados por AL, Hhal y
TagLl para diferenciar especies citadas en miel. Se
identificaron 107 cepas aisladas de miel como
pertenecientes a 21 especies diferentes
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