UFV / XV SIC / MARÇO-2006 / Biologia Geral / 615  
___________________________________________________________________
CONSTRUÇÃO DE UM PADRÃO EXTERNO DE CALIBRAÇÃO BASEADO EM NÚMERO DE CÓPIAS DE PLASMÍDEOS RECOMBINANTES PARA A QUANTIFICAÇÃO DE OGM EM ALIMENTOS 

CARDOSO, Mariana Santos (Estudante); MARCELINO, Francismar Corrêa (Estudante); BARROS, Everaldo Gonçalves de (Orientador) 

O PCR quantitativo em tempo real vem sendo largamente empregado para quantificar resíduos de organismos geneticamente modificados (OGMs) em alimentos. No Brasil, o limite permitido de OGM em alimentos é de 1% do produto final. Geralmente, as curvas de calibração, necessárias para a quantificação OGMs, são construídas com base em DNA genômico extraído de padrões de referência certificados (CRMs) constituídos de amostras de farinha com 0,1% a 5,0% de OGM. Além do alto custo, no mercado internacional não há padrões de referência para todas as matrizes e eventos de OGM já liberados e nem padrões com percentuais acima de 5,0%. O presente trabalho teve por objetivo a construção de um padrão externo de calibração baseado em DNA plasmidial para a quantificação de OGM em alimentos como alternativa aos CRMs. Primers específicos para a região promotora 35S foram utilizados para a amplificação do DNA extraído do CRM contendo 5,0% do evento transgênico de soja Roundup Ready®. O fragmento obtido foi purificado do gel de agarose, ligado ao vetor pGEM-T Easy e utilizado para transformação de Escherichia coli. A clonagem foi confirmada pela análise eletroforética do DNA plasmidial e por seqüenciamento. Para a construção da curva de calibração, uma diluição seriada foi preparada variando de 109 a 1 molécula de DNA plasmidial. Essas amostras foram amplificadas por reação de PCR quantitativo em tempo real. A curva de calibração apresentou índice médio de inclinação de -3,3724, que indica uma amplificação com 98% de eficiência. O limite de quantificação obtido foi de 100.000 cópias do plasmídeo e o valor de R2 foi de 0,9968. Para a utilização dessa curva de calibração, um gene de referência endógena será clonado, permitindo a quantificação relativa de soja RR em alimentos. Essa é uma alternativa mais prática, robusta e economicamente mais viável do que o uso de CRMs. (CNPq) 

