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Objetivos

1. Amplificar e sequenciar os cinco genes de
opsinas expressos na retina de M. cayanensis
(LWS, SWS1, SWS2, RH2 e RH1); 2. Estimar o
pico de sensibilidade espectral (Amax) das
opsinas, com base na sequéncia de
aminoacidos encontrada nos sitios
responséveis pelo deslocamento espectral; 3.
Identificar os fotorreceptores classicos através
da técnica de Imunohistoquimica.

Métodos e Procedimentos

Cinco individuos foram coletados, eutanasiados
e seus olhos foram enucleados. Para analise
genética, um olho foi preservado em RNAlater®
(Ambion), a 4°C. O RNA total foi extraido e
convertido em cDNA. Foram amplificadas
sequéncias parciais dos genes das opsinas por
meio da técnica de PCR. Apds amplificacéo, as
sequéncias foram purificadas e sequenciadas.
As analises foram feitas no programa BioEdit
v7.2.5 e alinhadas com seqiéncias de opsina
de outras aves. Para andlises morfolégicas, os
olhos foram fixados 2h em paraformaldeido a
4%, e depois foram mantidas em tampéo
fosfato 0,1M a 4°C. Os olhos foram
seccionados em criostato e os cortes foram
incubados com anticorpo Rabbit anti Opsin
(Millipore AB5405), para marcagdo dos cones
L, e aglutinina WGA (Wheat Germ agglutinin)
(Vector Laboratories, California, USA) extraida
de trigo e acoplada a molécula de FITC
(Fluoresceina) para marcagdo de bastonetes.

O presente projeto foi aprovado pelos Comités
de Etica do Instituto de Psicologia (IPUSP)
(n°2585040517) e da Universidade Federal do
Para (UFPA) (n°7696310817).

Resultados

Os cinco genes de opsinas, LWS, RH2, RH1,
SWS1 e SWS2, foram amplificados e
sequenciados. A andlise do sequenciamento no
fotopigmento LWS revelou a presenca dos
aminoacidos SHYTA nos sitios 164, 181, 261,
269 e 292, que sdo responsaveis por um Amax
a 560nm. No sequenciamento da opsina RH2
foi revelado a presenca dos aminoacidos ESS
nos sitios 122, 222 e 295, podendo conferir um
Amax em ~512nm. Na opsina SWS1 foram
encontrados o0s aminoacidos CSTFGS nos
sitios 86, 90, 93, 116, 118 e 298 que podem
conferir um Amax de ~406nm. No fotopigmento
SWS2 foi encontrado os aminoacidos FIGTFFT
nos sitios 46, 49, 52, 93, 164, 207 e 269 e um
Amax presumido em ~460nm. Finalmente, na
opsina RH1, expressa em bastonetes, foram
vistos os aminoécidos ECA nos sitios 122, 222
e 295, o que infere um Amax em ~503nm
(Figura 1). A andlise morfol6gica mostrou um
grande numero de cones grandes e Unicos
marcados com anticorpo anti-opsina L/M
(Figura 2) e bastonetes, que podem expressar
o fotopigmento RH1 (Figura 3).
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Figura 1- Curvas de sensibilidade espectral dos
pigmentos LWS, RH2, RH1, SWS2 e SWS1, com
pico de absor¢cdo em 560nm, 512nm, 503nm, 460nm
e 406nm, respectivamente, expressos na retina de
Myiozetetes cayanensis.

Figura 2- Corte transversal da retina de M.
cayanensis, marcado com anticorpo anti-opsina L/M.
CF (camada de fotorreceptores), CNE (camada
nuclear externa), CPE (camada plexiforme externa),
CNI (camada nuclear interna), CPl (camada
plexiforme interna) e CCG (camada de células
ganglionares). Nucleos celulares marcados em azul
por DAPI. Identificagdo dos cones L (seta).

Figura 3- Corte transversal da retina de M.
cayanensis, marcado com anticorpo WGA. CF
(camada de fotorreceptores), CNE (camada nuclear
externa), CPE (camada plexiforme externa), CNI
(camada nuclear interna), CPl (camada plexiforme
interna) e CCG (camada de células ganglionares).
Nucleos celulares marcados em azul por DAPI.

Conclusoes

Os cinco genes de opsina (LWS, RH2, RH1
SWS1 e SWS2) foram identificados na retina
de Myiozetetes cayanensis e 0s respectivos
picos de sensibilidade espectral foram
estimados (560nm, 512nm, 503nm, 406nm e
460nm). A presenca de quatro genes de
opsinas em cones confere o potencial para
uma visao de cor tetracromatica nesta espécie,
de acordo com o que é encontrado na maioria
das espécies de aves diurnas. A identificacao
bem sucedida do cone L e de bastonetes por
imunohistoquimica abre a possibilidade para
trabalhos futuros com andlises da topografia
retiniana dessa espécie.
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