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Resumeny palabras clave

Lactiplantibacillus plantarum es una de las especies bacterianas de mayor interés como
probidtico debido a su capacidad para adaptarse al tracto gastrointestinal y ejercer efectos
beneficiosos sobre la salud. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial probidtico
de seis cepas de L. plantarum mediante un analisis gendmico comparativo, prestando
especial atenciéon a marcadores relacionados con la seguridad, la supervivencia en el
tracto gastrointestinal, la adhesion, la inmunomodulacion, el metabolismo de
carbohidratos y la produccion de bacteriocinas. Para ello, se obtuvo el ADN genémico de
una cepa (LP1) a partir de un preparado probiodtico comercial, se realizé su secuenciacion
completa y se compard con los genomas de las cepas WCFS1, ATCC 8014, Y42,
KU15149 y ZJ316 mediante diversas herramientas bioinformaticas. Los resultados
mostraron una elevada conservacion genomica entre las seis cepas y la presencia de
numerosos determinantes genéticos compatibles con un elevado potencial probidtico,
incluyendo genes relacionados con la tolerancia al 4cido y a las sales biliares, la respuesta
al estrés, la adhesion al epitelio intestinal, la biosintesis de exopolisacaridos y la
produccion de bacteriocinas. Asimismo, se observaron diferencias entre cepas en
determinados sistemas funcionales, especialmente en el metabolismo de carbohidratos, la
composicion de los genes eps y el repertorio de plantaricinas, destacando la cepa LP1 por
presentar uno de los perfiles bacteriocinicos mas completos. En conjunto, este estudio
demuestra la utilidad de la genémica comparativa para la identificacion de marcadores
asociados al potencial probidtico y proporciona una base para futuros estudios

experimentales dirigidos a validar funcionalmente las caracteristicas observadas.

Palabras clave: L. plantarum; probidticos; gendmica comparativa; bioinformatica;

bacteriocinas; inmunomodulacion; exopolisacéridos.



Introduccidn

En las ultimas décadas, el interés por los microorganismos beneficiosos para la salud
humana ha experimentado un notable crecimiento, impulsado por el avance en el
conocimiento de la microbiota y su influencia sobre numerosos procesos fisiologicos. La
microbiota intestinal desempefia funciones esenciales relacionadas con la digestion, el
metabolismo, la sintesis de compuestos bioactivos, la proteccion frente a
microorganismos patdgenos y la regulacion del sistema inmunitario. Alteraciones en su
composicion o equilibrio, conocidas como disbiosis, se han asociado con diversas
patologias, incluyendo enfermedades gastrointestinales, trastornos metabdlicos,
enfermedades inflamatorias e incluso alteraciones neuroldgicas. En este contexto, los
probidticos han emergido como una herramienta prometedora para contribuir al

mantenimiento y restauracion de la salud intestinal.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) definen los probidticos como
microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas(1), confieren
un beneficio para la salud del huésped. Diversos estudios han demostrado que
determinadas cepas probioticas pueden ejercer efectos beneficiosos mediante diferentes
mecanismos, entre los que destacan la exclusion competitiva de microorganismos
patogenos, la produccion de metabolitos antimicrobianos, la modulacién de la respuesta
inmunitaria, el fortalecimiento de la barrera intestinal y la mejora de procesos digestivos
y metabolicos(2,3). Como consecuencia, los probidticos han adquirido una gran
relevancia tanto en el ambito clinico como en la industria alimentaria y biotecnologica,
siendo incorporados en una amplia variedad de alimentos funcionales y suplementos

nutricionales.(4)

Sin embargo, no todos los microorganismos presentan las mismas capacidades
probidticas. De hecho, muchas de las propiedades beneficiosas atribuidas a los
probioticos son especificas de cada cepa, incluso dentro de una misma especie
bacteriana(5). Por este motivo, la caracterizacion detallada de nuevas cepas constituye un
paso fundamental para evaluar su potencial aplicacion en salud humana.

Tradicionalmente, esta caracterizacion se ha basado en ensayos experimentales



destinados a evaluar propiedades como la resistencia a condiciones gastrointestinales, la
capacidad de adhesion al epitelio intestinal o la actividad antimicrobiana(5). No obstante,
el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva y de las herramientas
bioinformaticas ha permitido complementar estos estudios mediante el analisis

exhaustivo de los genomas bacterianos(6).

La gendmica comparativa constituye actualmente una estrategia de gran utilidad para la
identificacion de determinantes genéticos relacionados con funciones probioticas. El
analisis de genes y proteinas implicados en procesos de adaptacion al entorno
gastrointestinal permite predecir la capacidad de una cepa para sobrevivir al transito
digestivo y ejercer sus efectos beneficiosos. Entre los marcadores més relevantes se
encuentran aquellos relacionados con la resistencia al estrés acido y a las sales biliares,
condiciones que representan importantes barreras para la supervivencia bacteriana en el
tracto gastrointestinal. Asimismo, la presencia de sistemas de respuesta a diferentes tipos
de estrés, como el estrés osmotico, oxidativo o térmico, puede contribuir a mejorar la
viabilidad de las bacterias tanto durante los procesos de produccion industrial como

durante su permanencia en el huésped(7).

Otro aspecto fundamental en la evaluacion del potencial probidtico es la capacidad de
adhesion a la superficie de la mucosa intestinal. La adhesion favorece una interaccion
mas estrecha entre el microorganismo y el huésped, facilitando la colonizacion transitoria
del tracto gastrointestinal y potenciando efectos como la exclusion competitiva de
patogenos y la modulacion de la respuesta inmunitaria. Diversas proteinas de superficie,
proteinas de union a mucina, proteinas asociadas a la pared celular y otras estructuras
extracelulares han sido descritas como factores implicados en estos procesos de

adhesion(8).

Ademas de la supervivencia y la adhesion, la capacidad inmunomoduladora constituye
una de las caracteristicas mas valoradas en los probioticos. Determinados componentes
bacterianos pueden interactuar con células del sistema inmunitario y modular la
produccion de citoquinas o la activacion de diferentes rutas de sefalizacion celular. La
identificacion de genes implicados en estas interacciones proporciona informacion
valiosa sobre el posible impacto de una cepa en la regulacion de la respuesta inmune y en

el mantenimiento de la homeostasis intestinal(8).
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Entre las bacterias con mayor interés biotecnoldégico destaca la especie
Lactiplantibacillus ~ plantarum  (anteriormente clasificada dentro del género
Lactobacillus)(9). Esta bacteria acido-lactica presenta una notable versatilidad
metabolica y una amplia distribucion en diversos nichos ecologicos, incluyendo
alimentos fermentados de origen vegetal y animal, asi como el tracto gastrointestinal de
humanos y animales. Su capacidad para adaptarse a ambientes muy diversos se refleja en
la considerable variabilidad genética observada entre cepas, lo que la convierte en un

modelo especialmente interesante para estudios de gendémica comparativa.

Numerosos trabajos han descrito cepas de L. plantarum con propiedades probioticas
destacadas(10,11), incluyendo resistencia a condiciones gastrointestinales adversas,
capacidad de adhesion al epitelio intestinal, produccion de compuestos antimicrobianos
y efectos inmunomoduladores. Asimismo, su amplio repertorio de genes relacionados con
el metabolismo de carbohidratos le permite utilizar una gran variedad de sustratos,
favoreciendo su adaptacion a distintos entornos y contribuyendo potencialmente a la
produccion de metabolitos beneficiosos para el huésped. No obstante, la diversidad
genética existente dentro de la especie hace necesario analizar individualmente cada cepa

para determinar sus capacidades funcionales y su potencial aplicacion como probidtico.

En este contexto, el presente trabajo aborda el analisis bioinformatico de seis cepas de L.
plantarum con el objetivo de identificar caracteristicas genéticas asociadas a su potencial
probiotico. Mediante herramientas de analisis gendmico se evaluaran genes y marcadores
relacionados con la adhesion celular, la inmunomodulacion, la resistencia al acido y a las
sales biliares, la respuesta a condiciones de estrés y el metabolismo de carbohidratos,
entre otros factores de interés. La identificacion de estos determinantes permitira obtener
una vision mas completa de las capacidades funcionales de las cepas estudiadas y
contribuira al conocimiento de los mecanismos moleculares que sustentan sus posibles

efectos beneficiosos sobre la salud.

Ademas, se pretende hacer la contribucion de la secuenciacion completa del genoma de
una cepa de L. plantarum(nombrada como LP1 en este trabajo) no secuenciada al 100%

hasta el momento, la cual forma parte de un preparado probiodtico comercial.



Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el potencial probidtico de distintas cepas
de L. plantarum mediante la combinacidon de técnicas de laboratorio y herramientas
bioinformaticas, prestando especial atencion a la identificacion de caracteristicas
genéticas asociadas a funciones relevantes para la supervivencia y actividad de estos

microorganismos en el tracto gastrointestinal.
Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Obtener ADN genémico de alta calidad de la cepa L. plantarum LP1 a partir de
un preparado probiodtico comercial mediante técnicas de extraccion y purificacion

de ADN.

e Realizar la secuenciacion completa del genoma mediante secuenciacion de nueva
generacion (NGS) y ensamblar mediante herramientas bioinformaticas los datos

obtenidos para obtener un archivo FASTA de genoma completo.

o Realizar un estudio bioinformatico general comparativo del genoma anterior con
otros genomas depositados en bases de datos, concretamente de las cepas L.

plantarum WCFSI1, ATCC 8014, Y42, KU15149y ZJ316.

o Identificar genes y proteinas potencialmente implicados en la adhesion a
superficies mucosas y a células del huésped; la resistencia a condiciones adversas;
respuesta frente a diferentes condiciones de estrés ambiental; relacionados con la

inmunomodulacion; e implicados en el metabolismo de carbohidratos.

e Comparar los perfiles genéticos de las seis cepas estudiadas con el fin de
identificar similitudes y diferencias que permitan explicar posibles variaciones en

su potencial probidtico.

En conjunto, este estudio pretende contribuir al conocimiento de las bases genéticas que
sustentan las propiedades probioticas de L. plantarum, asi como demostrar la utilidad de
las herramientas bioinformdticas como apoyo en la seleccion y caracterizacion de cepas

con interés biotecnoldgico y potencial aplicacion en el &mbito de la salud humana.



Materiales y métodos

Extraccion del ADN gendmico de L. plantarum y secuenciacion.

Cultivo y extraccion del ADN gendmico

La cepa L. plantarum LP1 fue obtenida a partir de un probidtico comercial (Lactoflora®).
La bacteria se sembrd en medio solido Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y se incub6 durante
48h a 37°. A partir de las colonias aisladas, la bacteria se propagé mediante cultivo en

caldo MRS y se incub6 a 37°C durante 24h.

Tras la incubacion, se tomaron 2 mL del cultivo y se centrifugaron a 12.000 x g durante
5 minutos para la obtencion del sedimento celular. El sobrenadante fue eliminado y las

células recuperadas se emplearon para la extraccion de ADN gendémico.

La extraccion de ADN se realizd6 mediante el kit NZY Microbial gDNA Isolation
Kit(Nzytech) siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante con una

modificacion previa destinada a favorecer la lisis de la pared celular bacteriana.

Esta modificacion del protocolo consistid en resuspender el sedimento celular en 100 pLL
de tampon NME(tampén incluido en el kit), a los que se afiadieron 10 pL de lisozima

(500 mg/mL). La suspension se incub6 durante 1 hora a 37 °C(12).

Tras este tratamiento enzimatico, se comenz6 con el protocolo de extraccion indicado por

el fabricante hasta la obtencion del ADN genoémico purificado.

Evaluacion de calidad y cuantificacion

La integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5
% p/v utilizando condiciones estdndar de migracion y empleando RedSafe (Intron

Biotechnology) como agente de tincion para posterior revelado mediante luz UV.

La concentracion y pureza del ADN se determinaron mediante espectrofotometria
utilizando un equipo NanoDrop (BioDrop LT), determinando la absorbancia a 260 nm,

asi como los ratios de absorbancia a longitudes de onda de 260/280 y 260/230 nm.
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Secuenciacion genomica.

El ADN gendmico obtenido se empled para la secuenciacion completa del genoma de la
cepa L. plantarum LP1. Las muestras fueron enviadas en frio a Stabvida(Portugal),
laboratorio especializado en secuenciacion, que realizo la tecnologia basada en Illumina.
Tras el anélisis, el laboratorio externo enviod los archivos brutos (raw data) asi como los

datos de calidad correspondientes para el posterior analisis bioinformatico.

Los datos en bruto recibidos se subieron a la aplicaciéon web Proksee(13) y se obtuvo el
genoma ensamblado en formato FASTA. A partir de este archivo, se procedio al analisis

bioinformatico descrito a continuacion.
Analisis bioinformatico

A continuacion se realizaron diversos analisis bioinformaticos para la identificacion de
propiedades probidticas tales como ausencia/presencia de genes de resistencia a
antibioticos; identificacion de factores de virulencia; metabolismo de carbohidratos;

adhesion; resistencia a condiciones ambientales adversas e inmunomodulacion.

Cepas bacterianas y genomas analizados.

Los genomas completos en formato FASTA de 5 de las 6 cepas de L.plantarum estudiadas
de obtuvieron a partir de las bases de datos de NCBI: Las cepas y sus codigos de acceso
fueron: WCFS1 (GCA _000203855.3), ATCC 8014 (GCA _002749655.1), Y42
(CP116377), KU15149 GCA_002897015.1, ZJ316 (GCA_000338115.2).

El genoma de la cepa numero 6, LP1, se obtuvo mediante el procedimiento explicado en

el apartado anterior.

Analisis basico y comparacion estructural

El andlisis basico de los genomas se realiz6 con la herramienta de anotacion genomica
Bakta(14,15) disponible en linea. Esta herramienta permite la identificacion de
caracteristicas y componentes gendémicos como: tamafio del genoma (pares de bases),
%GC, genes codificantes (CDS), ARN ribosomico(rRNA), ARN de transferencia(tRNA)
y RNA no codificante(ncRNA).
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Identificacion de genes de resistencia a antibioticos

El estudio de genes de resistencia a antibidticos se hizo utilizando la herramienta RGI con

su base de datos CARD(Comprehensive Antibiotic Resistance Database)(16).

Se utilizaron los pardmetros por defecto de la herramienta y se obtuvo informacién como
la familia del gen de resistencia, el criterio de deteccion y el % de identidad con la region

de coincidencia, entre otros.

Identificacion de factores de virulencia

La deteccion de factores de virulencia se realiz6 mediante el uso de la herramienta
VFanalizer la cual hace una btisqueda de similitud de secuencias entre el genoma enviado
y las bases de datos de VFDB (Virulence Factor Data Base) para predecir posibles genes

asociados a factores de virulencia (17).

Para cada cepa analizada se envié un archivo FASTA con el genoma completo, y la
herramienta mediante homologia de secuencia en genes ortologos, realizd la

identificacion de genes asociados a factores de virulencia.

Metabolismo de carbohidratos

Se empleo la herramienta informéatica en linea dbCAN3(18). A partir del archivo FASTA
completo de cada uno de los genomas, se usaron los 3 filtros posibles (Diamond,
HMMER, dbCAN sub) y se seleccionaron las enzimas que mostraron resultados

positivos en los 3 filtros.

Adhesion

Para la definicion de posibles candidatos a factores de adhesion se hizo previamente una
busqueda en la herramienta de inteligencia artificial chatGPT pidiendo que devolviera
posibles factores de adhesion en bacterias probidticas. A continuacion, se realizé una
busqueda manual de los posibles factores de adhesion en los archivos de las anotaciones
en formato .TSV obtenido de la aplicacion web Bakta. Se buscaron proteinas de union a
mucina, asi como sortasas, exosortasas, proteinas con motivos LPXTG y factores de

agregacion.
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Resistencia al acido y a la bilis. Respuesta a condiciones de estrés.

La resistencia a las condiciones gastrointestinales se evaluo analizando los genomas de
las cepas, siguiendo el mismo procedimiento del apartado anterior centrando la busqueda
de genes en la anotacion .TSV de la aplicacion web Bakta. En ella se buscaron genes que
permiten la resistencia a diversas condiciones adversas como las encontradas en el tracto

digestivo. Los genes candidatos y su funcion se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Relacion de los posibles genes de resistencia al dcido y a la bilis y la funcion que tienen.

Gen/Sistema Funcion

ATPasa FOF1 Expulsa protones de la célula y ayuda a mantener el pH intracelular.

La glutamato descarboxilasa consume protones durante la
descarboxilaciéon del glutamato, contribuyendo a la resistencia
acida.

Sistema glutamato
descarboxilasa, GAD

Sistema arginina
deiminasa, ADI
Bile salt hydrolase,
BSH

Generan amoniaco y ayudan a neutralizar acidez.

La BSH hidroliza las sales biliares conjugadas.

Las chaperonas participan en el correcto plegamiento y reparacion
de proteinas que han sido danadas por condiciones adversas como
el pH acido, las sales biliares o el estrés oxidativo.

Se evalud la resistencia al estrés oxidativo mediante la busqueda de
genes relacionados con la resistencia a especies reactivas del
oxigeno (ROS) como el peroxido de hidrégeno, el anidon superdxido
y los radicales hidroxilo.

Chaperonas y
proteinas de estrés

Estrés oxidativo

Inmunomodulacion

La capacidad de inmunomodulacion se analizé haciendo un estudio de las anotaciones en
el archivo .TSV obtenidas de la aplicacion Bakta y buscando genes y funciones
relacionadas con la inmunomodulacién. Entre ellos se hizo una busqueda de las siguientes

caracteristicas mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas buscadas en los archivos .TSV con funciones inmunomoduladoras.

Caracteristica Funcion
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Los EPS son polisacaridos extracelulares que constituyen una de
las principales estructuras de interaccion entre la bacteria y el
hospedador. Se ha descrito que pueden modular la respuesta de
células inmunitarias, favorecer la produccion de citocinas
antiinflamatorias como IL-10 y contribuir al mantenimiento de la
integridad de la barrera intestinal. Por ello, los genes implicados en
su biosintesis son considerados marcadores relevantes de potencial
inmunomodulador.

Los acidos teicoicos son componentes fundamentales de la pared
celular de bacterias Gram positivas. La modificacion de estas
moléculas mediante genes como dlItABCD altera las propiedades
superficiales bacterianas y su reconocimiento por receptores
inmunitarios del hospedador, especialmente TLR2. Estas
modificaciones pueden influir en la intensidad de la respuesta
inflamatoria inducida por la bacteria.

Las proteinas de adhesion favorecen la interaccion directa de la
bacteria con la mucosa intestinal y las células epiteliales. Una
Proteinas de adhesién | mayor capacidad de adhesion incrementa el tiempo de permanencia
y unién al moco en el intestino y facilita la comunicacién bacteria-hospedador,
permitiendo que otros factores probiéticos ejerzan efectos
inmunomoduladores de manera mas eficiente.

Las sortasas son enzimas responsables del anclaje de proteinas de
superficie a la pared celular bacteriana. Muchas de estas proteinas
participan en la adhesion al epitelio intestinal y en la interaccion con

Biosintesis de
exopolisacaridos
(EPS)

Modificacion de
acidos teicoicos

Sortasas células inmunitarias. Por ello, la presencia de srtA se considera un
indicador de la capacidad potencial de establecer interacciones
estrechas con el hospedador.
Bacteriocinas

La identificacion de genes potencialmente implicados en la produccion de bacteriocinas
se llevo a cabo mediante el andlisis de las anotaciones gendmicas de seis cepas de L.

plantarum.

A partir de dichos archivos, se realizd una busqueda dirigida de genes pertenecientes al
locus de plantaricinas (pln), principal sistema bacteriocinico descrito en L. plantarum. Se
examinaron tanto los genes estructurales responsables de la sintesis de bacteriocinas,
incluyendo plnE, plnF, plnJ, plnK y los genes correspondientes a los péptidos oy B de la
plantaricina NC8, como los genes implicados en su regulacion (plnR, pinS, pinU),

exportacion (p/nG) e inmunidad (p/nl, pinL, pInM 'y plnP).

Posteriormente, se registro la presencia o ausencia de cada uno de estos genes en las
distintas cepas y se elabord una tabla comparativa para facilitar el andlisis de las
diferencias en el potencial bacteriocinico entre ellas. La interpretacion de los resultados

se basd en la composicion y complejidad de los loci de plantaricinas identificados,
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considerando que la presencia conjunta de genes estructurales, reguladores, de transporte
e inmunidad constituye un indicio de la capacidad potencial de producir bacteriocinas

funcionales.

Resultados y discusion

Para abordar los objetivos planteados en esta investigacion, en primer lugar, se llevo a
cabo un trabajo de laboratorio orientado a la obtencion de ADN genomico de la cepa L.
plantarum LP1, aislada a partir del probidtico comercial Lactoflora®, con el fin de
disponer de material genético de calidad para su posterior estudio y secuenciacion del
genoma completo. En segundo lugar, se realizd un andlisis bioinformdtico comparativo
de esta cepa junto con otras cinco cepas de L. plantarum (WCFS1, ATCC 8014, Y42,
KU15149 y ZJ316), con el proposito de identificar determinantes genéticos relacionados

con propiedades probidticas de interés

Extracciéon del ADN gendmico de L. plantarum y secuenciacion.

Evaluacion de calidad y cuantificacion

Tras el cultivo de L.plantarum LP1 en caldo MRS durante 24 horas a 37 °C, se procedio
a la extraccion de ADN genomico utilizando el kit NZY Microbial gDNA Isolation
Kit(NZYTech), incorporando una etapa previa de lisis enzimdtica con lisozima para
favorecer la ruptura de la pared celular bacteriana, ya que en las bacterias Gram positivas

es mas dificultoso.

La cuantificacion espectrofotométrica mediante NanoDrop mostr6 una concentracion
final de ADN de 83 pg/mL, indicando un rendimiento adecuado para los analisis
posteriores. Asimismo, los valores de absorbancia obtenidos fueron de 2,024 para la
relacion A260/A280 y de 1,169 para la relacion A260/A230, indicando una adecuada

pureza de la muestra.

La integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5

%p/v. EL ADN present6 una unica banda de elevado peso molecular sin evidencias
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apreciables de degradacion, lo que indica una extraccion satisfactoria y la preservacion

de la integridad del material genético (Ilustracion 1).

Hlustracion 1. Imagen del gel de agarosa realizado para comprobar la integridad del genoma. Carril: marcador de
peso molecular NZYDNA Ladder 11l de Nzytech, carriles 2 y 3: vacios, y carril 4: ADN genomico de L. plantarum
(LPI).

Tras confirmar que la muestra cumplia los parametros de calidad y pureza, esta fue

enviada a StabVida(Portugal) para su secuenciacion mediante la técnica Illumina.

La secuenciacion Illumina es una tecnologia de secuenciacion masiva basada en el
principio de secuenciacion por sintesis (sequencing by synthesis, SBS), en la que
nucledtidos marcados con fluor6foros se incorporan de forma secuencial a cadenas de
ADN en crecimiento, permitiendo determinar su secuencia mediante la deteccion de
sefales fluorescentes(19). Como resultado, se obtuvieron dos archivos de resultados en
formato FASTA (R1 y R2), que fueron ensamblados en un unico archivo FASTA
mediante la aplicacion web Proksee. El resto de genomas fueron descargados

directamente de la web de NCBI a partir de su codigo de acceso.
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Informacidén basica de los genomas

Los resultados del analisis basico del genoma obtenidos mediante la herramienta Bakta
muestran una elevada homogeneidad entre las seis cepas de L. plantarum estudiadas. El
tamafio gendmico oscil6 entre 3.264.387 pb en la cepa KU15149 y 3.395.341 pb en LP1,
con una diferencia maxima relativamente baja que refleja la conservacion estructural
caracteristica de esta especie. La cepa LP1 presenta el genoma mas grande (3.395.341

pb), mientras que KU15149 poseia el mas pequefio (3.264.387 pb).

El contenido de GC es muy similar en todas las cepas, situdndose entre el 44,4 % y el
44,6 %, lo que indica una alta estabilidad composicional y coincide con los valores
descritos para la especie L. plantarum(20). Esta uniformidad sugiere una estrecha relacion

filogenética entre las cepas analizadas.

En cuanto al numero de genes codificantes (CDS), se observo una variacion moderada,
desde 3.057 genes en KU15149 hasta 3.236 genes en LP1. De forma general, las cepas
con genomas de mayor tamafo tienden a presentar un mayor nimero de CDS, lo que
podria estar relacionado con una mayor capacidad metabolica o adaptativa. La cepa ZJ316

destaco por presentar 3.135 CDS a pesar de no poseer el genoma mas grande del conjunto.

Respecto a los genes de ARN ribosémico (rRNA), la mayoria de las cepas presentaron
entre 15y 16 genes, excepto LP1, que mostr6 unicamente 3 genes rRNA. Este resultado
podria reflejar errores en el ensamblaje o la anotacion gendmica, ya que se trata de un
valor considerablemente inferior al observado en el resto de cepas. El nimero de genes
tRNA vari6 entre 65 y 74, manteniéndose dentro de un rango estrecho que evidencia una
organizacion genomica conservada. Finalmente, los genes de ARN no codificante
(ncRNA) presentaron valores entre 4 y 9, siendo ATCC 8014 la cepa con mayor nimero
de estos elementos. En conjunto, estos resultados, recogidos en la Tabla 3, ponen de
manifiesto una notable conservacion gendmica entre las cepas estudiadas, aunque existen
pequenas diferencias que podrian contribuir a las particularidades funcionales y

probidticas de cada una de ellas.

Tabla 3. Tabla en la que se muestra informacion basica de los genomas de las 6 cepas bacterianas estudiadas.

Tamaiio %G N° genes rRNA tRNA ncRN

(3 genoma(BP) C codificantes/CDS genes CELES A
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WCFSH1 3.348,624 0'24 3124 16 74 4
ATCC 0.44

S0l 3.309,473 . 3104 15 67 9
0.44

Y42 3.324.561 A 3098 16 73 7
0.44

KU15149 | 3,264,387 ; 3057 16 70 7

2J316 3,299,755 0';‘4 3135 15 65 6

LP1 3.395.341 0'24 3236 3 68 8

Genes de resistencia a antibiéticos.

El andlisis de genes de resistencia a antibidticos realizado mediante RGI y la base de datos
CARD mostré resultados idénticos en las seis cepas de L. plantarum estudiadas. En todos
los casos se detectd un tinico gen asociado a resistencia antimicrobiana, identificado como
vanY en el cluster vanB. Este gen pertenece a la familia vanY, relacionada con los

mecanismos de resistencia a glicopéptidos.

La deteccion se realizo mediante el modelo de proteina homoéloga lo que indica que la
asignacion se basa en la similitud proteica con secuencias de referencia incluidas en
CARD. Todas las cepas presentaron un porcentaje de cobertura muy elevado respecto a
la secuencia de referencia (95,9 %), aunque el porcentaje de identidad fue relativamente
bajo (31,93 %). La presencia de este gen en todas las cepas sugiere que se trata de una
caracteristica conservada dentro de los genomas analizados. No obstante, el bajo nivel de
identidad observado indica que estas secuencias son divergentes respecto a los genes de
resistencia descritos en microorganismos clinicamente relevantes, por lo que serian
necesarios estudios adicionales para determinar su posible funcionalidad y relevancia

biologica.

A la vista de estos resultados, podemos concluir que las cepas estudiadas, carecen de
genes de resistencia a antibioticos, caracteristica esperada y favorable para que una cepa

pueda considerarse como probidtico(21).
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Factores de virulencia

Mediante la herramienta VFanalizer se constatd que este grupo de bacterias tienen genes
homologos a factores de virulencia presentes en bacterias patdgenas, pero estos resultados
hay que interpretarlos con cautela. En la mayoria de casos se trata de similitud de
secuencia con proteinas conservadas con funciones fisioldgicas normales no asociadas a

patogenicidad.

Se encontraron genes de adhesion de manera consistente en todas las cepas como lap,
plr/gapA. Estas proteinas pueden participar en la adhesion a la superficie intestinal, lo

cual es una caracteristica probiotica.

También se identificaron genes como cps4l, cpsY, rmlA, rmIB y rfbD que forman parte
de polisacaridos de la céapsula, los cuales confieren proteccion a la bacteria y pueden

generar inmunomodulacion positiva en el huésped, y no virulencia clinica.

En todas las cepas aparecié también el gen /isR, descrito en Listeria monocytogenes,
aunque en bacterias no patdgenas su funcion es participar en la supervivencia bajo estrés

acido y condiciones gastrointestinales.

Comparativamente se observa que todas estas cepas tienen un perfil muy parecido,
resultado esperado ya que pertenecen a la misma especie. Aun asi podemos confirmar
que las cepas WCFS1 y ATCC 8014 tienen un numero algo superior de coincidencias,

mientras que Y42 y ZJ316 mostraron un menor numero de coincidencias.

La conclusion de este apartado es que no se aprecian marcadores clasicos de alta
virulencia como toxinas mayores o genes claramente patogénicos. Por lo tanto, este perfil

coincide con el de bacterias probioticas que no tienen un riesgo asociado.

Las tablas con los datos obtenidos de la herramienta se pueden consultar en la seccion

Anexo.

Metabolismo de carbohidratos.

El analisis de enzimas activas sobre carbohidratos mediante el uso de la herramienta
dbCAN3 reveld una elevada diversidad de familias de enzimas implicadas en dicho

metabolismo en las seis cepas de L. plantarum, lo que pone de manifiesto una notable
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capacidad para metabolizar una amplia variedad de carbohidratos presentes tanto en el
medio ambiente como en el tracto gastrointestinal. En la Tabla 4 se presenta un resumen

de las enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos.

En todas las cepas se identificaron numerosas glicosiltransferasas (GT), especialmente
pertenecientes a las familias GT2, GT4, GTS, GT28, GT51, GT111 y GT125, implicadas
en la biosintesis de polisacaridos, glicoconjugados y componentes de la pared celular
bacteriana. Estas enzimas desempefian un papel importante en procesos relacionados con

la colonizacion, la formacion de biopeliculas y la interaccion con el huésped(22).

Por otro lado, las glicosil hidrolasas (GH) constituyeron el grupo mas abundante y
diverso, destacando las familias GH1, GH13, GH25, GH32, GH36, GH42, GH65 y
GH73. Estas enzimas participan en la degradacion de carbohidratos complejos,
oligosacaridos y polisacaridos, permitiendo la obtencion de azicares fermentables que
pueden ser utilizados como fuente de energia. La presencia recurrente de varias
subfamilias de GH13, asociadas al metabolismo de almidén y a-glucanos, sugiere una

especializacion en la utilizacidon de carbohidratos de origen vegetal y dietético(23).

La comparacion entre cepas mostro un elevado grado de conservacion, ya que gran parte
de las familias identificadas estuvieron presentes en todos los genomas analizados. No
obstante, también se detectaron diferencias que podrian conferir ventajas metabdlicas
especificas. En concreto, la cepa ZJ316 presentd familias exclusivas como GHS85 y
GT127, mientras que LP1 destacod por la presencia de GH70, GT122 y del complejo
CBM41+CBM48+GH13 14, ausentes en el resto de cepas. Asimismo, WCFSI y
especialmente LP1 mostraron un repertorio enzimatico ligeramente mas amplio, lo que
podria traducirse en una mayor capacidad para utilizar diferentes sustratos

hidrocarbonados.

Ademas de las GH y GT, se identificaron diversos méddulos de union a carbohidratos
(CBM), entre ellos CBM32, CBM34, CBM48 y CBM50, que favorecen la unién de las
enzimas a sus sustratos y aumentan la eficiencia catalitica(24). También se detectaron
enzimas auxiliares (AA10) y carbohidrato esterasas (CE9), implicadas en la modificacion

y procesamiento de estructuras glucidicas mas complejas. La presencia combinada de
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estas familias enzimaticas sugiere que las cepas poseen sistemas metabdlicos bien

desarrollados para la captacion, degradacion y transformacion de carbohidratos(23).

En conjunto, los resultados indican que todas las cepas de L. plantarum presentan una

importante capacidad de aprovechamiento de carbohidratos, caracteristica que constituye

una ventaja adaptativa en ambientes ricos en polisacaridos complejos, como el tracto

gastrointestinal. Esta versatilidad metabdlica podria contribuir a su supervivencia,

persistencia y actividad probiotica, favoreciendo tanto la fermentacion de compuestos

dietéticos como la produccion de metabolitos beneficiosos para el huésped. Ademas, las

diferencias observadas entre cepas sugieren la existencia de capacidades funcionales

especificas que podrian influir en su potencial probidtico y en su adaptacion a distintos

nichos ecoldgicos.

Tabla 4. Se muestran las enzimas metabolizadoras de carbohidratos presentes en cada cepa. Tabla obtenida con los
resultados de la aplicacion web dbCANS3.

KU15149
CBMDO*CH T G114 GT4 GT4 GH2_10 GH65
GT4 GT4 GT2 GH1 GH36 GH13_39
GTizs | OBMRUTCH | Grias GT51 GH73 GT35
GH1 GH1 GT111 GT2 GH25 GT5
GT51 GT51 GH1 AA10 GT4 CBM48+GH13_9
GT2 GT2 GT51 GH65 GT127 GT4
AAT0 AAT0 GH13 GH25 GT111 GT2
GH65 GH13 AA10 GH13 GT?2 GH1
GH25 GH65 GH65 GH13 48 | GT125 GH73
GH13 GH25 GH13_48 CBMg’§+GH GH170 GH13_31
GH13_ 48 | GH13 48 GH25 GH32 GHA GT119
CBMSZ+GH | CBMSZ+GH | CBMSZ+GH |~ GH13_31 GT51 CBM50+GH25
GH36 GH32 GH32 GT119 GH65 GHO
GH32 GH13 31 | GH13_31 CBMgg"GH GH31_1 CE9
GH13_31 GT119 GT119 GT28 GH78 GT26
CB|\1/Igé_3;GH o128 CBI\1/Igi§;-GH CBI\1/I;1i;rGH Ao chs
GTi1g | CBMASICH | Grag GH170 GT119 GH32
GT28 GH73 GH170 GHr3 | CBMODTGH GH36
GT5 GH13_29 GT5 GT5 GT28 CBM32+GH85
GH73 CB%?’_“ZBGH GH13 29 | GH13_29 CB'\fgfg GH GH13_48
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GT35 GH170 GT35 CB'1V'3342’E)GH GT5 GH13
CB%?’“ZBGH GT5 GH73 GT35 GT35 GH31 1
GH170 GT35 GH13.39 | GH13.39 | GH13 39 GH170
CBM34+GH CBM34+GH
GH13 39 | GH13_ 39 A GH38 i 50 GH2_10
GH13_29 GH38 GH42 GH42 GH13_31 GH78
GH38 GH42 GH78 GH78 GH38 GH42
GH42 GH78 GH2_10 GH2_10 GH13 GT111
GH78 GH2_10 GH36 GH36 GH13_48 GT125
GH2_10 GH36 GH31 1 GH31 1 GH85 GT122
GH31 1 GH31 1 GH38 GH125 GH32 | CBM34+GH13 20
GH4 CE9 GH125 GH92 GH13_29 GT51
GH125 GT26 GHO2 GH20 CE9 GT28
GH92 GH126 GH20 CE9 GT26 GH13_29
GH20 GT125 CE9 GT26 GH42 GH20
CE9 GT26 GH126 GH92
GT26 GTO GT127 GH125
GT111 GH38
CBM41+CBM48+G
GT125 H13 14
GH70
AA10
Adhesion

El andlisis comparativo de los factores genéticos relacionados con la adhesion mostré que
todas las cepas estudiadas presentan un repertorio de proteinas compatible con una
elevada capacidad de interaccion con el epitelio intestinal y la capa mucosa. En primer
lugar, se identificaron en las diferentes cepas entre dos y cuatro proteinas con dominios
MucBP (Mucus Binding Protein), siendo las cepas KU15149 y LP1 las que presentaron
el mayor numero de ellas. Estas proteinas median la unién especifica a las glicoproteinas
presentes en el moco intestinal, favoreciendo la colonizacion transitoria del tracto
gastrointestinal. Asimismo, todas las cepas poseen una sortasa, enzima responsable del
anclaje de proteinas de superficie a la pared celular mediante el reconocimiento de
motivos LPXTG(25)(26). La presencia adicional de exosortasa en todas las cepas excepto
KU15149 podria contribuir al anclaje de proteinas especializadas implicadas en la

interaccion célula-hospedador.

Por otro lado, se observo un elevado nimero de proteinas con motivo LPXTG, con

valores comprendidos entre 14 y 17 proteinas por cepa. Estas proteinas constituyen uno
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de los principales sistemas de adhesion en bacterias Gram positivas, ya que actian como
adhesinas de superficie capaces de reconocer componentes del moco y de la matriz
extracelular(26). Las cepas WCFS1 y Y42 presentaron el mayor nimero de proteinas con
motivo LPXTG, lo que podria conferirles una mayor versatilidad adhesiva. Finalmente,
todas las cepas codificaban un factor de agregacion, proteina relacionada con la auto
agregacion bacteriana y la formacién de microcolonias, caracteristicas que favorecen la
persistencia intestinal y la exclusiéon competitiva de microorganismos potencialmente
patogenos(27). En conjunto, estos resultados sugieren que todas las cepas poseen un
elevado potencial de adhesion, destacando KU15149 y LP1 por su mayor nimero de
proteinas MucBP, y WCFS1 e Y42 por presentar el repertorio mas amplio de proteinas
con motivo LPXTG. Estos datos aparecen recogidos en la Tabla 5 de una manera mas

visual.
Tabla 5 . Tabla en la que se recogen los factores de adhesion presentes en cada cepa bacteriana. Realizada mediante

busqueda manual en las anotaciones .TSV de cada cepa. La cifra indica el nimero de genes presentes de cada
caracteristica y la presencia o no de factor de agregacion.

Caracteristica‘ ATCC8014 ‘ KU15149 WCFS1

MucBP 3 4 3 3 2 4
Sortasa 1 1 1 1 1 1
Exosortasa 1 0 1 1 1 1
Proteinas
LPXTG 15 15 17 17 14 14
Factor de si si si si si si
agregacion

Resistencia a acido y bilis

Tras el analisis de las anotaciones gendmicas se pudieron identificar diversos genes
asociados a la resistencia frente a condiciones adversas del tracto gastrointestinal. En
todas las cepas analizadas se detecto el operon completo de la ATPasa FoF1, implicado en
el mantenimiento de la homeostasis intracelular mediante la expulsion de protones en
condiciones de pH acido(28). Asimismo, se identificaron genes pertenecientes al sistema
glutamato descarboxilasa, relacionado con la tolerancia al estrés 4cido. Por el contrario,
no se detectaron genes correspondientes al sistema arginina deiminasa (ADI) que genera

amoniaco y ayuda a neutralizar la acidez.
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En relacion con la respuesta al estrés celular, todas las cepas presentaron los genes que
codifican las chaperonas moleculares DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL y GroES, asi como las
proteinas del sistema Clp (ClpP, ClpC, ClpXy ClpL), implicadas en el mantenimiento de
la homeostasis proteica y en la respuesta frente a condiciones de estrés. Entre las
funciones de estas chaperonas estdn las del correcto plegamiento de proteinas, su
reparacion ante dafio por condiciones de estrés o su degradacion y eliminacion en el caso

de no poder ser reparadas(29).

Respecto a la tolerancia a sales biliares, se identificé el gen bsh (bile salt hydrolase) en
todas las cepas analizadas teniendo como funcion principal hidrolizar las sales biliares
conjugadas(30). Ademas, se detectaron numerosos genes relacionados con la respuesta al
estrés oxidativo y el mantenimiento del equilibrio redox celular, incluyendo trxA, trxB,
tpx, nox, NADH peroxidasa, gshA, gshB, msrA, msrB, dps, recA y fur(31). En conjunto,
los resultados muestran una elevada conservacion de los mecanismos genéticos asociados
a la resistencia al 4cido, a las sales biliares y al estrés celular entre las cepas estudiadas.

Estos resultados se pueden consultar en la Tabla 6.

Tabla 6. Tabla resumen de la presencia/ausencia de caracteristicas de resistencia al acido, bilis y diferentes
situaciones de estrés. Se ha realizado mediante una busqueda manual en las anotaciones de los genomas de cada cepa.

Caracteristica ATCC KU15149 WCFS1 Y42
ATPasa FOF1 Presente y | Presente y | Presentey | Presentey | Presente y | Presente y
completa | completa | completa completa completa | completa
Sistema
glutamato Presente Presente Presente Presente Presente Presente
descarboxilasa
Sistema
arginina Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
deiminasa
dnaK dnaK dnaK dnaK dnaK dnaK
dnaJ dnaJ dnaJ dnaJ dnaJ dnaJ
grpE grpE grpE grpE grpE grpE
Chaperonas y groEL groEL groEL groEL groEL groEL
proteinas de groES groES groES groES groES groES
estrés clpP clpP clpP clpP clpP clpP
clpC clpC clpC clpC clpC clpC
clpX clpX clpX clpX clpX clpX
cipL clpL clpL clpL cipL clpL
Bile salt
hydrolase, Presente Presente Presente Presente Presente Presente
BSH
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trxA trxA trxA trxA trxA trxA
trxB trxB trxB trxB trxB trxB
tpx tpx tpx tpx tpx tpx
nox nox nox nox nox nox
NADH NADH NADH NADH NADH NADH
Estrés peroxidasa | peroxidasa | peroxidasa | peroxidasa | peroxidasa | peroxidasa
oxidativo y gshA gshA gshA gshA gshA gshA
estrés general gshB gshB gshB gshB gshB gshB
msrA msrA msrA msrA msrA msrA
msrB msrB msrB msrB msrB msrB
dps dps dps dps dps dps
recA recA recA recA recA recA
fur fur fur fur fur fur

Inmunomodulacioén

El andlisis de genes relacionados con la inmunomodulacion mostrd que las seis cepas de
L. plantarum conservan los principales determinantes genéticos implicados en la
interaccion con el hospedador. En primer lugar, todas las cepas presentaron el operon
dItABCD completo, responsable de la D-alanilacion de los dcidos teicoicos de la pared
celular. Esta modificacion altera la carga superficial de la bacteria y puede influir en el
reconocimiento por receptores del sistema inmunitario innato, especialmente TLR2,

modulando la intensidad de la respuesta inflamatoria(32).

En relacion con la biosintesis de exopolisacaridos (EPS), todas las cepas conservaron el
gen epsC, mientras que cinco de las seis también presentaron epsD, lo que indica la
presencia de la maquinaria bésica necesaria para la sintesis de polisacaridos
extracelulares. Los EPS constituyen uno de los principales componentes de la superficie
bacteriana y desempenan un papel relevante en la interaccion con el hospedador, ya que
contribuyen a la proteccion frente al estrés ambiental, favorecen la adhesion y
colonizacion intestinal y pueden modular la respuesta inmunitaria promoviendo un perfil
antiinflamatorio(33). Se observaron diferencias entre cepas en la composicion del cluster
eps. La cepa ATCC 8014 presentd unicamente epsC, mientras que KU15149 y WCFS1
conservaron tanto epsC como epsD. Por su parte, Y42 incorpord ademas epsl, y las cepas
7ZJ316 y LP1 mostraron el repertorio mas amplio al presentar epsC, epsD y epsG,
incorporando ademads eps/ en el caso de ZJ316, como se puede apreciar en la Tabla 7.

Estas diferencias sugieren una mayor diversidad en los sistemas de biosintesis y
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modificacion de los exopolisacaridos entre cepas, lo que podria traducirse en variaciones
en la composicion y estructura de los polisacaridos de superficie y, potencialmente, en su
capacidad de interaccion con el sistema inmunitario del hospedador, aunque esta hipdtesis

requeriria validacion experimental.

Asimismo, todas las cepas codificaron una Uinica sortasa, enzima responsable del anclaje
de proteinas de superficie con motivo LPXTG a la pared celular, mientras que el nimero
de proteinas con dominio MucBP oscil6é entre dos y cuatro copias. Estas proteinas
participan en la unioén al moco intestinal y favorecen el establecimiento de interacciones

estrechas con el epitelio.

Tabla 7. Tabla donde se muestran genes con capacidades inmunomoduladoras de cada cepa.

Caracteristica Abys  KU15149 WCFS1 Y42  ZJ316  LP1
Overén dItABCD Completo Complet | Complet | Complet | Complet | Complet
P P o} o o o} o}

. . epsC
Exopolisacaridos(EPS epsC epsC
) (genes implicados en epsC epsC epsC epsD epsD epsD

. . epsD epsD epsG
su sintesis) epsl epsl epsG
MucBP(nimero de
proteinas con dominio 3 4 3 3 2 4

MucBP)

Sortasa(numero de 1 1 1 1 1 1
sortasas)

Bacteriocinas

El andlisis comparativo de los genes relacionados con la produccion de bacteriocinas
revelo diferencias relevantes entre las seis cepas de L. plantarum estudiadas, aunque todas
ellas mostraron la presencia de al menos algunos elementos asociados al sistema de
plantaricinas. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados en el ribosoma
que proporcionan una ventaja competitiva frente a otros microorganismos presentes en el
mismo nicho ecolodgico, contribuyendo ademas a una de las propiedades mas valoradas
de los probidticos: la capacidad de inhibir microorganismos potencialmente patogenos en

el tracto gastrointestinal(34).
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Las cepas KU15149, WCFS1 y Y42 presentaron los loci de plantaricinas mas completos,
incluyendo genes estructurales, reguladores, de exportacion e inmunidad. En estas cepas
se identificaron los genes p/nE-plnF y plnJ-plnK, responsables de la sintesis de las
plantaricinas EF y JK, respectivamente. Ambas pertenecen al grupo de las bacteriocinas
de clase IIb, caracterizadas por requerir la accion conjunta de dos péptidos para ejercer
su actividad antimicrobiana. Estas bacteriocinas actuan principalmente alterando la
permeabilidad de la membrana citoplasméatica de bacterias sensibles, provocando la

pérdida del gradiente electroquimico y, finalmente, la muerte celular.

La cepa LP1 destaco por presentar, ademds de los genes de plantaricina EF y JK, los
genes que codifican los péptidos a y B de la plantaricina NC8. Esta bacteriocina también
pertenece a la clase IIb y ha sido descrita por su actividad frente a diversas bacterias Gram
positivas, incluyendo especies de interés alimentario y sanitario(35). La coexistencia de
varios sistemas bacteriocinicos en una misma cepa puede ampliar el espectro de
inhibicion y aumentar la competitividad de la bacteria en ecosistemas complejos como el
tracto gastrointestinal. Asimismo, la presencia de genes reguladores (p/nR, pinS, pinU),
genes de transporte (plnG) y genes de inmunidad (pinl, pinL, plnP) sugiere que el sistema

podria ser funcional y estar correctamente regulado.

La cepa ZJ316 presentd un repertorio intermedio, conservando los genes de plantaricina
JK y NCB8, asi como varios genes de regulaciéon e inmunidad, aunque careciendo de
algunos componentes presentes en las cepas con los loci méas completos. Por su parte,
ATCC 8014 mostro el sistema bacteriocinico mas reducido, limitdndose principalmente
a los genes de plantaricina EF y a algunos genes asociados a transporte e inmunidad, lo
que podria traducirse en una menor capacidad antagonista frente a otros

microorganismos.

Tabla 8. Tabla comparativa de las distintas bacteriocinas presentes en las 6 cepas de bacterias estudiadas.

Gen/Sistema \ ATCC 8014 \ KU15149 WCFS1 Y42 LP1
Plantaracina EF Si Si Si Si X Si
Plantaracina JK X Si Si Si Si Si

Plantaracina NC8 X X X X Si Si
pInA X Si Si Si X X
pInN X Si Si Si X X
pInO X Si Si Si X X
pInQ X Si Si Si X X
pInR X Si Si Si Si Si
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pInG Si Si Si Si X Si

pInS Si X X X Si Si
pInT X Si Si Si X X
pinU Si Si Si Si Si Si
pInL(inmunidad) Si Si Si Si Si Si
pInl(inmunidad) Si Si Si Si X Si
pInP(inmunidad) X Si Si Si Si Si
pInM(inmunidad) X Si Si Si X X

En conjunto, los resultados indican que todas las cepas poseen potencial para producir
compuestos antimicrobianos, aunque dicho potencial varia considerablemente entre ellas,
como se observa en la Tabla 8. Las cepas KU15149, WCFSI1, Y42 y especialmente la
cepa LP1 presentan los perfiles mas prometedores desde el punto de vista probidtico,
debido a la presencia simultdnea de multiples sistemas de plantaricinas y de los
mecanismos necesarios para su regulacion, secrecion y autoproteccion. Estas
caracteristicas podrian favorecer la colonizacion intestinal y contribuir a la exclusion
competitiva de microorganismos indeseables, reforzando asi su interés como posibles

probidticos.

Objetivos de desarrollo sostenible

El presente trabajo se relaciona principalmente con el objetivo de desarrollo sostenible
(ODS) 3: Salud y bienestar, ya que la caracterizacion gendmica de 6 cepas de L.
plantarum permite identificar caracteristicas asociadas a su potencial probiotico,
contribuyendo al desarrollo o eleccion de microorganismos seguros y eficaces con

posibles aplicaciones en la mejora de la salud humana.

Desde el punto de vista de la sostenibilidad, el trabajo presenta una dimension social, al
generar conocimiento orientado a mejorar la salud y el bienestar de la poblacién, y una
dimension econdmica, al aportar informacion de utilidad para el desarrollo de nuevos

productos biotecnoldgicos con potencial aplicacion industrial.

Conclusiones

El presente trabajo ha permitido identificar y comparar marcadores gendmicos asociados

al potencial probiotico de seis cepas de L. plantarum mediante un enfoque basado en
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secuenciacion genomica y analisis bioinformatico. Ademas, se obtuvo el ensamblaje y la
anotacion del genoma completo de la cepa LP1, ampliando la informaciéon gendémica

disponible para esta cepa y permitiendo su comparacion con otras cepas de referencia.

El analisis comparativo mostro una elevada conservacion gendomica entre las seis cepas,
reflejada en parametros estructurales como el tamafio del genoma, el contenido en GC y
el nimero de genes codificantes. No obstante, también se identificaron diferencias en
determinados genes y sistemas funcionales que podrian contribuir a las particularidades

bioldgicas de cada cepa.

Desde el punto de vista de la seguridad, todas las cepas presentaron un perfil compatible
con su utilizacion como probidticos. No se detectaron genes clasicos de resistencia
adquirida a antibidticos ni factores de virulencia asociados a patogenicidad. Los genes
identificados mediante las herramientas RGI 'y VFanalyzer corresponden
mayoritariamente a proteinas conservadas con funciones fisiolégicas normales o a

homologias de baja identidad, por lo que no constituyen evidencias de riesgo biologico.

Todas las cepas conservaron genes relacionados con la supervivencia en el tracto
gastrointestinal, incluyendo sistemas de resistencia al estrés acido, tolerancia a sales
biliares y respuesta frente a estrés oxidativo. La presencia del operdon de la ATPasa FoFi,
del gen bsh, de numerosas chaperonas moleculares y de proteinas implicadas en el
mantenimiento de la homeostasis celular sugiere una elevada capacidad para soportar las

condiciones adversas presentes durante el transito gastrointestinal.

Asimismo, el estudio de los factores de adhesion puso de manifiesto que todas las cepas
poseen un importante repertorio de proteinas implicadas en la interaccién con la mucosa
intestinal, incluyendo proteinas MucBP, proteinas con motivo LPXTG, sortasas y
factores de agregacion. Estas caracteristicas indican una elevada capacidad potencial de

colonizacion transitoria y de establecimiento de interacciones con el hospedador.

El analisis del metabolismo de carbohidratos reveld una notable versatilidad metabdlica,
con un amplio repertorio de enzimas metabolizadoras conservadas entre las cepas y
algunas diferencias especificas que podrian ampliar la utilizaciéon de determinados

sustratos. En particular, las cepas LP1 y ZJ316 presentaron algunas familias exclusivas
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de enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, lo que podria conferirles

una mayor capacidad adaptativa frente a distintos nichos ecoldgicos.

En relacion con la inmunomodulacion, todas las cepas conservaron el operén ditABCD y
genes implicados en la biosintesis de exopolisacéaridos, lo que indica la presencia de
mecanismos potencialmente relacionados con la interaccion con el sistema inmunitario
del hospedador. Aunque las diferencias observadas en los clusteres eps podrian traducirse

en variaciones en la composicion de los polisacaridos de superficie.

Finalmente, el analisis de los loci de plantaricinas evidencid diferencias importantes entre
cepas. La cepa LP1 destacd por presentar uno de los repertorios bacteriocinicos mas
completos, incluyendo genes correspondientes a las plantaricinas EF, JK y NC8, ademas
de genes reguladores y de inmunidad, lo que sugiere un elevado potencial para la
produccion de compuestos antimicrobianos y la exclusion competitiva de

microorganismos indeseables.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que las seis cepas de L. plantarum presentan
un elevado potencial probidtico desde el punto de vista gendmico, aunque existen
diferencias funcionales que podrian condicionar su comportamiento biologico. Este
trabajo demuestra la utilidad de las herramientas de gendmica comparativa como
estrategia para la seleccion y caracterizacion preliminar de cepas probidticas y pone de
manifiesto la necesidad de complementar estos analisis con estudios experimentales que
permitan validar las funciones predichas y confirmar su aplicacion en el ambito

biotecnoldgico y de la salud.
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Tablas con contenido adicional

Z7J316

Tabla 9. Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa ZJ316
obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

2j316(Prediction)
Tipo de factor Factor de virulencia  Genes relacionados CP004082.1 CP006248.1

(CP004082.1) (CP006248.1)

Listeria adhesion
protein(Listeria) lap orf00201 )
Adherencia Streptococcal plasmin
receptor/ GAPDH(Strept plr/gapA orf00833 -
0COCCUs)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf01868 -
)
Polysaccharide orf00110; orf00765;
capsule B 0orf00805; orf01240 )
Evasi6én inmune Capsule(Streptococcus capD - orf03139
) cpsél orf01181 -
cpsY orf01813 -
Regulacién LisR/LisK(Listeria) lisR orf01527 -
Sistema de secreccién | T6SS-lI(Klebsiella) -- orf01852 -
Hemolysin(Clostridium) -- orf01578 -
Toxina Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf01412 -
onas)
-- orf01983 -
. . Capsule(Enterococcus) cpsl orf01184; orf01229 -
Antifagocitosis ops. orf00529 -
Capsule(Klebsiella) gnd orf01525 -
. . - Bile-salt
Resistencia a bilis hydrolase(Listeria) bsh orf00150 -
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02600 -
protein(Listeria)
Pneumococcal surface
. antigen A / Metal
Captaciéon manganeso binding protein psaA orf01112 -
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf00436 -
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf00258 -
Proteasa s)
Trigger .
factor(Streptococcus) fig/ropA 0rf02090 )
Resistenciaal sueroy | ) pg ¢ anciselia) - - orf03140
evasion inmunitaria
. . Lipoprotein
Anclaje protellnas de diacylglyceryl Igt orf00803 -
superficie S
transferase(Listeria)
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KU15149

Tabla 4.Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa KU15149
obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

ku15149(Prediction)

Factor de virulencia  Genes relacionados CP187839.1

(CP187839.1)

CP187840.1
(CP187840.1)

CP187844.1
(CP187844.1)

Tipo de factor

Listeria adhesion

protein(Listeria) lap orf02977 ] )
Adherencia Streptococcal plasmin
receptor/GAPDH(Strept plr/gapA orf00665 - -
ococcus)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf01225; orf01637 - -
)
Polysaccharide orf00589; orf00630;
capsule - orf01016; orf02870 . orfo3127
cps4l orf00994 - -
Evasion inmune cpsY orf01581 - -
Capsule(Str)eptococcus ) - - 703103
rmlA - - orf03100
rmiB - - orf03102
Regulacion LisR/LisK(Listeria) lisR orf01300 - -
Sistema de screccion T6SS-1I(Klebsiella) -- orf01621 - -
C)’tolysln(li;nterococcu cylR2 ) orf03002 )
Toxi Hemolysin(Clostridium) -- orf01354 - -
oxina -
Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf01176 - -
onas)
- orf01746 - -
. - Capsule(Enterococcus) cpsl orf01005 - -
Antif;
tifagocitosis cps) orf00292 . N
Capsule(Klebsiella) gnd orf01298 - -
. . - Bile-salt
Resistencia a bilis hydrolase(Listeria) bsh orf02919 - -
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02269 - -
protein(Listeria)
Pneumococcal surface
” antigen A / Metal
Captacién manganeso binding protein psaA orf00927 - -
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf00205 - -
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf00036 - -
Proteasa s)
Trigger .
factor(Streptococcus) fig/ropA orf01807 ) )
Adaptacion a estrés Catal Neisseria) katA orf02947 - -
. . Lipoprotein
Anclaje proteinas de diacylglycery! Iot orf00628 . ;

superficie

transferase(Listeria)
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ATCC 8014

Tabla 11. Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa ATCC
8014 obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

Factor de virulencia Genes relacionados

Tipo de factor

atcc-8014(Prediccion)

CP024413.1

(CP024413.1)

Listeria adhesion
protein(Listeria) lap 0rf03025
Adherencia Streptococcal plasmin
receptor/ GAPDH(Strept plr/gapA orf00664
ococcus)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf01657
)
Polysaccharide _ orf00593; orf00635;
capsule orf01066; orf02870
Capsule(Str)eptococcus cpsdl orf01041
Evasion inmune Y orf01602
rfbD orf01060
rmlA orf01057
rmiB orf01059
Regulacion LisR/LisK(Listeria) lisR orf01326
Sistema de secreccion | T6SS-II(Klebsiella) -- orf01641
Hemolysin(Clostridium) -- orf01377
Toxina Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf01183
onas)
Nitrate
Respiracion anaerobia | reductase(Mycobacteri narH orf01285
um)
Capsule(Enterococcus) - orf01756
Antif itosi
fagoctiosis cpsJ orf00308
Capsule(Klebsiella) gnd orf01324
. . - Bile-salt
Resistencia a bilis hydrolase(Listeria) bsh orf02919
Trehalose-recycling
Componentes ABC
superficie celular transporter(Mycobacter sugC 0rf03000
ium)
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02269
protein(Listeria)
Pneumococcal surface
Captacion de an.tlg(.an Al Mgtal psaA orf00926
manganeso binding protein
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf00223
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf00056
Proteasa s)
Trigger .
factor(Streptococcus) tig/ropA orf01818
Adaptacion al estrés Catalase(Neisseria) katA orf02956
. . Lipoprotein
Anclaje de prot_elnas diacylglyceryl Igt orf00633
de superficie S
transferase(Listeria)
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WCFS1

Tabla 12. Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa WCFS1
obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

wcfs1(Prediction)

Tipo de factor Factor de virulencia  Genes relacionados AL935263.2
(AL935263.2)
BslA bslA -
L|ster|.a ac.jhes.lon lap orf03132
. protein(Listeria)
Adherencia -
Streptococcal plasmin
receptor/ GAPDH(Strept plr/gapA orf00682
0coccus)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf01644
)
Polysaccharide _ orf00613; orf00654;
capsule orf01057; orf02967
-- orf01019
Evasion inmune cpsél orf01006
C le(Strept
apsule( r)ep 0COCCUS cpsY orf01589
rfbD orf01023
rmiB orf01022
Regulacion LisR/LisK(Listeria) lisR orf01318
Sistema secreccion T6SS-11(Klebsiella) clpB orf01628
Hemolysin(Clostridium) -- orf01369
Toxina Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf01173
onas)
Nitrate
Respiracion anaerobia | reductase(Mycobacteri narH orf01277
um)
-- orf01763
. o Capsule(Enterococcus) cpsl orf01009; orf01045
Antifagocitosis ops orf00294
Capsule(Klebsiella) gnd orf01316
. . - Bile-salt
Resistencia a bilis hydrolase(Listeria) bsh orf03017
Trehalose-recycling
Componentes ABC
superficie celular transporter(Mycobacter sugC orf03107
ium)
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02349
protein(Listeria)
" - Pantothenate
Metab’ol.lsmo de lipidos synthesis(Mycobacteri panD orf00497
y acidos grasos um)
Pneumococcal surface
. antigen A / Metal
Captacion manganeso binding protein psaA orf00943
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf00202
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf00035
Proteasa s)
Trigger )
factor(Streptococcus) fig/ropA orf01822
Adaptacion a estrés Catalase(Neisseria) katA orf03055
. . Lipoprotein
A"°'afu'°:r’;i'i’;as de diacylglyceryl gt 0rf00652
P transferase(Listeria)
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Y42

Tabla 13. Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa Y42
obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

y42(Prediction)

Factor de virulencia  Genes relacionados CP110862.1

Tipo de factor

(CP110862.1)

Listeria adhesion
protein(Listeria) lap orf03062
Adherencia Streptococcal plasmin
receptor/ GAPDH(Strept plr/gapA orf00615
0coccus)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf01574
)
Polysaccharide orf00538; orf00580;
capsule B orf01018; orf02907
Evasion inmune Capsule(Streptococcus cpsél orf00957
cpsY orf01520
) rmiB orf00972
Regulacién LisR/LisK(Listeria) lisR orf01249
Sistema de secreccion | T6SS-II(Klebsiella) clpB orf01558
Hemolysin(Clostridium) -- orf01301
Toxina Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf01131
onas)
-- orf01671
. . Capsule(Enterococcus) cpsl orf00960; orf01007
Antifagocitosis ops. orf00295
Capsule(Klebsiella) gnd orf01247
Resistencia a bilis Bile-salt bsh 0rf02943
hydrolase(Listeria)
Trehalose-recycling
Componentes ABC
superficie celular transporter(Mycobacter sugC orf03035
ium)
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02299
protein(Listeria)
Pneumococcal surface
L antigen A / Metal
Captacién manganeso binding proteln psaA orf00894
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf00201
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf00034
Proteasa s)
Trigger .
factor(Streptococcus) tig/ropA orfo1776
. . Lipoprotein
Anclaje proteinas de diacylglyceryl Igt orf00578
superficie o
transferase(Listeria)
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LP1

Tabla 5. Tabla obtenida con VFanalyzer. Se muestran los posibles factores de virulencia presentes en la cepa LP1
obtenidos mediante similitud de secuencia con factores de virulencia presentes en la base de datos VFDB.

cect (Prediction)

Factor de virulencia  Genes relacionados PLANTARUM

Tipo de factor

(PLANTARUM)

Listeria adhesion
protein(Listeria) lap orf02708
Adhesion Streptococcal plasmin
receptor/ GAPDH(Strept plr/gapA orf01598; orf03190
0coccus)
Streptococcal
Enzima enolase(Streptococcus eno orf00647; orf01218
)
Polysaccharide _ orf01626; orf02144;
capsule orf02828; orf02858
o Capsule(Staphylococc capP orf03237
Evasién inmune us)
-- orf02287
Capsule(Str)eptococcus opsal orf02300
cpsY orf00592
Regulacion LisR/LisK(Listeria) lisR orf01293
Sistema de secreccion T6SS-11(Klebsiella) clpB orf00630
Hemolysin(Clostridium) -- orf00705
Toxina Phytotoxin
phaseolotoxin(Pseudom cysC1 orf02526
onas)
-- orf01159
. . Capsule(Enterococcus) cpsl orf02297
Antif It
nitagoctiosis cpsJ orf00350
Capsule(Klebsiella) gnd orf01291
. . . Bile-salt
Resistencia a bilis hydrolase(Listeria) bsh orf01963
Trehalose-recycling
Componentes superficie ABC sugC orf02733
celular transporter(Mycobacter
ium)
Cell wall teichoic acid
Invasion glycosylation gtcA orf02400
protein(Listeria)
Pneumococcal surface
Captacion manganeso an.tlgtlen Al Mgtal psaA orf02269
binding protein
SloC(Streptococcus)
Nucleoside
Bloqueo fagosoma diphosphate ndk orf02688
kinase(Mycobacterium)
Serine
protease(Streptococcu htrA/degP orf01031
Proteasa s)
Trigger .
factor(Streptococcus) tig/ropA orf01097
Adaptacion a estrés Catalase(Neisseria) katA orf02001
. . Lipoprotein
Anclaje prqtglnas diacylglyceryl Igt orf01628
superficie o
transferase(Listeria)
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