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1 INTRODUÇÃO
Recentemente, um número crescente de estudos tem focado na utilização de microalgas como modelos para a expressão de proteínas recombinantes de interesse comercial. Apesar dos avanços na engenharia genética, a produção de proteínas recombinantes em microalgas ainda não atingiu um nível adequado para seu uso comercialmente. Uma maneira de aumentar a produção heteróloga é a otimização de códon do gene alvo de modo que o organismo hospedeiro utilize os códons numa proporção adequada para o seu próprio conjunto de ao seu pool de tRNA (Specht et al., 2009). Para otimização de códon tem sido utilizado o banco de dados Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon), que possui tabelas de frequência baseadas nos genes codificadores de proteínas do organismo, selecionados independentemente do seu nível de expressão. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi verificar se há alteração na frequência de códons utilizados quando se leva em conta o nível de expressão dos genes, considerando os 50 genes mais expressos e os 50 menos expressos.

2 MATERIAS E MÉTODOS
Os dados de expressão gênica para Chlamydomonas reinhardtii foram obtidos em Lv et al. (2013). Os 50 transcritos mais expressos (RPKM > 2900) das quatro fases de crescimento da alga: Log (LP), estacionária (SP), acumulação lipídica (LAP), e de declínio celular (CDP) de C. reinhardtii foram selecionados. Como controle negativo, foram selecionados os 50 transcritos menos expressos da fase LP. As sequências dos genes selecionados foram obtidas no site http://genome.jgi-psf.org/Chlre4/. As tabelas de frequência de códons foram criadas utilizando a ferramenta Gene to Codon Usage (http://www.entelechon.com/2008/10/gene-to-codon-usage/). As tabelas, incluindo a do Codon Usage Database, foram comparadas pelo método de UPGMA (http://genomes.urv.cat/UPGMA) e com o teste estatístico de qui-quadrado com o software R. 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
As tabelas produzidas com os 50 transcritos mais expressos nas quatro fases de crescimento não foram diferentes através da análise de UPGMA. Assim, a tabela obtida da fase LP foi usada para as demais comparações. O método UPGMA distinguiu as três tabelas: 50 genes mais expressos, controle negativo e a tabela do Codon Usage Database (Fig.1). A principal diferença foi observada para o códon AAG, com frequência de 98.6 nos 50 mais expressos, quando comparado com 43.3 do Codon Usage Database e com 28.0 do controle. Além disso, foram identificados códons com frequência igual a zero nos 50 mais expressos: CUA, AUA, GGA e AGA, enquanto que nas outras duas tabelas não foram observadas frequências iguais à zero. O teste de qui-quadrado mostra que há evidência amostral suficiente para apoiar a hipótese de que as frequências dos códons analisados não são homólogas entre as três tabelas (x2=4485; df=126;p<0.001).

Figura 1 – Dados da análise de UPGMA 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS
O trabalho mostra que a tabela de frequência de códons gerada pela seleção dos 50 genes mais expressos em C. reinhardtii difere claramente da tabela disponibilizada pelo Codon Optimization Database.  Portanto, é possível concluir que há uma mudança na frequência de códons dependente do nível de expressão gênica. A próxima etapa é a produção de três construções genéticas com o gene da proteína verde fluorescente (GFP), otimizado para cada uma das tabelas de frequência de códons, para observar in vivo se há uma melhora nos níveis de expressão do gene exógeno quando otimizado com a tabela dos 50 genes mais expressos.
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