Producción de un péptido antibacteriano proveniente de Moringa oleifera en Chlorella vulgaris y análisis de su actividad.
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Resumen
Los péptidos antimicrobianos (PAMs) se han convertido en una gran alternativa para inhibir el desarrollo de microorganismos patógenos tanto de animales como de plantas, ya que son activos a bajas concentraciones y tienen un amplio espectro de acción. La obtención de PAMs por vía recombinante es una opción viable para su producción masiva. En este trabajo se obtuvo y analizó la funcionalidad de un péptido antibacteriano recombinante contra bacterias patógenas de origen clínico. Se diseñó un gen quimérico codificante para el péptido Flo de Moringa oleifera al que se denominó FLOGS y que fue insertado en el genoma plastidial de Chlorella vulgaris por medio de biobalística. De este evento de transformación se obtuvieron 12 transformantes que fueron seleccionadas en medio TAP con higromicina y verificadas mediante PCR y secuenciación. La estimación de la producción de la proteína recombinante (PR) se realizó con un ensayo ELISA y se observó que la PR FLOGS represento entre el 0.06 y 0.09% del total de la proteína soluble (PTS). Para la evaluación de la actividad antibacteriana, se utilizaron extractos de PTS de la cepa silvestre, la cepa con mayor porcentaje de producción de PR, como controles buffer de fosfatos y ampicilina. Las pruebas de funcionalidad se realizaron por triplicado contra: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes. La inhibición se muestra en U log, donde se observó una actividad inhibitoria contra K. oxytoca; moderada contra S. aureus y S. agalactiae y nula contra E. aerogenes y E. coli. 
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Abstract
The antimicrobial peptides (AMPs) have become a great alternative to inhibit the development of pathogenic microorganisms of both animals and plants, since with active at low concentrations and have a broad spectrum of action. The obtaining of AMPs by recombinant route is a viable option for its mass production. In this work, the functionality of a recombinant antibacterial peptide against pathogenic bacteria of clinical origin was obtained and analyzed. We designed a chimeric gene coding for the peptide Flo of Moringa oleifera which was named FLOGS and which was inserted into the plastidial genome of Chlorella vulgaris using biobalistic system. From this transformation event, 12 transformants lines were identified in the TAP medium with hygromycin and verified by PCR and sequencing. The estimation of the production of the recombinant protein (RP) was carried out with an ELISA test and was observed that the RP FLOGS represents between 0.06 and 0.09% of the total soluble protein (TSP). For the evaluation of the antibacterial activity, were used TSP extracts of the wild type strain, the strain with the highest percentage of RP production, as controls we used phosphates buffer and ampicillin. Functionality tests were performed in triplicate against: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli and Enterobacter aerogenes. The inhibition is shown in U log, where an inhibitory activity against K. oxytoca is observed; moderate activity against S. aureus and S. agalactiae and null activity against E. aerogenes and E. coli.
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