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Mesmo com a conclusdo do seqiienciamento do genoma de varias espécies de Mycoplasmas, pouco se sabe sobre
controle da expressdo génica nesses microrganismos. Recentemente, Mycoplasma hyopneumoniae (MH), espécie
causadora da pneumonia micoplasmica suina, teve seu genoma totalmente seqiienciado. Os dados obtidos mostraram
que, apesar de possuir apenas um fator o, ha grande variabilidade nas regides promotoras, indicando que os sinais de
promocdo e regulacdo da transcricdo devem diferir significativamente de outras bactérias. Embora existam
ferramentas de bioinformatica que auxiliam na determinagéo de seqiiéncias regulatorias, estas sdo limitadas pela falta
de promotores experimentalmente caracterizados nesse género. Para desenvolver um sistema que permita definir os
promotores de MH em Escherichia coli, é que este trabalho tem como objetivo a clonagem e expressdo do gene rpoD
de M. hyopneumoniae, uma vez que os fatores 6’° dessas duas bactérias séo diferentes. Como essa CDS possui trés
cédons UGA - os quais em Mycoplasma codificam triptofano, mas em E. coli sdo lidos como cddon de terminacéo —
, estd sendo utilizada uma estratégia de mutagénese sitio-dirigida baseada em PCR. Inicialmente, o gene rpoD foi
amplificado por PCR a partir do DNA cromossomal da cepa 7448 de MH; o fragmento de 1475pb foi clonado em
pUC18 e seqiienciado para confirmar sua integridade. Apds, utilizando o plasmideo pUC18cmh e primers contendo
as mutagdes (TGA—TGG) necessarias, o gene foi amplificado em 4 partes diferentes: cA (229pb), 6B (390pb), cC
(394pb) e oD (581pb). Em seguida foram feitas duas PCRs, uma utilizando como DNA molde cA e 6B para
amplificagdo de cAB (590pb), e outra utilizando oC e oD para obtengédo de cCD (947pb). Os amplicons cAB e cCD
servirdo de DNA molde para a amplificagdo de cABCD (1475pb). As muta¢des serfo confirmadas por
seqlienciamento. Futuramente, a CDS mutada sera clonada em pET-23d. (PIBIC).
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