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Mycoplasma hyopneumoniae (MH) é o agente etioldgico da pneumonia enzoética suina, a qual apresenta distribuicéo
mundial e causa importantes perdas econdémicas. Assim como em outros Mycoplasmas, pouco se conhece sobre as
sequéncias nucleotidicas que regulam e controlam o inicio da transcricdo em M. hyopneumoniae. Esses
microrganismos tém o genoma rico em timina/adenina, o que dificulta a definicdo de seqliéncias promotoras in silico,
uma vez que a predi¢do destas tem sido predominantemente baseada em dados disponiveis para Escherichia coli
(exemplo: TATA box). Sendo assim, faz-se necesséaria a criagdo de ferramentas especificas que auxiliem na
caracterizacdo destas regides controladoras. Em 2005, Halbedel & Stilke desenvolveram, para Mycoplasma
pneumoniae, um plasmideo, pGP353, portador de um sistema reporter baseado no gene lacZ, que possibilita o estudo
da atividade de promotores in vivo. O objetivo deste trabalho é avaliar a utilizacdo de pGP353 para estudo de
promotores em M. hyopneumoniae, e observar a funcionalidade da regido a montante dos genes dnaK e uvrC.
Visando produzir um controle positivo para testar esse sistema em MH, o promotor do gene da spiralina (PS) de
Spiroplasma citri, sabidamente funcional em outras espécies de micoplasmas, foi amplificado por PCR a partir do
plasmideo pRST2. O fragmento de 321pb, tratado com Klenow e T4 polinucleotideo quinase para 0 preenchimento
das extremidades e fosforilacdo da extremidade 5', foi clonado no vetor pUC18-Smal desfosforilado. Os clones serdo
sequenciados, e 0s que possuirem o promotor da spiralina na orientacdo correta serdo clivados com BamHI e EcoRl,
para posterior clonagem de PS no plasmideo pGP353 clivado com as mesmas enzimas. Paralelamente, também esta

sendo feita a amplificacdo da regido 5' a montante dos genes dnaK e uvrC a partir do DNA total da cepa 7448 de M.
hyopneumoniae.
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