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Introduccion

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva que produce
durante la esporulacién uno o mas cuerpos parasporales cristalinos
proteinicos (Cry) responsables de su actividad letal para diversos
invertebrados (artrépodos y algunos nematodos). Actlan previa
ingestion por parte del huésped, resultando en su intoxicacion,
dafio intestinal y consiguiente muerte. La cepa INTA Mol4-4
perteneciente al serovar darmstadiensis produce un cristal
bipiramidal y una inclusién en forma de barra (Fig. 1A), compuestos
por proteinas de 130, 60 y 40 kDa (Fig. 1B). Bioensayos realizados
con cultivos esporulados de esta cepa mostraron niveles altos de
toxicidad para el nematodo de vida libre Panagrellus redivivus. A
pesar de su importancia en la agricultura y salud humana, los
estudios realizados con cepas de B. thuringiensis nematicidas son
actualmente escasos, siendo también limitada la informacion
asociada a sus secuencias genémicas.

Fig. 1. (A) Imagen de microscopia electrénica de transmision de un complejo espora-
cristal de INTA Mo14-4. Inclusion en forma de barra [BA] y cristal bipiramidal [BA]. (B)
Perfil proteico de los cristales de INTA Mo14-4 [1] y marcador de peso molecular (kDa) [2].

Objetivo
Secuenciar y analizar el genoma de INTA Mo14-4, focalizando el

estudio en la identificacion de genes asociados a factores de
virulencia.
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Secuenciacién de genoma Ensamblado de las lecturas (CLC Genomic
" Workbench 21.0.3) + anotacion de
completo utilizandola ) e .
plataforma lllumina secuencias codificantes (servidor RAST) +
integridad del ensamblaje (BUSCO)

Extraccion DNA genémico
total de INTA Mo14-4

Fig. 2. Esquema resumido de la metodologia empleada.

Resultados

De la secuenciaciéon gendmica se obtuvieron 7.103.548 lecturas
simples con una longitud promedio de 241 pb.

_- Tabla 1. Principales estadisticas del
ensamblado del genoma de INTA Mo14-4.
Contigs > 500 pb 261
Largo total (pb) 6.403.763
Contig mas largo (kb) 372,79
N50 (kb) 76,99
Secuencias codificantes 6.986
Contenido en GC (%) 35,1

Completitud genoma (%) 99,8

Tabla 2. Caracteristicas de secuencia de las proteinas predichas de INTA Mo14-4.

Cry5 1245 139,7 Cry5Ba 99 Actividad

nematicida

Actividad
nematicida

Cry21 58,5 Cry21Aa

Cry65 117,2 Cry65Aa Parasporina

Bacilus thuringienss svar.
darmstadicasis INTA Mol4-4

Bacills thringensi ATCC 10792
Bacilon carss ATCC 14570
Bacilin slbos N35-10.2

Bacilo mobilis MOCC 1405542
Bacils wiedmanei FSL WB.0165
Bacilostopics 24

Bacils pacifics MOCC 1406182

Bacillus parssthracis MCCC 1400395

1750501

Basillus ot MCCC 1A00359.

NCIMB 14858

Basillus weihanstephanensis NERC 101238

Bacillus mycoides DSM 2048

MOOC 1400365

39198

1242

13318

Fig. 3. Andlisis filogenético del genoma de INTA Mo14-4 que comparte la misma rama del
dendograma taxondmico que la cepa tipo de B. thuringiensis.

Secuencias asociadas a virulencia,
/ enfermedad y defensa (1 %)

Otras secuencias
codificantes (99 %)

Fig. 4. Del total de 6.986 secuencias codificantes de proteinas identificadas, 73 fueron
asignadas con funciones en la virulencia, enfermedad y defensa.

Conclusiones

Se aportan datos para desarrollos tecnolégicos futuros destinados
tanto a la investigacién como al disefio de nuevos bionematicidas
bacterianos. El rol de las proteinas homdlogas a Cry5Bal y
Cry21Aal, como responsables de la actividad nematicida de la cepa
INTA Mo14-4, queda pendiente de comprobacién.




