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DESCRIPCION
Cepa Lactiplantibacillus pentosus CECT 30896
CAMPO TECNICO

La presente invencion se encuadra en el campo de la Microbiologia, en concreto, se refiere
a la identificacion de nuevas cepas de microorganismos para diversos usos, entre los que
destacan su uso como probidticos, para la produccion de compuestos funcionales, asi como

Su uso en la biorremediacion de suelos contaminados con metales.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La creciente aparicion de microorganismos patégenos multirresistentes (MDR) en humanos,
animales y plantas supone actualmente un reto sanitario global, planteando como objetivo
limitar la propagacion de estos patégenos y de sus genes antimicrobianos/virulentos por los
diferentes ecosistemas. En este sentido, la promocién y el aumento del uso de probidticos,
especialmente los de origen vegetal, brindan una buena oportunidad para optimizar y

equilibrar la salud de las personas, los animales, las plantas y los ecosistemas.

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Incluyen
microorganismos de diferentes origenes como pueden ser el suelo; plantas; alimentos; el
tracto gastrointestinal, urogenital y vaginal, la leche materna y las heces de sujetos
humanos. Corresponden a microorganismos de muy diversos grupos taxonémicos, que se
encuentran presentes en el medio con diferente biodisponibilidad, y que presentan una gran
variedad de actividades metabdlicas y de mecanismos de accion distintos. La caracteristica
comun que los agrupa es su capacidad de promover la salud, bien humana, animal o

vegetal.

La caracterizacion funcional de los probidticos depende en gran medida de la cepa
especifica y de su origen. En este sentido, la gendmica proporciona valiosos e interesantes
conocimientos sobre los mecanismos y la funcionalidad de los probidticos, asi como sobre

sus funciones promotoras de la salud.

Entre los probidticos, las bacterias lacticas grampositivas (BAL) constituyen un grupo
filogenéticamente heterogéneo y versatil que encierra un elevado potencial probidtico,

especialmente las BAL de origen vegetal como Lactiplantibacillus pentosus vy
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Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente conocidas como Lactobacillus pentosus y
Lactobacillus plantarum) que son habitualmente aisladas de alimentos vegetales crudos y
fermentados como las aceitunas de mesa, el pepino, el kimchi y los encurtidos, entre otros.
En concreto, las aceitunas de mesa alorefias, aceitunas verdes tradicionales fermentadas de
forma natural con denominacion de origen protegida (DOP), se consideran una fuente

potencial de cepas probidticas de L. pentosus.

La versatilidad de L. pentosus y L. plantarum se debe a su diversidad gendmica, plasticidad
y funcionalidad ligadas a sus nichos ecolégicos que les permiten adaptarse al tracto

gastrointestinal y a las condiciones ambientales cambiantes (Pérez-Diaz et al., 2021).

Estudios previos han demostrado que cepas de L. pentosus presentan buena capacidad de
crecimiento y supervivencia en condiciones gastrointestinales simuladas (pH acido de 1,5,
hasta 4% de sales biliares y 5 mM de nitrato), buena capacidad de autoagregacion y
coagregacion con bacterias patogenas, adherencia a lineas celulares intestinales vy
vaginales, actividad antimicrobiana y fermentacion de prebiéticos y lactosa (Pérez Montoro
et al.,, 2016). Cabe destacar que cepas de L. pentosus aisladas de aceituna de mesa
alorefia como L. pentosus MP-10 y L. pentosus CF2-10N son especialmente interesantes
por su diversidad genética y funcionalidad, que les dota de gran capacidad de adaptacion
(Abriouel et al., 2022). El analisis in silico y algunos ensayos in vitro de estas cepas

confirmd su seguridad con respecto a su uso como complementos alimenticios probiéticos.

Un area de investigacion prometedora es la busqueda de probidticos que puedan interactuar

con diferentes hospedadores y cumplir diferentes funciones al mismo tiempo.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente memoria se describe una cepa probidtica con efecto dual como bacteria
beneficiosa para los seres humanos y otros animales y también para las plantas, L.
pentosus CF-6HA, aislada de aceitunas de mesa alorefias, que ha sido deposita en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el numero de depdsito CECT 30896.

Aunque esta cepa comparte varias caracteristicas fenotipicas y genotipicas con las cepas L.
pentosus MP-10 y CF2-10N, aisladas del mismo nicho ecoldgico, hay algunas
caracteristicas ligadas a la cepa que confiere a cada una de ellas un potencial probiético y

una funcionalidad diferenciados (Abriouel et al., 2012; Pérez Montoro et al., 2016).

El estudio in silico de su genoma confirmé la inocuidad de L. pentosus CF-6HA (CECT

30896) por la ausencia de determinantes de virulencia y genes de resistencia adquirida a

3



10

15

20

25

ES3009 876 Al

antibiéticos en su genoma, y permitié detectar una amplia variedad de genes codificantes de
defensa y de adaptabilidad a diferentes estilos de vida, ademas de propiedades funcionales,

que confieren a la cepa su robustez y potencial probiético.

Se identificaron genes que codifican para la sintesis de metabolitos secundarios

interesantes como son:

- bacteriocinas; proteinas o toxinas peptidicas sintetizadas por bacterias que inhiben el
crecimiento de bacterias similares o de cepas cercanas a las que las producen. Algunas de
las bacteriocinas identificadas son la pediocina, utilizada como conservante en productos
vegetales y carnicos, y con una elevada actividad contra especies de Listeria, y plantaricina

Y, caracterizada por una fuerte actividad inhibidora frente a Listeria monocytogenes;
- diversos exopolisacaridos;

- terpenos; que ejercen distintas funciones en las plantas, principalmente la proteccion frente

a los insectos y animales herbivoros y la proteccidn contra las temperaturas elevadas;

- sintasas de policétidos de tipo Il (T3PKS), con importantes funciones biolégicas y

actividades farmacéuticas;

- policétidos (PKS); que participan en la biosintesis de algunos compuestos lipidicos y varios
metabolitos secundarios, y tienen funciones bioldgicas significativas e importantes

actividades farmacéuticas;

- péptidos no ribosomales (NRP), con un rango extremadamente amplio de actividades
biolégicas y farmacoldgicas pudiendo actuar como toxinas, sideréforos o pigmentos, o

presentar actividad antibiética, citostatica o inmunosupresora;

- productos hibridos péptido-policétido (PK+NRP), compuestos con actividad antimicrobiana

y anticancerigena;
- péptidos modificados postraduccionalmente (RiPP);
- proteinas implicadas en la adhesion y otras funciones.

Es especialmente interesante el papel de esta cepa como agente probidtico para humanos y
animales manteniendo o restaurando la microbiota natural del huésped. Ademas, tanto en

humanos y animales como en plantas, puede reducir la propagacion de patdégenos y sus
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genes de resistencia. Destaca su actividad antimicrobiana contra patégenos humanos y

animales y plagas de plantas, como Pseudomonas syringae y Verticillium dahliae.

La cepa de la invencién, puede utilizarse de forma aislada o en combinaciéon con las ya

citadas L. pentosus MP-10y L. pentosus CF2-10N.

Por ultimo, L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) presenta capacidad para biotransformar
selenito en nanoparticulas (SeNPs) por lo que puede ser utilizada en la biorremediacion del
selenio en medios naturales y como cultivo iniciador para el bioenriquecimiento de alimentos

fermentados con selenio.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion describe la cepa Lactiplantibacillus pentosus
CF-6HA depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo con el nimero de acceso

CECT 30896, en adelante “cepa de la invencion”.

La invencion también se refiere al cultivo bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo
aislado de dicha cepa, asi como a la composicion que comprende dicho cultivo, extracto o

compuesto bioactivo.

Un segundo aspecto de la invencion describe el uso de la cepa de la invencion, el cultivo
puro bacteriano y/o la composicion que lo comprende como probidtico para humanos,

mamiferos no humanos y plantas.

Un tercer aspecto de la invencién describe el uso de la cepa de la invencién, el cultivo puro
bacteriano y/o la composicion que lo comprende como agente antimicrobiano contra

Pseudomonas fragi.

Preferiblemente, este agente antimicrobiano se utiliza ademas y de forma simultanea contra
uno o mas de los microorganismos que se seleccionan de la lista que consiste en:
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria innoccua,
Escherichia coli, Salmonella enterica, Candida albicans, Pseudomonas syringae y

Verticillium dahliae.

Un cuarto aspecto de la invencion es el uso del extracto o compuesto bioactivo aislado de
la cepa de la invencién y/o la composicion que lo comprende como compuesto o
composicion antimicrobiana contra Pseudomonas syringae, Verticillium dahliae,
Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli y/ o Candida

albicans.



10

15

20

25

30

ES3009 876 Al

Un quinto aspecto de la invencion refiere al uso de de la cepa de la invencién para la

obtencion de pediocina y Plantaricina Y.

Un sexto aspecto de la invencion describe el uso de la cepa de la invencion para la

biorremedacion de medios contaminados con selenio.

Un séptimo aspecto de la invenciéon describe el uso de la cepa de la invencién para el

bioenriquecimiento de alimentos fermentados con selenio.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Resultados de la prediccion realizada con BlastKOALA de las categorias
funcionales en el genoma de Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896) y sus

frecuencias.

Figura 2. Relaciones filogenéticas entre los genomas de Lactiplantibacillus spp. Se
construy6 un arbol filogenético con ND Tree 1.2 comparando la secuencia gendmica de L.
pentosus CF-6HA (CECT 30896) con las secuencias gendmicas de otras Lactiplantibacillus
spp. (L. pentosus, L. plantarum, L. paraplantarum) que se visualizd con el visor de arboles
Tree Viewer del NCBI.

Figura 3. Organizacion de los grupos de genes biosintéticos de antimicrobianos predichos
en el genoma de Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896). (A) Cluster de genes
de bacteriocina predicho utilizando el servidor web BAGEL4. (B) Cluster de genes T3PKS
(Type lll PKS, regién 2.1) predicho utilizando la herramienta de software antiSMASH. Los
genes estan representados por flechas con diferentes colores que corresponden a diferentes

funciones.

Figura 4. Micrografias electronicas de barrido (A, B, D y F) y microanalisis EDX
(microanalisis por dispersion de energias de rayos-X) (C, E y G) de células de
Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896) cultivadas en caldo MRS (Man, Rogosa
y Sharpe) en ausencia (A-C) y presencia de 5 ppm de Se (D-G) a 37°C durante 24 h. Las
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imagenes de microscopio electronico de barrido (SEM, por scanning electron microscope) se

tomaron a diferentes aumentos y las flechas indican los lugares de los espectros EDX.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
como CECT 30896), aislada originalmente de aceitunas de mesa verdes alorefas

fermentadas de forma natural.

Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896) se cultivd de forma rutinaria a 37°C en
agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) en condiciones aerobias (atmosféricas) durante 24-
48 h. El agar MRS, gracias a su composicion, permite el adecuado desarrollo de lactobacilos
y otras bacterias acidolacticas: la proteosa peptona, el extracto de carne, el extracto de
levadura y la glucosa aportan nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales; el monoleato de
sorbitan, las sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento
bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos; el citrato de amonio

actua como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas.

Los patdgenos bacterianos y fungicos se obtuvieron de la Coleccion Espafola de Cultivos
Tipo (CECT), excepto las cepas de Pseudomonas syringae que fueron suministradas por el
Dr. J.A. Gutiérrez (Universidad de Malaga, Espafa). Las condiciones de crecimiento de los

patogenos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Cepas patdgenas y condiciones de crecimiento utilizadas en este estudio.

Cepa Medio de Temperatura de Tiempo de

cultivo crecimiento (°C) | crecimiento (h)
Pseudomonas J'\};m:gg%%ubsp. syringae TSB/TSA o5 o4
Pseudomonas J'\};wggzegzubsp. syringae TSB/TSA o5 o4
Pseudomonas fragi T81 TSB/TSA 25 24
Listeria innocua CECT 910 TSB/TSA 37 24
Staphylococcus aureus CECT 976 TSB/TSA 37 24
Staphylococcus aureus CECT 4465 TSB/TSA 37 24
Bacillus cereus LWLA TSB/TSA 37 24
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Bacillus cereus CECT 148 TSB/TSA 37 24
Enterococcus faecalis S-47 TSB/TSA 37 24
Enterococcus faecalis F1 9190 TSB/TSA 37 24
Escherichia coli CECT 432 TSB/TSA 37 24
Salmonella enterica S62 TSB/TSA 37 24
Saccharomyces cerevisiae CECT 1171 TSB/TSA 37 24
Candida albicans CECT 1001 MHB/MHA 26 24
Verticillium dahliae CECT 2694 PDA 28 72-120
Verticillium dahliae CECT 2884 PDA 28 72-120

MHB/MHA: Mueller Hinton Broth/Mueller Hinton Agar; TSB/TSA: Caldo de Triptona Soja /
Agar de Triptona Soja; PDA: Agar de Dextrosa de Patata.

Todas las cepas se conservaron en glicerol al 20% a -80°C para su almacenamiento a largo

plazo.

Extraccion de ADN, secuenciacion del genoma completo, ensamblaje, anotacion y

analisis comparativo.

Se secuenci6é y analiz6 la secuencia del genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896)
como herramienta diagndstica inequivoca de su seguridad (de acuerdo con las indicaciones
del panel de EFSA- Seguridad alimentaria y autorizacién de productos regulados y el panel

de FEEDAP-Panel Productos o Sustancias Utilizadas en la Alimentacion Animal, 2018).

Las células bacterianas de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), cultivadas durante 18 h a
37°C en condiciones aerdbicas en medio liquido, se cosecharon por centrifugacion y se
extrajo el ADN gendmico total utilizando el kit PureGene core B, de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Qiagen, Espana) y segun lo descrito por Abriouel et al. (2022).

La preparacion de librerias, la secuenciacion del genoma, el ensamblaje y la anotacion se
llevaron a cabo segun lo descrito por Abriouel et al. (2022). Brevemente, el ADN genémico
purificado se cortd en fragmentos de 10 a 20 kb utilizando el protocolo disefiado para la
preparacion de librerias de ADN del sistema PacBio RS Il (Pacific Biosciences, Menlo Park,
CA) y las bibliotecas resultantes (22-24 kb) se purificaron y secuenciaron segun lo descrito
por Abriouel et al. (2022).
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Se filtraron los datos de secuencia brutos (Q20) y se obtuvo un total de 150292 lecturas con
una longitud media de 12167 pb. Las lecturas resultantes se ensamblaron de novo siguiendo
el método Hierarchical Genome Assembly Process (HGAP3.0) (versién de analisis SMRT:
2.3.0, parche n° 4) para Pacific Bioscience, tal y como describen Abriouel et al. (2022). A
continuacion, se realizé la prediccion de secuencias de ADN codificante (CDS), genes de
ARNt, ARNr y ARNm y péptidos sefal en las secuencias ensambladas siguiendo las

metodologias detalladas por Abriouel et al. (2022).

La anotacion de secuencias se realizé mediante el programa BLAST2GO version 4.1.9
(https://www.blast2go.com/) ahora parte de OmicsBox (https://www.biobam.com/omicsbox/)
(Conesa et al., 2005), seguido de una anotacién complementaria especifica para dominios
proteicos mediante el programa HMMER 3.1 (julio de 2017) (http://hmmer.org/) y la base de
datos antes conocida como Pfam (actualmente InterPro) (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)
(Paysan-Lafosse et al., 2022). Blast2GO es una herramienta de software bioinformatico
para la anotacién funcional automatica y de alto rendimiento de nuevos datos de secuencias
(genes, proteinas). Utiliza el algoritmo BLAST para identificar secuencias similares y, a
continuacion, transfiere la anotacion funcional existente de secuencias ya caracterizadas a
la nueva secuencia. La informacion funcional se representa mediante la Ontologia Genética
(GO), una importante iniciativa bioinformatica para unificar la representacion de los atributos
de genes y productos génicos en todas las especies. Por su parte, HMMER es un programa
que se utiliza para buscar secuencias homdlogas en bases de datos y para realizar
alineaciones de secuencias. Implementa métodos que utilizan modelos probabilisticos
denominados modelos de Markov ocultos de perfiles (HMM de perfiles). HMMER se utiliza a
menudo junto con una base de datos de perfiles, como Pfam o Interpro. Pfam es una base
de datos que reune una amplia colecciéon de alineamientos multiples de secuencias vy
modelos ocultos de Markov que cubre buena parte de dominios proteicos y familias
comunes. Para cada familia en Pfam se pueden ver alineamientos multiples, revisar las
arquitecturas y organizacién de los dominios proteicos, examinar la distribucidén de especies,

seguir enlaces a otras bases de datos y ver estructuras proteicas conocidas.

Ademas, se realizd una voladura de genes contra Clusters of Orthologous Groups (COGs)
de proteinas (http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG) utilizando el servidor WebMGA
(http://weizhongli-lab.org/metagenomic-analysis) (Wu et al., 2011) y la base de datos
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -
KEGG). La base de datos COGs es un intento de clasificacion filogenética de las proteinas
codificadas en genomas completos. Cada COG incluye proteinas que se deduce que son

ortélogas (homologas evolutivas directas). La base de datos COG se actualiza

9
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periédicamente a medida que se dispone de nuevos genomas. Los COGs pueden aplicarse
a la tarea de anotacion funcional de genomas recién secuenciados. Por su parte, WebMGA,
es un servidor web personalizable para el analisis metagendémico rapido que incluye mas de
20 herramientas de uso comun agrupacion de secuencias, control de calidad de lecturas en
bruto, eliminacién de artefactos de secuenciacion y contaminaciones, analisis taxonémico,
anotacion funcional, etc. proporcionando un rapido analisis de datos metagendémicos. KEGG
es una coleccion de bases de datos en linea de genomas, rutas enzimaticas, y quimicos

bioldgicos.

La secuenciacion, el ensamblaje y la anotacion del genoma se realizaron en Biopolis-ADM
(Valencia, Espafa). Se realizd un analisis genémico comparativo utilizando las secuencias
genomicas completas disponibles de Lactiplantibacillus spp. en la base de datos del NCBI y
de L. pentosus CF-6HA (la cepa CECT 30896 objeto de la presente invencion). En primer
lugar, se explord el parentesco filogénico entre L. pentosus CF2-10N (numero de acceso
ERR11550479), L. pentosus MP-10 (numero de acceso GCA_900092635.1), L. pentosus
DSM 20314 (numero de acceso GCA_003641185.1), L. pentosus KCA1 (numero de acceso
GCA_000271445.1) y L. pentosus CF-6HA (la cepa CECT 30896 objeto de la presente

invencion).

El andlisis de la sintenia entre especies se realiz6 mediante alineacion MAUVE (DNASTAR
LASERGENE v17.4.2) (Darling et al., 2004). A continuacién, se construyé un arbol
filogenético por el método de maxima verosimilitud: RAXML Randomized Axelerated
Maximum Likelihood (Stamatakis, 2014) utilizando el alineamiento MAUVE (DNASTAR
LASERGENE v17.4.2). La fiabilidad estadistica del arbol se evalu6 mediante un analisis
bootstrap de 1000 réplicas. El bootstrap es un método de remuestreo que se utiliza para
aproximar la distribucion en el muestreo de un estadistico. Se usa frecuentemente para
aproximar el sesgo o la varianza de un analisis estadistico, asi como para construir

intervalos de confianza o realizar contrastes de hipotesis sobre parametros de interés.

Ademas, se utilizé NDtree 1.2 (Qian et al., 2003) para construir arboles filogenéticos a partir
de archivos FASTQ Single-End o Pair-End de Lactiplantibacillus spp. (Ultimo acceso en
marzo de 2023) (Kaas et al., 2014; Leekitcharoenphon et al., 2014) y el visor de arboles
Tree Viewer del NCBI (Tree Viewer 1.19.4 disponible como aplicacion del NCBI) para la

visualizacién grafica de arboles filogenéticos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/treeviewer/).

La secuencia gendmica completa de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) tiene un tamafio de

4.148.739 pb y un contenido estimado de mol% G+C del 45,7%. La secuencia gendmica
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contiene un unico cromosoma circular de 3.764.590 pb y un contenido estimado de mol%
G+C del 46,19% similar al de sus cepas homodlogas como L. pentosus MP-10 (3.698.214 pb;
contenido de GC del 46,32%) y L. pentosus CF2-10N (3.645.747 pb; contenido de GC del
46,42%) (Abriouel et al., 2016, 2022) y 6 plasmidos de 38,5-74,5 kb, a saber, pLPE6-1
(38.502 pb), pLPEG-2 (73.263 pb), pLPEG-3 (72.520 pb), pLPE6-4 (62.787 pb), pLPEG-5
(74.498 pb) y pLPE6-6 (61.672 pb) a diferencia de los cinco presentes en L. pentosus MP-
10 (29-46,5 kb) y los cuatro en L. pentosus CF2-10N (58-120 kb) (Abriouel et al., 2016,
2022). Estos plasmidos pueden desempefiar un papel clave en el proceso de fermentacion y
adaptacion al ecosistema (suelo, planta y salmuera), incluyendo la detoxificacion de metales
pesados (Abriouel et al., 2019).

Ademas, se han predicho 16 genes de ARNr y 84 secuencias codificantes de ARNt en el
genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) utilizando RNAmmer (version 1.2). El
servidor RNAmmer 1.2 predice el ARN ribosémico 5s/8s, 16s/18s y 23s/28s en secuencias

genomicas completas (https://services.healthtech.dtu.dk/servicess/RNAmmer-1.2/).

En cuanto a la clasificacion funcional, la secuencia gendmica anotada reveld 3.960 marcos
de lectura abiertos (ORF), de los cuales el 73,3% (2.902) se atribuyeron a una familia COG
(Cluster of Orthologous Groups) y/o recibieron una descripcién funcional. Ademas, el
genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) contiene 1.245 asignaciones de ortologia
KEGG (KO), principalmente enzimas (699 genes) y transportadores (212 genes). La
frecuencia de anotaciones funcionales KEGG obtenida por BlastKOALA (herramienta
KEGG; ultima actualizacion 15 de mayo de 2019; Kanehisa et al., 2016), que asigné
aproximadamente la mitad (47.4%) de los genes a anotaciones KEGG correspondientes a
procesamiento de informacion genética (248 genes), metabolismo de carbohidratos (244),
sefializacion y procesamiento celular (214 genes), procesamiento de informacién ambiental
(193 genes), procesamiento de informacion genética (165 genes), sin clasificar: metabolismo
(113 genes), sin clasificar: procesamiento de la informacién genética (106 genes),
metabolismo de aminoacidos (100 genes), metabolismo de nucledtidos (69 genes),
metabolismo de cofactores y vitaminas (68 genes) y metabolismo (49 genes) entre otros

(Figura 1).

El analisis gendmico comparativo de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) y otras cepas de L.
pentosus aisladas del mismo nicho ecolégico (aceituna de mesa alorefia), como las cepas L.
pentosus MP-10 y CF2-10N, L. pentosus DSM 20314 (cepa tipo) aislada de ensilado de
maiz y L. pentosus KCA1 aislada del tracto vaginal, se llevd a cabo mediante la alineacion

de secuencias utilizando el algoritmo MAUVE. El enlace de sintenia de L. pentosus CF-6HA
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(CECT 30896) frente a otras cepas de L. pentosus reveld la presencia de bloques sinténicos
altamente conservados, aunque se produjeron inversiones y reordenamientos entre todas
las cepas de L. pentosus incluso entre las aisladas del mismo nicho ecoldgico (aceituna de
mesa alorefia; cepas de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), MP-10 y CF2-10N). Para
resaltar esta relacion, se construyé un arbol del genoma central de maxima verosimilitud
(RaxML) y los resultados revelaron que L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) compartia en
general un 97% de identidad (distancia evolutiva "ED", ED=0,02) con las cepas de L.
pentosus MP-10 (97,62%), CF2-10N (97,62%) y L. pentosus DSM 20314 (97,53%), mientras
que L. pentosus KCA1 sdlo presentaba un 92,16% de identidad (ED=0,08).

El analisis filogenético realizado con la herramienta NDtree, basada en el numero de
diferencias nucleotidicas entre cepas, y el visor de arboles del NCBI mostré una clara
distincion entre las 48 cepas de Lactiplantibacillus spp. agrupadas en cepas pertenecientes

a la misma especie (Figura 2).

Anadlisis genémico de aspectos de seguridad y resistencia antimicrobiana de
Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896).

Ademas de la anotacion global mediante el programa BLAST2GO, también se examinaron
los genes de resistencia a los antibiéticos (ARG) de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896)
utilizando el software Resistance Gene Identifier (RGI 6.0.1) como parte de las herramientas
CARD "The Comprehensive Antibiotic Resistance Database" (https://card.mcmaster.ca/)
(Alcock et al., 2023), empleando los modelos de deteccién de AMR (resistencia a los
antimicrobianos) curados de CARD (ultimo acceso en febrero de 2023). RGI se utiliza para
predecir resistomas a partir de datos de proteinas o nucledtidos basados en modelos de
homologia y sustituciones de un nucleétido (SNP). CARD es una base de datos que recoge
y organiza informacion de referencia sobre genes, proteinas y fenotipos de resistencia a los
antimicrobianos. La base de datos abarca todo tipo de clases de farmacos y mecanismos de
resistencia y estructura sus datos basandose en una ontologia. Permite encontrar posibles

genes de resistencia a los antibioticos en genomas recién secuenciados.

La prediccion mediante la anotacion BLAST2GO revel6 la presencia de varios mecanismos
de resistencia antimicrobiana no especificos que dependen de transportadores de flujo o
proteinas transmembrana implicadas en la respuesta a farmacos, incluidos los antibioticos,
como el transportador multidroga MFS (codificado por el gen KCA1_0967); proteina de la
familia TIGR00374 (codificada por el gen mprF); proteina transportadora de multiples
farmacos (codificada por los genes FD24 GL001667, LPENT_02485 y LPE_01285),
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proteina efluyente de cationes (codificada por el gen FD24_GL002035); transportador ABC,
proteina de union a ATP y permeasa (codificada por los genes LPENT_00563,
LPENT_02775, LPENT_02344 y LPENT_02438); permeasa del transportador de casetes de
union a ATP Superfamilia ABC Familia MutG proteccion lantibidtica (codificada por el gen
LPENT_00532); transportador de casetes de unién a ATP Superfamilia ABC, proteina ABC
(codificada por el gen LPE_00726); proteina de union a ATP del transportador ABC
(codificada por LPENT_00338, FD24_GL000723, LPENT_02848, N692_09400, LPE_02094,
LPE 00791, FD24_GL003445, FD24 _GL002415, LPENT_02562, LPE 01544,
LPENT_02495, KCA1_2339, LPENT_02440, gen 2043, LPENT_02320, gen_ 2108,
LPE 01165, FD24 GL000926, FC82_GL001371, FD47_GL001009, LPENT 01461 vy
FD24 _GL002891 genes); proteina permeasa del transportador ABC (codificada por los
genes FD24 _GL000827, LPENT _02885, FD24_GL003057 y LPE_01349); proteina de union
a ATP del transportador ABC de multiples farmacos (codificada por el gen_1153); permeasa
del transportador ABC de multiples farmacos (codificada por el gen LPE_02342);
transportador putativo ABC, proteina de union a ATP (codificada por el gen LPENT_03065);
proteina integral de membrana (codificada por los genes LPENT_02708, LPENT_02080 y
LPENT_01044); sistema de transporte multidroga de tipo ABC, componente ATPasa y
permeasa (codificado por el gen LPENT_02699); transportador (codificado por el gen
FD24 _GL003458); bacitracin trasportador ABC de proteina de unién a ATP (codificado por
el gen FD24_GL002522); DMT transportador de superfamilia de metabolitos (codificado por
el gen LPENT_02520); proteina hipotética (codificada por los genes gene 1979 y
gene_2937); proteina de membrana (codificada por el gen KCA1_2377); EamA familia de
transportadores (codificado por el gen LPE_02249); transportador ABC multicompuesto, de
union a ATP y permeasa de proteina (codificado por el gen LPENT_02375); transportador
ABC (codificado por el gen LPE _03175); transportador SMR de compuestos eflujo de
amonio cuaternario de la familia QacE (codificado por el gen FD24_GL003284),
MULTISPECIES: amonio cuaternario (codificado por el gen N692 04340); proteina
transportadora (codificado por el gen LPE _01191); MULTISPECIES: undecaprenil-
difosfatasa (codificada por el gen uppP); proteina de la familia VanZ (codificada por el gen
LPE_02604); transportador de la familia EamA/RhaT (codificado por el gen KCA1_0065);
transportador de eflujo de la familia MATE (codificado por el gen LPE_00986); Superfamilia
ABC transportador de casetes de union a ATP, proteina ABC (codificado por el gen
LPENT_01629); relacionado con el transportador ABC (codificado por los genes
LPENT_01583 y LPENT_01583); MULTISPECIES: transportador ABC proteina de union a
ATP (codificado por el gen KCA1_0270); transportador ABC, componentes de ATPasa y
permeasa (codificado por el gen LPENT_01451); transportador de la familia EamA
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(codificado por el gen LPENT_01209); proteina transportadora de multiples farmacos,
superfamilia del facilitador principal (MSF) (codificado por el gen KCA1_0714); groel proteina
supresora suge (codificado por el gen FD24 GL000282); y proteina de superficie celular
(codificado por los genes gene 3573 y gene_3843). Todos los genes estan localizados
cromosémicamente excepto el gen 3843 que codifica para la proteina de la superficie

celular en el plasmido pLPE6-1.

Mediante RGI sélo se detectd una coincidencia estricta, que se definié dentro de los limites
de similitud de los modelos individuales de deteccion de AMR y representaba homdlogos
probables de genes AMR segun Alcock et al. (2023). En este sentido, la RGI revel6 que el
genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) contenia un gen vanY en un cluster vanB
que conferia resistencia a los glicopéptidos (100% de identidad con el gen vanZ de otras
cepas de L. pentosus que estaba localizado en el cromosoma) y varios mecanismos de
resistencia antimicrobiana no especificos que dependen de transportadores de flujo o

proteinas transmembrana implicadas en la respuesta a farmacos, incluidos los antibidticos.

Por otro lado, la busqueda de genes de resistencia a antibidticos adquiridos/mutaciones
cromosémicas mediadoras de la resistencia a los antimicrobianos en el genoma de L.
pentosus CF-6HA (CECT 30896) se realiz6 utilizando el software ResFinder, un recurso
abierto en linea para la identificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos en datos
de secuenciacion de nueva generacion y la prediccion de fenotipos a partir de genotipos
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) versién 4.1 (Bortolaia et al., 2020; Camacho et
al., 2009; Zankari et al., 2020), con un umbral de % identidad (ID) seleccionado del 90% y

una longitud minima seleccionada del 60% (ultimo acceso en febrero de 2023).

ResFinder no detecté ningun gen de resistencia antimicrobiana adquirido por transferencia
horizontal de genes para aminoglucésido, betalactamico, colistina, desinfectante,
fluoroquinolona, fosfomicina acido fusidico, glucopéptido, serie MLS (macrdlido, lincosamida
y estreptogramina B), nitroimidazol, oxazolidinona, fenicol, acido pseudomonico, rifampicina,

sulfonamida, tetraciclina y trimetoprima.

El cribado de los factores de virulencia (FV) se llevé a cabo mediante la anotacion de las
regiones de codificacion (CDS) predichos utilizando BLAST reciproco contra la base de
datos de Factores de Virulencia de  Patéogenos Bacterianos (VFDB)
(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) considerando los aciertos como positivos cuando los
resultados de BLAST reciproco eran similares y utilizando un corte de similitud de secuencia
del 80% (Liu et al., 2019).
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No se identificaron factores de virulencia (FV) conocidos, incluidas toxinas.

Estos datos confirman el estado de seguridad de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896).
También confirman que una resistencia antimicrobiana intrinseca no es transferible
horizontalmente, como se solicita en las cepas probidticas, aunque contribuye a la defensa 'y

la aptitud frente a los farmacos (Téth et al., 2021).

Analisis in silico de seguridad y resistencia antimicrobiana de Lactiplantibacillus
pentosus CF-6HA (CECT 30896)

Una vez confirmada la inocuidad de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), se exploro la
secuencia del genoma en busca de determinantes implicados en la robustez y la
funcionalidad que permiten a esta cepa soportar diversas tensiones en su habitat, durante la

fermentacion y también en el tracto gastrointestinal.

Analisis del mobiloma

El mobiloma (conjunto de elementos genéticos moéviles) de L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) se analizd en relacion con la presencia de plasmidos conjugativos, transposasas,
transposones, secuencias de insercion (IS) y genes codificantes de profagos en la
secuencia genomica anotada, tal y como detallan Abriouel et al. (2022). Para ello, la
busqueda de secuencias de insercion (IS) se realizé utilizando la herramienta de busqueda
ISfinder (https://isfinder.biotoul.fr/) una base de datos dedicada a las secuencias de inserciéon
(IS) bacterianas, que es el repositorio de las IS que se indexa junto su secuencia de ADN y
marcos de lectura abiertos o posibles secuencias codificantes, la secuencia de los extremos

del elemento y los sitios diana, su origen y distribucion, etc. (Zhang et al., 2004).

Con respecto a los elementos |IS, se detectaron 17 CDS en el genoma de L. pentosus CF-
6HA (CECT 30896) pertenecientes a nueve familias y distribuidos en 12 bacterias diferentes,

con IS3 como la familia mas originaria de Acinetobacter baumannii/A. Iwoffii.

Para el analisis de profagos dentro del genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) se
utilizé la version de PHASTER (https://phaster.ca/; PHAge Search Tool Enhanced Release,
ultima actualizacion de marzo de 2016; correspondiente a la base de datos actualizada de
profagos/virus PHAST "PHAge Search Tool"). PHASTER permite la identificacion y
anotacion de secuencias de profagos en genomas y plasmidos bacterianos (Arndt et al.,
2016; Zhou et al., 2011).
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Ademas, se obtuvo informacion complementaria de la secuencia gendmica anotada para el

profago y el transposén/transposasa.

En cuanto a las transposasas, el genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) albergaba
98 transposasas, de las cuales 31 transposasas putativas y 67 transposasas pertenecen a
10 familias IS (2 1S3, 1 1S4/1S5, 8 IS5, 23 1S30, 25 ISL3, 1 1S200/1S605, 2 1S256, 1 1S1380, 2
familia Mutator, 2 superfamilia mulE). Las transposasas de las familias ISL3 e I1S30 fueron
las mas prevalentes. Estas transposasas estaban distribuidas por igual tanto en
cromosomas (50 CDS) como en plasmidos (48 CDS en pLPEG6-3, pLPE6-4, pLPEG-5 y

pLPEG6-6), principalmente en pLPE6-6, y aparecian como copias multiples.

Los resultados de la busqueda de profagos muestran la presencia de 13 regiones de fagos
templados dentro del genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) utilizando Ia
herramienta bioinformatica de PHASTER. Siete de ellas estaban intactas (Regiones 1, 2, 3,
7, 8, 9 y 13; puntuacion > 90), una era dudosa (Region 12; puntuacion 701£90) y las otras
cinco estaban incompletas (Regiones 4, 5, 6, 10 y 11; puntuacion < 70). Las regiones
profagicas intactas de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) estaban relacionadas
principalmente con Lactob_Sha1_NC_019489 (Regiones 1, 2, 7, 8 y 9; contenido de GC,
30,30-42,12%; longitud de la regién, 27,1-46 kb), mientras que las regiones profagicas
incompletas estaban asociadas con diferentes fagos como Lactob_Sha1 NC_019489
(Region 6, 17.2 Kb), Lactob_phigle NC 004305 (Regiéon 4, 157 Kb),
Erwini_pEp_SNUABM_01_NC_048807 (Region 10, 12 Kb), Photob_ PDCC_1_NC_048821
(Region 5, 7,6 Kb) y Paenib_Tripp_NC_028930 (Region 11, 5,5 Kb). Determinamos que
Lactob_Sha_1 mostraba la mayor coincidencia proteica entre los profagos identificados. En
cuanto a las regiones cuestionables de los profagos, solo identificamos una que mostraba
similitud con Staphy_SPbeta_like_ NC_029119 (Region 12, 4.9 Kb). Sélo cinco regiones
profagicas tienen secuencias attL/attR e integrasa, como las regiones 1, 2, 4, 6 y 7

localizadas en el cromosoma bacteriano, e identificadas en regiones intactas e incompletas.
CRISPR

Por otra parte, los genes codificantes CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) se examinaron en la secuencia gendmica anotada de L. pentosus CF-
6HA (CECT 30896) y la localizacién de las dianas de los ARN CRISPR se determind
utilizando el programa CRISPRDetect version 2.4

(http://crispr.otago.ac.nz/CRISPRDetect/predict_crispr_array.html) (Biswas et al., 2016).
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En el genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) se identificaron los sistemas CRISPR |
y Il (ambos genes caracteristicos de los sistemas tipo | "cas3" y tipo Il "cas9") como
mecanismos de defensa frente a elementos genéticos moviles (es decir, virus, elementos
transponibles y plasmidos conjugativos. En este sentido, se detectaron 12 genes, cinco de
ellos exclusivos de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896). Estos son responsables de la
sintesis de proteinas asociadas a CRISPR, y estan organizados en dos operones (CRISPR-I
y CRISPR-II). En cuanto a los conjuntos CRISPR (CR), identificamos tres conjuntos CRISPR
incuestionables mediante el programa CRISPRDetect, localizados de forma dispersa en el
cromosoma (678102-2943655).

Con respecto a la adaptacion del estilo de vida de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) a
diferentes estreses, la exploracion in silico de la secuencia del genoma muestra la frecuente
diversificacion genética inferida por el mobiloma (17 elementos ISI, 98 transposasas, 13
regiones de fagos templados) y elementos CRISPR (sistemas CRISPR | y II). El elevado
numero de elementos genéticos méviles en el genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) es comparable al de otras cepas de L. pentosus también aisladas de aceitunas de
mesa alorefias, es decir, L. pentosus MP-10 (29 transposasas, 5 regiones de fagos
templados) y L. pentosus CF2-10N (66 transposasas, 45 elementos IS y 8 regiones de fagos
templados) (Abriouel et al., 2012, 2017, 2022). Sin embargo, el nUmero superaba con
creces a otras cepas de L. pentosus aisladas de otros nichos ecolégicos, como L. pentosus
IG1 (fermentaciones de aceitunas verdes al estilo espafiol; 5 genes que codifican
transposasas), L. pentosus KCA1 (vagina; 25 genes que codifican transposasas) y L.
pentosus DSM 20314 (ensilado de maiz; 14 genes que codifican transposasas) (Abriouel et
al., 2017). Estas caracteristicas indicaron que las cepas de L. pentosus aisladas de aceituna
de mesa alorefia poseen un gran numero de elementos, especificos de la cepa en cuestion,
con funciéon adaptativa que juegan un papel importante en su habitat mediante
reordenamientos cromosomicos, con especial atencion a L. pentosus CF-6HA (CECT
30896).

Ademas, otras ventajas selectivas para la supervivencia de L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) son conferidas por 13 regiones de profagos detectadas en su genoma, siete de las
cuales estaban intactas y son principalmente profagos de lactobacilos, aunque los otros
profagos dudosos e incompletos estaban relacionados con otras bacterias (Erwinia,
Photobacterium, Paenibacillus o Staphylococcus). De hecho, L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) posee la maquinaria capaz de hacer frente al riesgo de infeccion por fagos en

diferentes ecosistemas como algunos lactobacilos (Sun et al., 2015).
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El sistema CRISPR (CRISPR-I y CRISPR-II) como otro mecanismo de defensa también se
detecté en el genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896). En particular, se detectaron
12 genes que proporcionan proteccion contra los elementos genéticos méviles de forma
similar a L. pentosus CF2-10N y L. pentosus MP-10. Sin embargo, tanto los genes como su
organizacion eran especificos de la cepa, lo que sugiere que la adaptacién y la aptitud

pueden depender de la cepa especifica (Abriouel et al., 2017, 2022).
Funcionalidades probiéticas de Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896)

Analisis in silico de la actividad antimicrobiana

Se analiz6 la secuencia gendmica anotada de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) para
detectar la presencia de genes que codifican proteinas/péptidos antimicrobianos y se
examinaron los genes que codifican la produccion de bacteriocinas utilizando el servidor
web BAGEL 4 (http://bagel4.molgenrug.nl/), que permite extraer ADN (meta)gendmico
bacteriano en busca de bacteriocinas y péptidos sintetizados ribosémicamente y
modificados postraduccionalmente (RiPPs), al contar con bases de datos y un BLAST contra

las bases de datos de péptidos principales (van Heel et al., 2018).

A continuacién, cada miembro de los grupos de genes predichos se confirmd mediante
Blastp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que encuentra regiones de similitud entre
secuencias biologicas, comparando secuencias de nucleotidos o proteinas con bases de

datos de secuencias y calculando la significacion estadistica.

Ademas, se utilizé antiSMASH version 7.0
(https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) (Blin et al., 2021) para buscar
clusteres de genes de metabolitos secundarios. antiSMASH permite la rapida identificacion,
anotacion y analisis de grupos de genes de biosintesis de metabolitos secundarios en
genomas de bacterias. Se integra y cruza con un gran numero de herramientas de analisis

in silico de metabolitos secundarios que se han publicado anteriormente.

Tanto BAGEL como antiSMASH se utilizaron para la deteccion de marcos de lectura

abiertos (ORF) implicados en la produccion de compuestos antimicrobianos.

Los RiPPs y las bacteriocinas (no modificadas) se cotejaron en el genoma de L. pentosus
CF-6HA (CECT 30896) con la base de datos BAGEL (BAGEL4). Los resultados obtenidos
mostraron el cluster de genes responsable de la biosintesis de bacteriocinas y consta de 26
genes con una longitud total de aproximadamente 20 kb localizados en el cromosoma

(Figura 3A). En este cluster de genes, sélo se detectd un gen de bacteriocina biosintética
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que codifica la pediocina, bacteriocina de clase lla (péptido central, pediocina; localizacion
2.511.611-2.511.967 pb) (Figura 3A), sin embargo no se identificaron genes de
inmunidad/transporte de pediocina aunque si se detectaron varios genes que codifican otros
transportadores o genes de resistencia como el transportador MFS, la ATPasa

transportadora de cadmio de la familia P o el regulador transcripcional de la familia MerR.

Ademas, el analisis in silico del genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) mediante el
programa BLAST2GO mostro la presencia de un gen putativo (LPENT_01393) que codifica
la biosintesis de Plantaricina Y, bacteriocina de clase lld (PInY; localizacion 3.248.967-
3.249.260 pb).

Por otro lado, el analisis del genoma mediante la herramienta de software antiSMASH
mostro la presencia de genes implicados en la sintesis de metabolitos secundarios con
potencial antimicrobiano relacionados con la T3PKS (sintasa de policétidos de tipo Ill)
(Figura 3B). En este sentido, una region 2.1 (localizacion:1.169.377-1.210.546 nt): T3PKS
fue identificada dentro del cromosoma. Este cluster estaba representado por un gen
biosintético central (ctg2_1084) que codificaba la hidroximetilglutaril-CoA sintasa; seis genes
biosintéticos adicionales (ctg2_ 1067, ctg2 1074, ctg2 1076, ctg2 1079, ctg2 1087 y
ctg2_1105) que codificaban la peptidasa_M50, la SMCOG1115:hidrolasa de la superfamilia
HAD, la SMCOG1072 deshidrogenasa, SMCOG1141:aciltransferasa, SMCOG1123:
poliprenol-monofosfomanosa sintasa ppm1 y SMCOG1001:deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta SDR, respectivamente; un gen transportador (ctg2_17100) que codifica un
transportador MFS y otros genes (Figura 3B). Los resultados de AntiSMASH blastp indican
el compuesto mas cercano de la base de datos MiIBIG y mostraron las mejores
coincidencias correspondientes a terpeno, sintasa de policétidos de tipo Ill (T3PKS),
policétidos (PKS), péptido no ribosomal (NRP), los productos hibridos péptido-policétido
(PK+NRP), péptido modificado postraduccionalmente (RiPP) y otros, siendo NRP y PKS las

clases mas abundantes de grupos de genes biosintéticos (Figura 3B).

El interés de estos metabolitos secundarios, incluyendo bacteriocinas y exopolisacaridos, se
bas6é en su diversa estructura y bioactividades especificas que valorizan el prometedor
potencial probiotico de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) como fuente de compuestos

antimicrobianos y bioactivos.

Cabe destacar la capacidad de algunas bacterias lacticas para producir una amplia gama de
metabolitos secundarios beneficiosos como bacteriocinas, diacetilo, acetoina,

exopolisacaridos, vitaminas (grupo B), dipéptidos ciclicos, acido mevaldnico,
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mevalonolactona y butanediol, entre otros, con actividad antimicrobiana, antioxidante,
interaccion con el hospedero, inmunomodulacién, etc. (Crowley et al., 2013; Mora-
Villalobos et al., 2020). Sin embargo, solo unas pocas cepas son capaces de producir
metabolitos secundarios, mientras que solo algunos de ellos son secretados externamente o

se producen en baja concentracion.

Analisis in vitro de la actividad antimicrobiana

Para complementar los resultados obtenidos mediante el analisis in silico, se examind in
vitro la actividad antimicrobiana frente a los patégenos enumerados en la Tabla 1, incluidos
los fitopatdégenos (responsables de la peste). Se evalué asi la expresion de genes que
codifican bacteriocinas en L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), para confirmar la presencia
de bacteriocinas en el sobrenadante libre de células y su actividad antimicrobiana frente a

varios patégenos.

Para ello, se extendieron 10 yl de un cultivo de una noche de L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) en agar MRS y se incubaron durante 24 h; a continuacion, se cubrieron las placas
con Agar blando de Infusion de Corazon-Cerebro tamponado (SF-BHA; a pH 7,0, 0,1 M)

inoculado con cepas indicadoras (Tabla 1) cultivadas durante 24 h.

Ademas, se probo la actividad antimicrobiana del sobrenadante producido por L. pentosus
CF-6HA (CECT 30896) en caldo MRS utilizando la difusidon en pocillos de agar como se ha
descrito anteriormente. La actividad antimicrobiana se evalué midiendo el diametro de las
zonas de inhibicion desde el borde del pocillo. En el caso de V. dahliae, la actividad
antifungica de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) se realizé en placas de agar de dextrosa
de patata (PDA) segun Mohamad et al. (2018) evaluando la inhibicién del crecimiento
mediante la siguiente formula: 100%[C-T]/C, donde, C es el crecimiento radial del hongo en

el control y T es el mismo en el cultivo dual (Aeron et al., 2011).

Los resultados de la actividad antimicrobiana de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) frente a

fitopatégenos fueron prometedores (Tabla 2).

Tabla 2: Actividad antimicrobiana de Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA (CECT 30896)

contra fitopatégenos y otros patégenos.
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Cepa indicadora

Actividad antimicrobiana de L.
pentosus (CECT 30896) contra

cepa indicadora (zona de

inhibicion)
Bacteria Sobrenadante libre
de células

Pseudomonas syringae subsp. syringae UMAF0158 + 12 mm
Pseudomonas syringae subsp. syringae UMAF0291 + 12 mm
Pseudomonas fragi T81 +++ 12 mm
Listeria innocua CECT +++ débil
Staphylococcus aureus CECT 976 +++ 10 mm
Staphylococcus aureus CECT 4465 +++ 10 mm
Bacillus cereus LWLA +++ 14 mm
Bacillus cereus CECT 148 +++ 11 mm
Enterococcus faecalis S-47 +++ débil
Enterococcus faecalis F1 9190 ++ debil
Escherichia coli CECT 432 +++ 10 mm
Salmonella enterica S62 +++ débil
Saccharomyces cerevisiae CECT 1171 - -
Candida albicans CECT 1001 + 9 mm
Verticillium dahliae CECT 2694 36%* 8%*
Verticillium dahliae CECT 2884 9%* 0%*

(+), el diametro de la zona de inhibicion desde el borde de crecimiento es < 10 mm. (++), el

diametro de la zona de inhibicion desde el borde de crecimiento esta en el rango de 10-13

mm. (+++), el diametro de la zona de inhibicion desde el borde de crecimiento es > 14 mm.

* % de inhibicion del crecimiento segun Aeron et al. (2011).

En este sentido, las cepas P. syringae subsp. syringae UMAF0291 y UMAFO0158 y las cepas
Verticillium dahliae CECT 2694 y CECT 2884 fueron sensibles a las sustancias
antimicrobianas producidas ex-situ por L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), ya que el

sobrenadante de esta cepa fue activo frente a fitopatdégenos bacterianos y fungicos. En la

cepa CECT 2884 de Verticillium dahliae no se observa este efecto posiblemente porque

requerira mayores cantidades del antimicrobiano que esta presente en el sobrenadante que

la cepa CECT 2694 de esta misma especie.
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Ademas, otros patdgenos también fueron sensibles a las sustancias antimicrobianas
producidas por L. pentosus CF-6HA (CECT 30896), como la bacteria de la descomposicion
P. fragi T81 y otros patdégenos humanos/animales, es decir, cepas de Bacillus cereus, cepas
de Staphylococcus aureus, cepas de Enterococcus faecalis, Listeria innocua, Escherichia
coli, Salmonella enterica y Candida albicans, sin embargo no se detecté actividad contra
Saccharomyces cerevisiae CECT 1171. Aunque P. fragi no es un patégeno humano
representa un reservorio de genes de resistencia a antibioticos que pueden ser transferidos
a otras bacterias patégenas incrementando asi su peligrosidad. Por tanto, se trata de un
agente de alteracion de la cadena alimentaria y también de un reservorio de genes de

resistencia a antibiéticos segun Elbehiry et al. (2022).

Esta actividad antimicrobiana permite a esta cepa superar con éxito a especies microbianas

indeseables y patdgenas en su habitat y también en el intestino.

Busqueda de otras propiedades probidticas

Para determinar las caracteristicas probidticas relacionadas con las adhesinas, los
exopolisacaridos, las enzimas, los antioxidantes y el metabolismo del selenio, se examino la
secuencia genodmica anotada de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) en busca de los genes

codificantes correspondientes.

El andlisis in silico de la secuencia gendmica anotada de L. pentosus CF-6HA (CECT
30896) reveld la presencia de un arsenal de genes que codifican proteinas relacionadas con

funciones probidticas.

Algunas de estas proteinas son multifuncionales, también participan en otras funciones
como la supervivencia, la exclusién competitiva del patégeno a las células epiteliales, la

respuesta al estrés, el eflujo de farmacos y otros.

Aunque Abriouel et al. (2016, 2017, 2022) informaron de que las cepas L. pentosus MP-10
y CF2-10N poseen en su genoma varias proteinas pluriempleadas responsables de su
funcionalidad, no se trata de las mismas proteinas y en caso los casos en los que se trata de
la misma proteina, las funciones desempefiadas son distintas en cada cepa y en funcion de

las condiciones del entorno.

En cuanto a las proteinas implicadas en la adhesion, se identificaron 20 genes que codifican
proteinas de adhesion, 7 proteinas de la superficie celular; 4 proteinas de unién a mucosa; 1
proteina de adhesioén; 1 transportador ABC de metales permeasa; 1 transportador ABC de

manganeso proteina de union a sustrato; 1 transportador ABC, proteina de uniéon a ATP y

22



10

15

20

25

30

ES3009 876 Al

permeasa; 1 transportador de casetes de unién a ATP de la superfamilia ABC, proteina de
union; 1 transportador ABC de metales proteina de unién a sustrato; 1 beta-fructosidasa y 2

proteinas hipotéticas.
En cuanto a la biosintesis de exopolisacaridos, se asoci6 a cuatro genes codificantes.

En cuanto a las enzimas implicadas en las propiedades probidticas clave (como las
oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas, ligasas y translocasas) se
identificod la presencia de 1 gen codificante de hidrolasa de sales biliares, 2 genes
codificantes de tanasa, 1 gen codificante de alfa-amilasa, 1 gen codificante de
amilopululanasa, 1 gen codificante de catalasa y 23 genes codificantes diferentes de lactasa

(beta-galactosidasa o beta-glucosidasa).

Con referencia a los antioxidantes, se identificaron 11 genes codificantes para la biosintesis
del glutatién, 4 genes codificantes para la 4-carboximeuconolactona descarboxilasa, 1 gen
codificante para la 2-Cys peroxiredoxina, 1 gen codificante para la NAD(FAD)-
deshidrogenasa dependiente, 1 gen codificante para la peroxidasa putativa dependiente del

hierro y 1 gen codificante para la Halo peroxidasa.

Por ultimo, se examin6 el genoma de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) en busca de
genes implicados en el metabolismo del selenio y se identificaron 4 genes codificantes:
serina-ARNt ligasa, homocisteina metiltransferasa, cisteina sulfinato desulfinasa y
MULTISPECIES: serina-ARNt ligasa.

Analisis in vitro de capacidad para crecer v biotransformar selenito

Ademas, se probo in vitro la capacidad para crecer y biotransformar selenito (Na, SeO;) de
L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) midiendo espectrofotométricamente el Se residual en el

sobrenadante tras 24 h de crecimiento en caldo MRS suplementado con Se.

Las células se cultivaron en 5 ml de caldo MRS o MRS-Se suplementado con 20 ppm de Se
(como Na, SeOg3) a 37°C durante 24 h tal y como describen Martinez et al. (2020). La
concentracion de SeO?; remanente en los sobrenadantes se determind
espectrofotométricamente mediante el método modificado de Brown y Watkinson (Kessi et
al., 1999) utilizando un ensayo de microplaca (Martinez et al., 2020). Los resultados
obtenidos mostraron su capacidad de crecimiento produciendo una eliminacion del 100% de

Se ya que no se registrd Se detectable.
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Por otro lado, se examind la capacidad de biosorcion de selenio sobre la superficie de L.
pentosus CF-6HA (CECT 30896) en forma de nanoparticulas (SeNPs) mediante microscopio
electronico de barrido (SEM) acoplado a espectroscopia de dispersion de energia de rayos

X en presencia y ausencia de Se en caldo de cultivo.

Para ello, L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) se cultivd en caldo MRS o MRS-Se
suplementado con 5 ppm de Se (como Na, SeO3) a 37°C durante 24 h (Martinez et al.,
2020). Una gota del sedimento bacteriano se dispuso sobre los stubs de muestras SEM
(ANAME, Espafia), se seco y después se deshidratd en una serie de soluciones de etanol al
20, 40, 60, 80 y 100% (15 min cada una) antes de la suspensiéon en acetona durante 1 h.
Después de esto, los stubs se sometieron a un secado en punto critico antes de la obtencién
de imagenes por SEM (FESEM, MERLIN de Carl Zeiss, Oxford) equipado con un analizador
de rayos X de energia dispersiva (EDX). Se visualizd y confirmé la presencia de Se en la
superficie celular de L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) en forma de nanoparticulas blancas
(SeNPs) (Figura 4). Ademas, no se observo ninguna transformacion de la forma celular tras

el crecimiento en presencia de Se y la posterior formacién de SeNPs.

Esta cepa tolera el selenio en el caldo de cultivo y metaboliza el selenio de acuerdo con la
presencia de genes codificantes relevantes (serina-ARNt ligasa, homocisteina
metiltransferasa, cisteina sulfinato desulfinasa y MULTISPECIES: serina-ARNLt ligasa) para
proteinas capaces de biotransformar y reducir el selenito toxico (SeOs%) en selenio
elemental (Se°). Asi pues, la cepa puede eliminar completamente el Se del sobrenadante

del cultivo.

Oftros lactobacilos pertenecientes a otras especies aisladas de plantas o de otros alimentos
fermentados (chucrut) fueron capaces de reducir el selenito, como L. plantarum CRL 2030
(Martinez et al., 2020) y L. casei ATCC 393 (Qiao et al., 2023).

Esta importante y eficaz aproximacion para la biorremediaciéon de la contaminacion por
selenio mediante L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) presenta un atractivo adicional que
podria ser explotado en alimentacion, agricultura y medio ambiente donde la acumulacion de
este micronutriente altamente soluble y biodisponible puede suponer un gran reto. Por otra
parte, como cultivo iniciador, L. pentosus CF-6HA (CECT 30896) también podria utilizarse

para el bioenriquecimiento de alimentos fermentados con selenio.
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Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por ftriplicado. Los analisis estadisticos se realizaron con
Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, Estados Unidos) para determinar las

medias y las desviaciones estandar. El analisis bioinformatico se realizé con el paquete R.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa Lactiplantibacillus pentosus CF-6HA depositada en la Colecciéon Espafiola de

Cultivos Tipo con el numero de acceso CECT 30896.

2. Cultivo bacteriano puro, extracto o compuesto bioactivo aislado de la cepa de la

reivindicacion 1.

3. Composicion que comprende el cultivo, extracto o compuesto bioactivo segun la

reivindicacion 2.

4. Uso de la cepa segun la reivindicaciéon 1, el cultivo puro bacteriano segun la
reivindicacion 2, y/o la composicion que comprende el cultivo segun la reivindicacion 3 como

probiético para humanos, mamiferos no humanos y plantas.

5. Uso de la cepa segun la reivindicaciéon 1, el cultivo puro bacteriano segun la
reivindicacion 2, y/o la composicién que comprende el cultivo segun la reivindicacion 3 como

agente antimicrobiano contra Pseudomonas fragi.

6. Uso segun la reivindicacion anterior caracterizado por que ademas actua de forma
simultdnea contra uno o mas de los microorganismos que se seleccionan de la lista que
consiste en: Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria
innoccua, Escherichia coli, Salmonella enterica, Candida albicans, Pseudomonas syringae y

Verticillium dahliae.

7. Uso del extracto o compuesto bioactivo aislado segun la reivindicacion 2, y/o la
composicion que comprende el extracto o compuesto bioactivo segun la reivindicacién 3
como compuesto o composicion antimicrobiana contra Pseudomonas syringae, Verticillium
dahliae, Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli y/ o

Candida albicans.

8. Uso de la cepa segun la reivindicacion 1 para la obtencién de pediocina vy

Plantaricina Y.

9. Uso de la cepa segun la reivindicacion 1 para biorremedacion de medios

contaminados con selenio.

10. Uso de la cepa segun la reivindicacion 1 para el bioenriquecimiento de alimentos

fermentados con selenio.
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A LOPEZ-GARCIA, E. et al. In silico evidence of the multifunctional features of Lactiplantibacillus 1-8
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12 (5), articulo n° 938 ISSN 2304-8158 (print), DOI: 10.3390/foods12050938
A KIOUSI DESPOINA E. et al. Genetic and phenotypic assessment of the antimicrobial activity of three 1-8
potential probiotic lactobacilli against human enteropathogenic bacteria. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology, Febrero 2023, vol. 13, articulo n® 1127256, ISSN 2235-2988 (print) ISSN
2235-2988 (electronic), DOI:10.3389/fcimb.2023.1127256
A PEREZ MONTORO, B. et al. Fermented Alorefia table olives as a source of potential probiotic 1-8
Lactobacillus pentosus strains. Frontiers in Microbiology, Octubre 2016, vol. 7, articulo n°: 1583, ISSN
1664-302X (print) ISSN 1664-302X (electronic), DOI: 10.3389/fmicb.2016.01583
A WO 2010136891 Al (PROBIOTICAL SPA et al.) 02/12/2010, 1-8
reivindicaciones, tabla 1.
A MARTINEZ, F. G. et al. Biotransformation of selenium by lactic acid bacteria: Formation of seleno- 1-10
nanoparticles and seleno-amino acids. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, Junio 2020, vol.
8, articulo  n° 506, ISSN 2296-4185 (print) ISSN 2296-4185  (electronic),
DOI:10.3389/fbioe.2020.00506
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A CN 110747140 A (UNIV JIANGNAN) 04/02/2020,
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C12N1/20 (2006.01)
A01N63/20 (2020.01)
AB1K35/747 (2015.01)
A23K10/18 (2016.01)
A23L33/135 (2016.01)
A23L33/16 (2016.01)
C12P13/00 (2006.01)
B09C1/10 (2006.01)
C12R1/225 (2006.01)
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