UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS
E BIOLOGIA CELULAR - PPGNBC

BERTHA RUTH ZELADA MARILUZ

A BASE MOLECULAR DASADAPTACOESVISUAISNOS GENESDAS OPSINAS
DE ANABLEPS ANABLEPSE PHREATOBIUS CISTERNARUM ATRAVESDA
ANALISE DE TRANSCRIPTOMA

BELEM / PARA
2019



BERTHA RUTH ZELADA MARILUZ

A BASE MOLECULAR DASADAPTACOESVISUAISNOS GENESDAS OPSINAS
DE ANABLEPS ANABLEPSE PHREATOBIUS CISTERNARUM ATRAVES DA
ANALISE DE TRANSCRIPTOMA

Tese apresentada ao Programa de Pés-graduacdo em
Neurociéncias e Biologia Celular do Instituto de
Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Para
como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de
Doutor em Neurociéncias e Biologia Celular.

Area de concentracio: Biologia Celular.

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Schneider

BELEM
2019



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP) de acordo com ISBD
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para
Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M336b  Mariluz. Bertha Ruth Zelada
A base molecular das adaptacdes visuais nos genes das opsinas
de Anableps anableps e Phreatobius cisternarum através da analise
de transcriptoma / Bertha Ruth Zelada Mariluz. — 2019.
123 1. : il. color.

Orientador(a): Prof. Dra. Patricia Neiva Coelho Schneider

Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduacdo em
Neurociéncias e Biologia Celular. Instituto de Ciéncias Biologicas.
Universidade Federal do Para. Belém. 2019.

1. Opsinas. 2. Substituicdes de aminoacidos. 3. Padrdo de
expressdo. 4. Sensibilidade espectral. 5. Transcriptoma. L.
Titulo.

CDD 571.45




BERTHA RUTH ZELADA MARILUZ

A BASE MOLECULAR DASADAPTACOESVISUAISNOS GENES DAS OPSINAS
DE ANABLEPS ANABLEPSE PHREATOBIUS CISTERNARUM ATRAVESDA
ANALISE DE TRANSCRIPTOMA

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular,
Ingtituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Pard, como um requisito para obtencéo
do titulo de Doutor em Neurociéncias e Biologia
Cdular.

Area de concentracio: Biologia Celular

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Schneider

Data de avaliacéo: Belém, de 2019

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Patricia Neiva Coelho Schneider
(PPGNBC/ICB/UFPA - Orientadora)

Profa. Dra. Karen Renata Matos Oliveira
(PPGNBC/ICB/UFPA — Membro)

Prof. Dr. Sylvain Henri Darnet
(PPGBIOTEC/ICB/UFPA — Membro)

Prof. Dr. Jilio Cesar Pieczarka
(PPGBM/ICB/UFPA — Membro)

Prof. Dr. Fernando Allan de Farias Rocha
(PPGNC/ICB/UFPA — Membro)

Prof. Dr. Igor Schneider
(PPGBM/ICB/UFPA — Membro suplente)



A Deus,
Por sempre mostrar o caminho correto paraa
felicidade eterna;

Ao0s meus pais, Bertha e Remigio,
Por sua dedicacéo e por me encorajar

a seguir meus sonhos,

A0S meus irmaos e minhas irmas,

Pela companhia e amizade de sempre;

Aos meus sobrinhos, Gino, Giorgio, Alonso,
Micaela, Sebastian, Joaquim, Braulio, lllari,
Nayaraq e Francisco.

Obrigada pelo amor e alegria.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Para pela oportunidade, onde fui formada em meu
doutorado, muito obrigada.

A Pré-reitora de Pesquisa e Pos-Graduagio (PROPESP) da UFPA e aos 6rgdos de
fomento PAEC/CAPES pela bolsa outorgada para este estudo doutoral. Agradeco ao
Programa Capes PVE do qual minha orientadora, Profa. Dra. Patricia Schneider foi ganhadora
de uma bolsa para a minha estadia no Canada.

A Pos-graduagdo em Neurociéncias e Biologia Celular pelo apoio, ao diretor Dr.
Carlomagno Pacheco Bahia, a0 ex-Diretores Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano, Dr.
Anderson Manodl Herculano Oliveira da Silva pelo constante apoio; e a secretaria do
Programa de Pés-graduacéo, Socorro Sales de Andrade pela gjuda e auxilio constante.

A Profa. Dra. Patricia Schneider, minha orientadora, obrigada pelos momentos de
discussdo e boas ideias. Assim mesmo, ao Prof. Dr. Igor Schneider pelas boas discussoes para
0 aprimoramento de meu trabal ho.

A minha banca examinadora da defesa, a Profa. Dra. Karen Renata Matos Oliveira,
Prof. Dr. Sylvain Darnet, Prof. Dr. Julio Cesar Pieczarka, e Prof. Dr. Fernando Allan de
Farias Rocha, pelas orientactes e contribui¢des para o melhoramento do meu trabal ho.

A minha banca examinadora da qualificagéo, o Prof. Dr. Givago da Silva Souza e Prof.
Dr. Sylvain Darnet, pelas orientacdes e contribuicdes para 0 melhoramento do meu trabal ho.

Ao Prof. Dr. Sylvain Darnet pela montagem do transcriptoma de Anableps anableps, e
ao Prof. Dr. Marcos Souza, do Museu Paraense Emilio Goeldi - UFPA, pela montagem do
transcriptoma de Phreatobius cisternarum.

A equipe do Laboratorio de Evoluciio e Desenvolvimento, que contribuiram para
minha formac&o de maneira direta ou indireta através de discussoes, aprimoramento didatico e
apoio técnico. Expresso minha gratiddo ao Prof. Dr. Igor Schneider, MSc. Gabriela N. Frota-
Lima, MSc. Louise N. Perez, Dr. Jeferson Carneiro, MSc. Jamily De Lima e MSc. Maysa
Araljo pela coleta e classificacdo realizada do material utilizado neste trabalho. Agradeco a
Profa. Dra. Iracilda Sampaio pelo apoio logistico no local de coleta

As Mestres Jamily De Lima e Maysa Aralijo pela grande colaboracio e gjuda nas
técnicas do laboratdrio e pel os seus comentérios para o aprimoramento desta tese, assim como
as Dra. Flora Bittencourt e Dra. Aline Cutrim Dragalzew pelos seus comentarios para 0 meu

trabalho. Ao Dr. Jeferson Carneiro pelos comentérios nas construcbes das arvores



filogenéticas. Aos Mestre Jamily De Lima e Biélogo Danielson Amaral pelos comentarios e
g uda na minha apresentacéo de meu trabaho final.

A Bernadete Costa de Oliveira, bibliotecéria da Biblioteca Central da UFPA, por seus
conselhos e comentérios na elaboracdo da ficha catalogréfica para este documento de
pesquisa.

Ao prof. Dr. John Taylor do Laboratério de Gendmica Comparativa: duplicagdo de
genoma e gene do Departamento de Biologia da Universidade de Victoria, Canad4, pelos
ensinamentos e apoio durante o desenvolvimento do projeto de andlise in silico do

transcriptoma do peixe de quatro olhos Anableps anableps em seu laboratorio.



“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e persisténcia em se chegar a um objetivo.
Mesmo ndo atingindo o avo, quem busca e vence obstaculos, no minimo far4 coisas
admiraveis. ”

(José de Alencar)

“Julgue seu sucesso pelas coisas que vocé teve que renunciar para conseguir. ”
(Dala Lama)



RESUMO

Mariluz, B.R.Z. “A base molecular das adaptacfes visuais nos genes das opsinas de
Anableps anableps e Phreatobius cisternarum através da analise de transcriptoma’. 2019.
123f. Tese de doutorado - Programa de Pos-graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular
da Universidade Federa do Parg, Belém, PA, Brasil.

Embora os olhos de vertebrados compartilhem a mesma organizagdo geral, muitas
espécies desenvolveram especiaizagdes que melhoram sua percepcdo visual do ambiente.
Essas especializacdes sdo frequentemente refletidas em uma variedade de adaptacdes visuais
gue envolvem mudancas na sensibilidade visual, que por sua vez podem ser moduladas pela
variagdo no numero de fotorreceptores, pela ateracdo dos pigmentos visuais ou pela
combinacdo de ambos os mecanismos. No caso das mudangas adaptativas nos pigmentos,
estes podem ocorrer devido a diferencas estruturais, no padréo de expresséo e no tamanho do
repertorio dos genes da familia das opsinas. No entanto, muito pouco se sabe sobre mudancas
adaptativas em pigmentos para ambientes aguéticos com luminosidade diferente. Esta
investigagdo tem por finalidade avaliar a base molecular das adaptacdes visuais nos genes das
opsinas de Anableps anableps e Phreatobius cisternarum, espécies de ambientes de
luminosidade diferentes, a primeira de um ambiente de superficie e a segunda de um habitat
subterréneo, através da andlise de transcriptoma. Estainvestigacéo compreende dois capitul os.
O primeiro capitulo aborda o estudo da espécie Anableps anableps. Combinamos as andlises
de RNA-Seq e hibridizacdo in situ do tecido do olho desta espécie para entender as
adaptacdes visuais a0 ambiente agreo-aguatico. O RNA-Seq do olho exibiu um repertério de
20 genes de opsinas néo visuais, 0 que reflete a heterogeneidade ambiental na qual a espécie
vive. Assim mesmo, as analises comparativas nas sequéncias codificantes da proteina das
opsinas permitiram a identificagdo de seis opsinas apresentando os tipicos motivos de
aminoacidos do tipo C e nove do Grupo 4, conservadas entre si. Estudos por hibridizacdo in
situ na retina mostraram expressado assimétrica destas opsinas ndo visuais nos diferentes
estdgios, assim como durante o desenvolvimento ocular da espécie. O segundo capitulo
apresenta o0 estudo da espécie Phreatobius cisternarum. Combinamos andlises histoldgicas,
moleculares e de RNA-Seq para entender as adaptacdes visuais e sensoriais ao ambiente de
lencol fredtico de P. cisternarum. O RNA-Seq da cabeca de P. cisternarum revelou repertério
de onze genes de opsinas, 3 opsinas visuais e 8 opsinas n&o visuais. Duas opsinas visuais, rhl

e lws, apresentaram substituicdes de aminoécidos que potenciamente contribuiram para o



deslocamento vermelho e azul, respectivamente. Nossa andlise histol 6gica mostrou a presenca
de retina rudimentar e a andlise de RNA-Seq identificou a expressao de 38 genes de cristalino
e 51 genes relacionados ao epitélio pigmentado da retina (RPE), indicando que os olhos
reduzidos de P. cisternarum retiveram algumas estruturas do cristalino. A expressao extra-
retiniana de opndm3 esta possivelmente associada a regulacdo do relégio periférico. Além
disso, a presenca de potenciais pseudogenes de opsinas seria regulada por uma pequena retina
exposta a um ambiente de baixa luminosidade. Os capitul os introduzem e fornecem uma viséo
geral da investigacéo de substituicOes de aminoacidos de opsinas, ateracdes nos padroes de
expressdo e no tamanho do repertdrio de opsinas (duplicacdo e pseudogeneizacdo), e como
eles poderiam contribuir na mudanca da sensibilidade espectral e finalmente na adaptacéo
visual das espécies A. anableps e P. cisternarum a seu ambiente peculiar. O presente estudo
fornece a primeira evidéncia para o entendimento da base molecular adaptativa nos genes das

opsinas a ambientes subterraneos e agreo-aquatico, nas espécies P. cisternarum e A. anableps.

Palavras-chave: Opsinas. Substitui¢es de aminoacidos. Padréo de expressdo. Sensibilidade

espectral. Transcriptoma.



ABSTRACT

Mariluz, B.R.Z. “The molecular basis of the visual adaptations in the opsin genes from
Anableps anableps and Phreatobius cisternarum through transcriptome analysis”. 2019.
123f. Tese de doutorado - Programa de Pos-graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular
da Universidade Federal do Parg, Belém, PA, Brasil.

Although vertebrate eyes share the same general organization, many species have
developed specidizations that improve their visual perception of the environment. These
specializations are often reflected in a variety of visual adaptations that involve changes in
visua sensitivity, which in turn can be modulated by the variation on the photoreceptors
number, by altering the visual pigments or by combining both mechanisms. In the case of
adaptive changes in the pigments, these may occur due to structural differences in the pattern
of expression and the repertoire amount of the opsin genes family. However, there is no much
information regarding adaptive changes on visua pigments over different luminosity on
aquatic environments. This research aims to evauate the molecular basis of the visua
adaptations in the opsin genes from Anableps anableps and Phreatobius cisternarum, species
present in environments with different light conditions, the first one from a surface
environment and the second one from an underground habitat, through transcriptome analysis.
This investigation comprises two chapters. The first chapter comprises the studies of the
Anabl eps anabl eps specie. We combined the analysis of RNA-Seq and in situ hybridization of
the eye tissue of this specie aiming to understand them visual adaptations to the aerial-aguatic
environment. RNA-Seq data from the eye exhibited a repertoire of 20 non-visua opsin genes,
which reflects the environmental heterogeneity these species lives. Likewise, comparative
analyzes in protein coding sequences of the opsins allowed the identification of six opsins
presenting the typical amino acid motifs of C-type and nine of Group 4, conserved among
themselves. In situ hybridization studies on the retina showed asymmetric expression of these
non-visual opsins at different stages, as well as during the ocular development. The second
chapter presents the studies of the Phreatobius cisternarum specie. We combine histological,
molecular and RNA-Seq analyzes to understand the visual and sensorial adaptations of P.
cisternarum to the phreatic environment. RNA-Seq data from P. cisternarum head revealed a
repertoire of eleven opsin genes, three visual opsins and eight non-visual opsins. Two visual
opsins, rhl and lws, presented amino acid substitutions that potentially contributed to the red

and blue shift, respectively. Our histological analysis showed the presence of a rudimentary



retina, while the RNA-Seq analysis identified the expression of 38 genes related to the lens
fiber cells and 51 genes related to the retinal pigmented epithelium (RPE), indicating that the
reduced eyes of P. cisternarum retained some lens structures. The extra-retinal expression of
opndma3 is possibly associated with the peripheral clock regulation. Furthermore, the presence
of potential opsin pseudogenes would be regulated by a small retina exposed to a low-light
environment. The chapters introduce and provide an overview of the investigation on opsins
amino acid substitutions, changes on expression patterns and opsin repertoire size (duplication
and pseudogenization), and how these could contribute to the shift in spectral sensitivity and
finally visual adaptation of A. anableps and P. cisternarum to their peculiar environment. The
present study provides fundamental evidence for the understanding of the adaptive molecular
basis in the opsin genes to subterranean and aerial-aquatic environments, in the species P.

cisternarum and A. anableps.

Keywords: Opsins. Amino acid substitutions. Expression pattern. Spectral sensitivity.

Transcriptome.
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INTRODUCAO GERAL

As variagoes significantes nos olhos de animais aquéticos sdo um reflexo de variactes
na incidéncia de luz em ambientes aguaticos em diferentes profundidades (WARRANT;
JOHNSEN, 2013). A medida que a profundidade aumenta, a luz torna-se mais fraca devido a
absorcdo, e a cor da luz muda porque a absor¢éo ndo é igual para todos os comprimentos de
onda (HELFMAN et al., 2009). Neste ambiente, os efeitos combinados da refracdo, da
absorcéo seletiva do comprimento de onda e da dispersdo provocam uma reducéo
significativa da distncia que os objetos podem ser vistos através da dgua (LY THGOE, 1988).
N&o é surpreendente, portanto, que mais de 500 milhdes de anos de selecdo natural tenham
produzido numerosas adaptacdes morfol dgicas e fisiol 6gicas adequadas para captar e detectar
aluz que é caracteristica do habitat em que uma espécie vive (HELFMAN et al., 2009).

A estrutura dos olhos de peixes mostra adaptacbes a natureza direcional da luz
subaguatica (LYTHGOE, 1988). A classe Actinopterygii (peixes com nadadeiras raiadas)
constituem a radiacdo dominante de vertebrados com mais de 32.000 espécies (FAIRCLOTH
et a., 2013), sendo os teledsteos 0 grupo mais rico e diversificado, com cerca de 29.585
espécies existentes, agrupados em 63 ordens; presentes em diversos ambientes aquéticos, de
habitats superficiais a zonas aféticas, como as profundezas oceénicas e os habitats
subterréneos continentais (NELSON; GRANDE; WILSON, 2016).

Esses ambientes contribuiram no desenvolvimento de modificacdo a nivel ocular.
Espécies de ambientes superficiais, especialmente aquelas que vivem no limite aéreo-
aquatico, exibem duplicagdo de estruturas oculares (NIEDER, 1999, 2001; SCHWAB et d.,
2001). Enquanto, o0s peixes que habitam ambientes subterréneos, sejam de habitats fredticos
ou de cavernas, apresentam uma reducdo e perda de olhos (JEFFERY, 2009; PROTAS,
JEFFERY, 2013; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005).

1.1. ESTRUTURA BASICA EM PEIXES TELEOSTEOS

Os olhos de peixes sdo semelhantes das outras classes dos vertebrados (HELFMAN et
al., 2009), uma estrutura quase esférica, limitada pela camada esclerética e pela cornea
(AYOUB, 2008; HELFMAN et al., 2009). A cdrnea é a parte anterior transparente do olho, €
o elemento de focagem para o caminho visual no olho de vertebrados mamiferos. A focagem

da luz pela cornea € necesséria para criar umaimagem naretina, que € a por¢ao sensivel aluz
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do olho (AYOUB, 2008). No olho do peixe, o cristalino é o principal elemento de focagem
com alto indice de refracéo. Além disso, apresenta movimento antero-posterior (BEJARANO-
ESCOBAR et a., 2014) (Figura ).

Cornea

L
-
"
L]

Cristalino?

Esclera Esciera

Figura 1 - Adaptacdes estruturais do olho dos vertebrados. (A) Esguema do olho de um vertebrado
mamifero. (B) Esguema do olho de um peixe. No olho de vertebrados mamiferos, a cornea é o elemento de
focagem para o caminho visual. No olho do peixe, o cristalino € o principal elemento de focagem, além disso,
apresenta movimento antero-posterior (Adaptado de BEJARANO-ESCOBAR et al., 2014).

A retina de um peixe tem uma estrutura muito semelhante das outras classes dos
vertebrados (Figura 2) (BEJARANO-ESCOBAR et a., 2014). Assim, esta apresenta o
segmento externo (SE) das células fotorreceptoras (contém uma pilha de discos membranosos
impregnada com pigmentos fotorreceptores), a camada nuclear externa (CNE) que contém
principamente o0s nucleos celulares dos fotorreceptores (bastonetes e cones)
(BELLINGHAM; FOSTER, 2002; AYOUB, 2008). Além disso, a retina contém outras
estruturas laminares, como a camada plexiforme externa (CPE). Esta contém 0s processos e
terminais sinapticos dos bastonetes, cones, células horizontais e células bipolares. A camada
plexiforme interna (CPl) consiste nas conex0es entre células bipolares, amacrinas e
ganglionares (BEJARANO-ESCOBAR et a., 2014), enquanto na camada nuclear interna
(CNI) encontramos nucleos das células bipolares, células amécrinas, células horizontais e
células gliais de Miller. Os nucleos de células ganglionares formam a camada celular
ganglionar (CG) (BEJARANO-ESCOBAR et da., 2014). As células ganglionares projetam
seus axonios, e estes se unem no disco optico e deixam o olho passando através daretina e da

esclera, criando o nervo optico. Este nervo estende para o niicleo geniculado lateral do tAlamo,



23

localizado no centro da cabeca (AYOUB, 2008). Esses tipos de células formam
microcircuitos paralelos que integram e processam sinais visuais (MENG et al., 2013a).

Finalmente, nos vertebrados, a visdo é mediada por cones e bastonetes. Juntos, esse
sistema visual duplo processa ainformagdo visual, que € enviada ao cérebro através do nervo
Optico, mas 0s principais detectores de luz sdo os pigmentos visuais que residem nos
fotorreceptores daretina (DAVIES; COLLIN; HUNT, 2012).

\ Epitélio pigimmentado /

Segmento externo

| —— Membrana limitante externa —___

T~
Camada nuclear externa __

— Camada plexiforme cxterna

Camada nuclear interna ———

| ol

Camada plexiforme interna

o i

Camada de células

ganglionares

AT PR Tl PR L R R e T AT 1
Camada de fibra optica \l 0 " Pue v

. -Luz — Membrana limitante interna ————— Luz

Figura 2 - A organizacdo da retina de um peixe. Na esquerda, uma ilustracdo das diferentes camadas
presentes naretina: fotorreceptores cones () e bastonetes (r) perto ao epitélio pigmentado, os corpos das células
gliade Muller (cm), horizontal (ch), amacrinas (ca), bipolar (cb) compreendem a camada nuclear interna (CNI);
células ganglionares (cg); camada plexiforme interna (CPI), camada nuclear externa (CNE); camada plexiforme
externa (CPE), segmento externo das células fotorreceptoras (SE), epitélio pigmentado da retina (RPE). Escala:
50 um (Adaptado de BEJARANO-ESCOBAR et dl., 2014).

1.2. SINALIZACAO FOTICA: FOTOPIGMENTOS

Os pigmentos ou fotopigmentos sdo membros da superfamilia de receptores acoplados
aproteina G (GPCR) e consistem de uma porcao de proteinaa “opsina’ ligada através de uma
base de Schiff aum cromoforo (DAVIES; COLLIN; HUNT, 2012), o qual tem aformade 11-
cis-retinal ou 3, 4-dehydroretinal (YOKOYAMA, 2000).
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1.2.1. A fototransducéo: sinalizacdo mediada por opsinas

A fototransducéo é o processo pelo qual um féton é capturado por uma molécula do
pigmento visual e gera uma resposta elétrica no fotorreceptor (ARSHAVSKY; LAMB;
PUGH, 2002). O mecanismo da fototransducédo é baseada em uma cascata de sinaizacéo da
proteina G heterotrimérica e ocorre no segmento externo dos fotorreceptores (Figura 3)
(ARSHAVSKY; LAMB; PUGH, 2002).

Nos vertebrados, existem duas vias de fototransducdo conhecidas nos fotorreceptores
ciliares e nos fotorreceptores rabdoméricos (DIAZ; MORERA; GUIDO, 2016). No caso do
mecanismo de fototransducdo em fotorreceptores ciliares de vertebrados (KLAPPER et a.,
2016) (Figura 3). No escuro (Figura 3A), o 1ll-cisretinal esta ligado a rodopsina, que €
encontrada dentro da membrana dos discos do segmento externo (SE). A transducina (T)
(proteina Gt) e a fosfodiesterase (PDE) sdo inativas (Figura 3A, painel superior). O
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) desencadeia a abertura de canais catidnicos na
membrana fotorreceptora, que medeia o influxo de Na* (Figura 3A, painel do meio). Isso, por
sua vez, despolariza o potencial de membrana do segmento interno (Sl) e desencadeia a
liberacdo de glutamato das sinapses neurais (Figura 3A, painel inferior) (KLAPPER et a.,
2016). Na Luz (Figura 3B), a absorcéo de luz induz alteracbes na estrutura molecular da
rodopsina que permitem ativar a transducina (T). Da mesma forma, a 11-cis-retinal torna-se
all-trans-retinal e dissocia-se darodopsina. O sinal de rodopsinarecebido € amplificado nesta
fase, uma vez que uma molécula de rodopsina pode ativar muitas moléculas de transducina
(T), que por sua vez ativa fosfodiesterase (PDE), cuja atividade catalitica degrada o GMPc
(Figura 3B, painel superior). 1sso efetivamente reduz a concentracéo de GMPc, o que leva ao
fechamento dos canais de cations (Figura 3B, painel do meio). Portanto, 0 segmento interno
(SI) é hiperpolarizado e a exocitose de glutamato € interrompida (Figura 3B, painel inferior)
(KLAPPER et dl., 2016; SHICHIDA; MATSUYAMA, 2009). Em seguida, o isbmero all-
trans é transportado ativamente para o epitélio pigmentado da retina (RPE), € reisomerizado
em 11-cis retinal e transportado de volta para os fotorreceptores para regenerar 0 pigmento
visual (Figura 3A, painel superior). A conversdo de luz em sinais neurais dentro das células
fotorreceptoras da retina € o melhor exemplo de estudo de sinalizagdo mediada por opsinas
(PROVENCIO et ., 1998).

Finalmente, podemos dizer que a atividade neuronal, em geral, é mediada pela

despolarizacéo e hiperpolarizacéo da membrana (KLAPPER et a., 2016).
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Figura 3 - Diagrama mostrando o mecanismo de fototransducdo em fotorreceptores de
vertebrados. A. No escuro. O 11-cisretinal esta ligado a rodopsina, a transducina (T), e PDE sdo
inativas (painel superior). O monofosfato de guanosina ciclica (GMPc) medeia o influxo de Na“ (painel
do meio). Isto despolariza o potencial de membrana do segmento interno (Sl) e desencadeia a liberagéo
de glutamato (Glu) das sinapses neurais (paind inferior). B. Na luz. O croméforo 11-cis-retinal €
fotoisomerizado a all-trans, seguido por uma ateracdo conformaciona da opsina, ativacdo da
transducina (T) e subsequentemente do PDE (painel superior). Fechamento dos canais de cétions pela
reducdo de GMPc (painel do meio). Assim, 0 Sl é hiperpolarizado e a exocitose de glutamato é
interrompida (painel inferior) (Adaptado de KLAPPER et d., 2016).

No caso do mecanismo de fototransducdo nos fotorreceptores rabdoméricos de
vertebrados. A via envolve uma proteina Gg/11, essa proteina G ativa uma fosfolipase C
(PLC), que hidrolisa os fosfoinositideos (PIP2) produzindo dois segundos mensageiros
principais, diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Esses mensageiros ativam oS
canais TRP (canais iGnicos) e aumentam a corrente ionica através da membrana, produzindo
uma despolarizaco celular (DIAZ; MORERA; GUIDO, 2016). Isto pode ser observado em
pigmentos ndo-visuais, como a melanopsing, presente nas células ganglionares da retina
fotossensivel (CG) de vertebrados (HANKINS; PEIRSON; FOSTER, 2008).
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De acordo com os mecanismos de fototransdugdo discutidos acima, os fotopigmentos
podem ser monoestaveis (fotorreceptores ciliares) ou biestaveis (fotorreceptores
rabdomeéricos). O fotopigmento monoestavel, como os pigmentos visuais, € termicamente
instével e libera seu cromdforo retiniano. No entanto, o fotopigmento biestavel, como alguns
pigmentos ndo visuais, gera um fotoproduto estével ao absorver aluz e retornar ao seu estado
originad apds uma subsequente absor¢cdo de luz, ou sgja, possui dois estados estéveis e
fotoconvertiveis (KOYANAGI et d., 2015; KOYANAGI; TERAKITA, 2014).

Os fotopigmentos biestaveis podem ser desvantgjosos para 0S organismos que se
movem de um ambiente com luminosidade a um com luz fraca, devido a necessidade de se
adaptar de forma rapida a escuriddo. Enquanto, os fotorreceptores ciliares poderiam fornecer
umavantagem em tais condi¢des (LAMB, 2013).

1.2.2. Cromdéforo do fotopigmento: O retinal

Os carotendides de vegetais, bem como os ésteres de retinil de origem animal, servem
como precursores dietéticos do retinol, enquanto, o retinol serve como substrato para a
biossintese do 11-cis-retinal (NAPOLI, 1996). O 11-cis-retinal ou retina (A1) € o croméforo
mais comum em vertebrados e invertebrados. Outro cromoforo conhecido € o 3, 4-
dehydroretinal (A2), habitualmente encontrado em vertebrados, como peixes, anfibios e
répteis. O complexo Al/opsina é geralmente nomeado como rodopsina (derivado de rosa),
enquanto A2/opsina é por vezes designado como porphyropsin (derivado de roxo)
(BOWMAKER, 1995; SHICHIDA; MATSUYAMA, 2009). Al tem uma absorbancia
maxima (Amax) proximaa 380 nm, enquanto A2 de 400 nm (BOWMAKER, 1995).

O cromoforo € o componente chave do sensor de luz; isso ndo apenas absorve a luz,
mas também altera sua conformacdo com a absor¢do da luz (Figura 4) (SHICHIDA;
MATSUYAMA, 2009).

1.2.3. Opsinaséaporcao proteica do fotopigmento

A proteina da opsina contem residuos de aminoéaci dos conservados (motivos ou motifs)

importantes para a funcéo de fotopigmento, como o residuo de lisina (K296) no qual liga-se o

croméforo por uma ligacdo de base de Schiff a qual é estabilizada com o contra-ion de
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glutamato (E113), e ligacOes de dissulfeto de duas cisteinas (C110 e C187) que contribuem na
estabilizac8o da proteina (Figura4) (KARNIK et a., 1988; TERAKITA, 2005).
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Figura 4 - Estrutura das opsinas e do croméforo retinal. A. diagrama bidimensional de uma opsina
ilustrando as sete hélices a-transmembrana. Residuos de aminoécidos conservados, ligacBes de dissulfeto de
duas cisteinas (C110 e C187), alisina 296 (K296) e o glutamato113 (E113). O sitio de ligagao do retinal (K296)
e a posicao de contra-ion (E113) estdo marcados com circulos em laranja. B. Vista mostrando o arranjo das
hélices em torno do cromdforo, retinal, mostrado em roxo. C. O cromoforo e seus estados na fotoisomerizagdo
(Adaptado de BOWMAKER & HUNT, 2006; SHICHITA & MATSUYAMA, 2009).
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Com base na andlise de eventos de insercéo/delecdo (INDELS) e arranjo de introns, as
opsinas (pigmentos) séo classificadas em quatro linhagens (PORTER et a., 2012): tipo C
(opsinas encontradas nos fotorreceptores ciliares), tipo R (opsinas dos fotorreceptores
rabdomeéricos), Cnidops (opsinas cnidarias) e Grupo 4 (Gr4) (Figura 5). No entanto, na
literatura cientifica, a classificacio da opsina visua e ndo visua é mantida de acordo com a
sua presenga ou auséncia no olho, respectivamente (MAX et a., 1995, OKANGO,;
YOSHIZAWA; FUKADA, 1994). Entretanto, estudos recentes relatam a presenca de opsinas
ndo visuais nos olhos (PEIRSON; HAIFORD; FOSTER, 2009), e opsinas visuais fora dele
(BLACKSHAW; SNYDER, 1997).
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Figura 5 - Classificacdo das opsinas. Quatro principais linhagens: tipo C, tipo R, Cnidops e Grupo 4 (Adaptado de
PORTER et d., 2012).

Outra maneira de classificar as opsinas basela-se na proteina G com a qual interage.
Em funcdo disso, as opsinas podem acoplar-se a diferentes tipos de proteinas G, por exemplo,
opsinas acopladas a Gt (opsinas Gt), acopladas a Gq (opsinas Gq), acopladas a Gs (opsinas
Gs), acopladas a Go (opsinas Go), acopladas ao Gi (opsinas Gi) e acoplados a0 Gi/Go

(opsinas Gi/Go). Isto sugere a existéncia de uma grande diversidade de cascatas de
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snalizagdo mediadas pelo GPCR (KOYANAGI; TERAKITA, 2014, LAMB, 2013,
RAMIREZ et d., 2011).

1.2.3.1. Opsinas visuais sd0 pigmentos fotossensiveis

As opsinas visuais (pigmentos visuais) sdo expressas nas células fotorreceptoras da
retina, e estdo envolvidas navisdo (TERAKITA, 2005). Mas também, elas sdo expressas fora
do olho, como nos cromdéforos da pele (BAN et al., 2005; PROVENCIO et a., 1998). Sua
presenca nesse nivel poderia gjudar a regular a cor dindmica e o padré do corpo
(MATHGER; ROBERTS; HANLON, 2010). S&o classificadas em opsinas cones (opnl) e
opsinas de bastonetes (opn2), as primeiras sdo responsaveis pela visdo de cor e as seguintes
pela visdo em ambientes escuros (PEIRSON; HAIFORD; FOSTER, 2009; SHICHIDA;
MATSUYAMA, 2009). Com base em sua composi¢do de aminoacidos e Amax (Comprimento
de onda da sensibilidade méaxima) estas opsinas apresentam cinco classes espectrais distintas
(Tabelal) (YOKOYAMA, 2000).

Tabela 1. Sensibilidade espectral de pigmentos visuais em vertebrados

Pigmento Visual Amax
(nm)
Opsina cone SWS1 360-430
SWS2 430-460
RH2 465-520
LWSMWS 500-570
Opsina bastonete RH1 500

1.2.3.2.0psinas ndo visuais um novo tipo de fotopigmentos

As opsinas ndo visuals estdo relatadas em tecidos oculares e ndo oculares (Figura 6).
Sua expressdo em tecidos oculares, especificamente na camada de células ganglionares,
medeia processos envolvidos no ritmo circadiano, intervém no controle da dilatagcéo pupilar
em respostas a luz, assim como na formagdo de imagem (SCHMIDT et al., 2011). Enquanto,
sua expressdo em tecidos ndo oculares sugere funcdes atribuidas a atividades fisiol6gicas e do
comportamento (PEIRSON; HALFORD; FOSTER, 2009), como a regulacdo fética dos

ritmos circadianos, a fotoperiodicidade e a mudanca de cor do corpo (SHICHIDA;
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MATSUYAMA, 2009). Esse amplo espectro de expressao provavelmente confere uma série
de vantagens adaptativas para a sobrevivéncia dos teledsteos (DAVIES et al., 2015).

O surgimento das técnicas de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS, Next-
Generation Sequencing) permitiu aidentificagdo de um grande nimero de ortdlogos de genes
das opsinas ndo visuais em bancos de dados de genomas e transcriptomas de peixes 0sseos
(KINGSTON; CRONIN, 2016; PICCIANI et a., 2018). Mais recentemente, abordagens de
bioinformatica e técnicas de biologia molecular combinadas séo utilizadas na identificacéo de
opsinas ndo visuais (DAVIES et d., 2011, 2015).

A opsina ndo visual tecido multiplo de teledsteos (Teleost multiple tissue opsin, tmt-
opsin) apresenta amplo padréo de expresséo em tecidos neurais e ndo neurais (MOUTSAKI et
al., 2003, BELLINGHAM; FOSTER, 2002). As analises de sequéncia proteica predita de
varios genomas de vertebrados revelaram que a opsina tmt possui trés grupos distintos
conservados: tmtl, tmt2 e tmt3, e subdividindo-se por suavez em tmtla e tmtlb (FISCHER et
a., 2013, SHIRAKI; KOJIMA; FUKADA, 2010). A expressdo tecidual do gene tmt avaliado
por PCR e pelo ensaio de protecdo da ribonuclease (RPA) confirmaram a expressdo deste
gene em olhos de fugu (Fugu rubripes) e zebrafish (Danio rerio), aém de cérebro, figado,
rins e coracdo (MOUTSAKI et a., 2003). Através de hibridizagdo in situ, o cérebro e olho de
larvas e adultos de medaka (Oryzias latipes) mostraram expressoes de tmtlb, tmt3a e tmt2.
Além disso, co-expressdo de tmtlb e va (opsina antiga de vertebrado) foi observada em
cérebro de Danio rerio e Oryzias latipes (FISCHER et al., 2013).

pincal < orgéos periféricos

Fotorrcceptores dérmicos

Figura 6 - Sitios fotoreceptivos em peixes. As opsinas ndo visuais s80 relatadas em tecidos oculares e ndo
oculares (Adaptado de PEIRSON; HALFORD; FOSTER, 2009).
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A expressdo de parapinopsina foi relatada pela primeira vez no 6rgdo parapineal da
espécie (Ictalurus punctatus) conhecido como bagre-americano. Através das andlises de HIS
(hibridizagdo in situ) e Reacdo da transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), a parapinopsina foi expressa em todo o tecido cerebral, incluindo os
Orgaos pineal e parapineal, assim como na pele e retina (BLACKSHAW,; SNYDER, 1997).
Além disso, a HIS revelou expressdo génica de parapinopsina, opsina lws e rodopsina nas
papilas gustativas da pele (BLACKSHAW:; SNY DER, 1997). No caso do complexo pineal da
lampréia do rio (Lethenteron japonica), a HIS mostrou que parapinopsina e rodopsina estéo
expressas ho 0rgao pineal e parapineal. A andlise de espectroscopia revelou que as células que
expressaram parapinopsina deram Amax de ~380 nm (KOYANAGI et a., 2004). Em
zebrafish, torafugu (Takifugu rubripes) e gar manchado (Lepisosteus oculatus) apresentam
expressao de parapinopsina-1 e parapinopsina-2 no orgéao pineal (KOYANAGI et a., 2015).
A andlise espectroscopica revelou para parapinopsina-1 uma absor¢do maxima de 360-370
nm na regido UV, indicando que é um pigmento sensivel aos raios UV semehante a
parapinopsina da lampréia (KOYANAGI et al., 2004, 2015). Enquanto o parapinopsina-2 de
zebrafish, torafugu e a truta-arco-iris (Oncor hynchus mykiss) exibiu uma absor¢cdo maxima de
460 a 480 nm na regido visivel (KOYANAGI et a., 2015). Estes resultados mostram a
diversificagcdo da parapinopsina em relagdo a sensibilidade espectral .

A opsina antiga de vertebrado (vertebrate ancient opsin, va-opsin) foi primeiramente
identificada nos olhos de salméo do Atlantico (Salmo salar) (SONI; FOSTER, 1997). Estudos
de hibridizagdo in situ revelaram que va é expressa nas células retinais horizontais e
amacrinas em salmao do Atlantico (Figura7) (PHILP et al., 2000a; SONI; PHILIP; FOSTER,
1998). Além disso, ha expressdo génica na retina e na glandula pineal da carpa comum
(Cyprinus carpio) (MOUTSAKI et a., 2000). Atraves de HIS a expressdo dos genes opsina
va e melanopsina foram detectadas nas células horizontais da retina de pardelha-dos-alpes
(Rutilus rutilus) (Figura 8) (JENKINS et al., 2003). HIS e imunocoloragdo detectaram dois
genes paraogos da opsina va (valopa e valopb) no cérebro e olho de zebrafish (KOJIMA et
al., 2008). O gene paradogo valopa foi expresso no cérebro e olhos de peixes adultos, e apenas
na iris em espécimes juvenis, enquanto valopb foi expresso somente nas células amacrinas
dos juvenis (Figura 9). A andlise espectroscdpica estimou um Amax a 505 nm para valopb,
enquanto valopa mostrou um significativo deslocamento a vermelho (510 nm). Tais
diferentes padrdoes de expressdo e Amax sugerem que 0S genes paralogos da opsina va
poderiam estar envolvidos na fotossensibilidade e na regulagdo do desenvolvimento da retina
nesta espécie (KOJIMA et a., 2008).
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Figura 7 - Hibridizacdo in situ da opsina va na retina de Salmo salar. a, expressdo da opsina va em células
horizontais (H). Escala: 40 um. b, expressdo da opsina va em células horizontais (H) e amacrinas (A). Escala:
30 um. RPE, epitélio pigmentado da retina; mle, membrana limitante externa; SEP, segmentos externos do
fotorreceptor (Adaptado de SONI; PHILIP; FOSTER, 1998).
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Figura 8 - Hibridizacdo in situ da opsina va na retina de Rutilus rutilus. (a) expressdo da opsina va na
camada de célula horizontal. (b) expressdo de opsina va dentro de um neurdnio localizado na camada de células
ganglionares. Camada nuclear externa (CNE), camada celular horizontal (ch); camada nuclear interna (CNI),
camada plexiforme externa (CPE) (Adaptado de JENKINS et al., 2003).
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Figura 9 - Distribuicdo da expressio da opsina va no olho de zebrafish. As secBes transversais oculares
mostram (a) células que expressam um paralogo va (valopa) na iris, (b) células na retina interna expressam o
outro paralogo va (valopb). Escala: 50 um. (Adaptado de KOJIMA et a., 2008).
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O gene encefaopsina ou panopsina (opn3) tem forte expressdo no cérebro,
(HALFORD et d., 2001). Pela andlise de Northern Blot, opn3 foi identificada em diferentes
tipos de tecidos de mamiferos, como por exemplo, a retina, cérebro, coracdo, placenta,
pulmao, figado, musculo esquelético, rim, pancreas e testiculos (BLACKSHAW,; SNYDER,
1999; HALFORD et a., 2001).

O gene da melanopsina (opn4) € um dos genes das opsinas ndo visuais mais estudados
(DIAZ; MORERA; GUIDO, 2016; PEIRSON; HAIFORD; FOSTER, 2009; VAN GELDER,;
BUHR, 2016). Mamiferos apresentam um gene de melanopsina, opn4m - “mammalian-like”,
enguanto que peixes apresentam dois genes paralogos, opndm e opndx (para “Xenopus-like”)
(BELLINGHAM et al., 2006). Através da andlise filogenética e de expressao génica, foram
identificados genes paraogos opndm e opn4dx na retina de zebrafish e de salméo do Atlantico
(Salmo salar) (DAVIES et d., 2011, SANDBAKKEN et d., 2012).

Em zebrafish, foram identificados cinco genes de opn4. Nas células horizontais, nas
células bipolares, e nas células amécrinas, baixos niveis de expressao foram observados para
opndml, opndm3 e opndx1l. Um pequeno subgrupo de células ganglionares da retina (CG)
apresentou expressao dos genes opn4x1 e opn4m3. No RPE, opndm3 foi a Unica melanopsina
expressa, e opn4dm?2 foi detectado na camada de células fotorreceptora (DAVIES et al., 2011)
(Figura 10). Similarmente na retina de Salmédo salar foram expressos cinco genes de opn4,
dois subgrupos do gene opndx (Opndxla e Opndx1b) e trés subgrupos de opndm (Opn4mlal,
Opn4mla2 e Opndm?) (Figurall) (SANDBAKKEN et a., 2012).

A neuropsina (opn5) foi identificada pela primeira vez, utilizando abordagens
bioinformaticas e a técnica RT-PCR no olho, cérebro, testiculos e medula espinha de
camundongos e humanos (TARTTELIN et al., 2003). Trabalhos de hibridizagdo in situ feitos
nos peixes medaka (Oryzias latipes) e zebrafish identificaram a presenca dos pardogos, a
opn5m (tipo de mamifero) e a opn5m2 no olho destes peixes. Sendo a expressdo de opn5m
mais proeminente na retina ventral do que na retina dorsal nesses peixes (Figura 12).
Adicionamente, o gene opn5m foi distribuido predominantemente no lado interno da CNI e
na CG, que € geralmente consistente com o padréo de expressao de opn5m nas retinas de aves
e de mamiferos. Além disso, 0 gene opn5m2 foi mais abundante na retina dorsal do zebrafish,
0 que contrasta com 0 padréo de expresséo de opnSm. A expresséo foi detectada
predominantemente no lado externo do CNI, que também estd em contraste com do opn5m
(SATO et d., 2016).
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Figura 10 - Hibridizacdo in situ dos cinco genes de melanopsina (opn4mi, opn4m2, opn4m3, opn4x1,
opn4x2) na retina de zebrafish. Epitélio pigmentado da retina (RPE); segmento externo, SE; segmento interno,
Sl; camada plexiforme externa, CPE; célula horizontal, CH; célula bipolar, CB; célula amacrina, CA; camada
plexiforme interna, CPI; célula ganglionar, CG (Adaptado de DAVIES et d., 2011).
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Figura 11 - A expressido de melanopsina na retina de Salmo salar. CNE, camada nuclear externa; CNI,
camada nuclear interna; CPI, camada plexiforme interna; CG, camada de células ganglionares. Escala: 200 um.
(Adaptado de SANDBAKKEN et a, 2012).

As opsinas opn6, opn7, opn8 e opn9 foram originamente encontradas por meio de
abordagem de bioinformética no genoma de zebrafish. As opsinas descobertas foram opn6
(opn6 a e opn6b), opn7 (opn7a, opn7b, opn7c e opn7d), opn8 (opn8a, opn8b e opn8c) e opn9,
respectivamente Além disso, da amplificacdo de RT-PCR, clonagem e sequenciamento de
regides codificantes e hibridizacdo in situ confirmaram sua presenca no olho do zebrafish
(DAVIES et a., 2015). As opsinas opn6a, opn6b e opn7a foram mais expressos na CNE que
as outras opsinas, enquanto as opsinas opn7b, opn7c, opn8a e opn8b, opn8c e opn9 foram
detectados na CNI. Além disso, opn7d foi expresso no RPE, e opn8b na camada de CG
(Figura13) (DAVIESet d., 2015).
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Figura 12 - Hibridizagao in situ de opn5m e opn5m2 na retina de medaka e zebrafish. a - b, vista das éreas
laterais ventral e dorsal da retina de medaka com a deteccdo de opn5m, respectivamente; ¢ - d, deteccdo de
opn5m na retina de zebrafish. Vistas das areas |aterais ventral e dorsal retina, respectivamente. e - f, deteccéo de
zebrafish opn5m2 dentro da retina. Vistas ampliadas das éreas ventral e dorsal, respectivamente. Escala: 50 um.

(Adaptado de SATO et al., 2016).

opn?d opn8a c;pna.b opn8c opng
Figura 13 - Localizacdo dos genes das opsinas opn6, opn7, opn8 e opn9 na retina de zebrafish por
hibridizagdo in situ. RPE, epitélio pigmentado da retina; SE, segmento externo; Sl, segmentos internos, CPE,
camada plexiforme externa; CH, camada celular horizontal; CB, camada celular bipolar; CA, camada celular
amacrinas; CPI, camada plexiforme interna, e CG, camada de célula ganglionar (Adaptado de DAVIES et al.,
2015).
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As opsinas exorodopsina (exo-rod) e parietopsina relatam uma expressao extra-retinal.
A exo-rod compartilha 74% de identidade de nucleotideos e aminoécidos com a rodopsina,
dai seu nome (MANO; KOJIMA; FUKADA, 1999; PHILP et a., 2000b). Esta opsina &
expressa na glandula pineal de peixes (HANKINS; DAVIES; FOSTER, 2014; MANGO,;
KOJMA; FUKADA, 1999). A andise pela espectrofotometria de exo-rod de Takifugu
rubripes revelou uma sensibilidade espectral  (Amax = 498 nm) semelhante a da rodopsina
(Amax = 501 nm) (TARTTELIN et a., 2011). Por outro lado, a parietopsina € expressa nos
fotorreceptores do olho parietal do lagarto (SU et a., 2006) e na glandula pineal do zebrafish
(SHIRAKI; KOJIMA; FUKADA, 2010). A parietopsina é sensivel a luz verde (SU et .,
2006).

Finalmente, algumas opsinas néo visuais funcionam como fotoisomerases (CHEN et al.,
2001; TSUKAMOTO; TERAKITA, 2010). Ou sgja, séo isomerases que se ligam a all-trans
retina e geram 11-cis retina. Sua funcdo ndo esta relacionada a ativacéo da cascata de
sinalizacdo da proteina G (SHICHIDA; MATSUYAMA, 2009). As opsinas ndo visuais
relatadas com atividade de fotoisomerase séo opsinargr e peropsina (rrh). No caso da opsina
rgr (RPE-retinal G protein-coupled receptor), as andises de HIS e imuno-histoquimica
revelaram sua expressdo na camada nuclear interna (CNI), nas células ganglionares (CG), nas
células de Muller da retina e RPE bovino (JANG; PANDEY; FONG, 1993). Da mesma
forma, aopsina rgr esta envolvida na regeneracdo da rodopsina. Por causa disso, acredita-se
gue preservando os niveis de rodopsina e a sensibilidade da retina, esta opsina gudaria a
prevenir a cegueira noturna e forneceria uma vantagem adaptativa em espécies que estéo
sujeitas a grande variagcdo na iluminagdo do ambiente (CHEN et a., 2001). Enquanto que a
opsina peropsina (RPE-derived rhodopsin homologue, rrh) foi identificada no RPE de rato,
por andlises HIS e imuno-histoquimica. Além disso, a peropsina € expressa na membrana
externa do RPE, enquanto a opsina rgr € manifestada nas membranas internas do epitélio
pigmentado da retina. Esta localizagdo na superficie sugere que a peropsina poderia
desempenhar um papel na detecgdo de luz ou como sensores do retinal liberado pela
fotodegradacdo (photobleaching) dos pigmentos visuais (SUN et al., 1997).

As opsinas ndo visuais formam a base para um maior entendimento sobre
fotorrecepcdo tecidual direta, 0 que é um passo importante, devido alimitacdo de estudos com
uma avaliacdo completa da amplitude e da importancia de respostas ndo-visuais a luz
(DAVIES et a., 2015). Da mesma forma, poucos estudos relatam a absorbancia espectral em

pigmentos ndo visuais (Tabela 2).
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Tabela 2. Sensibilidade espectral de pigmentos néo visuais em peixes

Pigmento néo visuais Amax (nm) Referencia
parapinopsina-1 360-370 KOYANAGI et a., 2015, 2004.
parapinopsina-2 460 - 480 KOYANAGI et al., 2015
opn4x1 470 DAVIESet d., 2011
opn4m2 484 DAVIESet d., 2011

tmt 460 KOYANAGI et a., 2013
va-A 510 KOJMA et a., 2008
va-B 505 KOJMA et d., 2008
opn5m2 360, 462 SATOet a., 2016

opn6 510 DAVIESet d., 2015
opn7d 369, 508 DAVIESet d., 2015
opn8c 375 DAVIESet d., 2015

Dessa forma, poderiamos dizer a priori que opsinas ndo visuais podem ter pape no
processo visual devido a sua presenca e diversidade nas diferentes camadas da retina. Embora
existam poucos estudos in vitro relatando opsinas ndo visuais que codificam fotopigmentos
funcionais (Tabela2) (DAVIESet dl., 2015).

Os peixes sdo0 organismos que se adaptaram a uma diversidade de habitats foticos e
aféticos através da modificacdo de seu sistema visual, sendo chave para entender essas
notéveis adaptacoes a diferentes ambientes foticos a variabilidade encontrada na sensibilidade
espectral, na expressdo e no nimero de pigmentos na retina e no cérebro de diferentes
espécies (DRIVENES et al., 2003; YOKOY AMA, 2000).

1.3 FOTOPIGMENTOS E O AMBIENTE FOTICO

Os peixes usam diferentes estratégias de mecanismos moleculares em seus pigmentos
visuais para se adaptarem a ambientes foticos diversos, como as substitui¢des na sequéncia de
aminoécidos das opsinas, 0 uso de um cromoforo aternativo (A2), alteracdes nos padrbes de
expressdo de opsinas (espacial e temporal) e ateraces no tamanho do repertério de opsinas
que podem acontecer devido a duplicacdo e pseudogeneizacdo das opsinas (MINAMOTO;
SHIMIZU, 2005, HAUSER; CHANG, 2017) (Figura 14).

AlteracOes adaptativas na sequéncia de opsina podem ocorrer devido a substituicdes
ndo-sinbnimas (substituicbes que alteram os aminoécidos) e podem afetar a funcdo e a
atividade da proteina (DHAR et a., 2014; CHOI; CHAN, 2015). Essas substituices de
aminoacidos que causam diferencas estruturais nas opsinas podem alterar drasticamente a

sensibilidade do fotopigmento ja que a sensibilidade espectral do pigmento depende das
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interacBes entre os aminoacidos presentes na bolsa de ligacdo a opsina e seu cromoforo; esse
processo é conhecido como gjuste espectral. (Figuralda) (HAUSER; CHANG, 2017; HAZEL

et al., 2006).
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Figura 14 - Estratégias de mecanismos moleculares no pigmento visual de vertebrados na adaptacao a

ambientes foticos diversos. (a) Substituicdes na sequéncia de aminoacidos das opsinas. (b) O uso de um

croméforo aternativo (A2). (c) Alteragdes nos padrfes de expressdo espacial do gene da opsinas lws naretina de

Poecilia reticulata. Esses genes lws sGo0 mais expressos na regido dorsal do que na regido ventral da retina

Escalaa 100 um. (d) Alteracdes nos padrdes de expressao dos genes das opsinas cones durante o

desenvolvimento datilapia-do-nilo. Niveis de expressdo relativamente semelhantes das opsinas Iws, rh2a, rh2b e

swsl no estagio larval de 14-18 dias apés a fertilizagdo (dpf). Enquanto a expressao € dominada pela opsina lws

com menores niveis de expressdo de rh2a e sws2a no estégio adulto. (e) Alteragdes no tamanho do repertério da

opsina devido a duplicagdo e pseudogeneizagdo das opsinas (Adaptado de HAUSER & CHANG, 2017,

RENNISON et d., 2011; BOWMAKER, 2011).
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Ajustes espectrais para substituicdes de aminoacidos em pigmentos visuais sdo
amplamente estudados (CARLETON, 2009; LIN et a., 2017, 1998; STIEB et d., 2017;
YOKOYAMA, 2000, 2008, HOFMANN; CARLETON, 2009; WEADICK; CHANG, 2007).

As substituices na opsina Iws levam a um deslocamento para azul (blueshift), outro
exemplo deste fenOmeno sdo substituicdes em rodopsina (rhl), que podem levar ao
deslocamento para azul ou vermelho. Dependendo do habitat (LIN et a., 2017,
YOKOYAMA, 2000;Y OKOYAMA; KNOX; YOKOYAMA, 1995).

Do mesmo modo, em relagdo a mudanca do croméforo A1/A2, pigmentos podem
dterar seu gjuste espectral, substituindo o croméforo Al (11-cis-retinal) pelo croméforo
aternativo A2 (3, 4-dehydroretinal), ou vice-versa (Figura 14b) (YOKOYAMA, 2000). Os
pigmentos que exibem A2 tém um Amax substanciamente deslocado para o vermelho
(ENRIGHT et al., 2015; HAUSER; CHANG, 2017; TERAI et al., 2017).

A expressao génica assimétrica dos paralogos das opsinas é outro meio adicional de
modulacdo da sensibilidade. Isso desempenha um papel importante na diversificagdo de
pigmentos visuais em peixes, produzindo grandes ou pequenas alteracdes na sensibilidade dos
fotorreceptores (HAUSER; CHANG, 2017; HOFMANN; CARLETON, 2009). Também pode
ocorrer como parte de uma resposta pléstica de curto prazo as mudangas ambientais. Além
disso, essas mudangas na sensibilidade sGo maiores do que as resultantes de substitui¢des de
aminoacidos nas sequéncias das opsinas (HOFMANN; CARLETON, 2009; CARLETON,
2009).

A maioria dos fotorreceptores contém um unico fotopigmento, uma proteina ligada a
um cromoforo, que juntos determinam a sensibilidade espectral. Mas algumas excegdes sdo
relatadas em que um fotorreceptor coexpressa opsinas que formam pigmentos visuas
espectralmente distintos. Este caso € caracteristico na retina de ciclideos como a espécie
Metriaclima zebra. Os fotorreceptores coexpressam genes de opsina de rh2ap (com rh2b) e
Iws (com rh2aa) em regides particulares da retina, com rh2a3 concentrado na regido nasal e
Iws na regido ventral (Figura 15). Essa coexpressdo aumenta a sensibilidade a comprimentos
de onda maiores e provavelmente afetara a visao das cores de diferentes maneiras. Portanto, a
co-expressdo da opsina pode ser um novo mecanismo de gjuste espectral que pode ser Util
para detectar presas, predadores e companheiros (DALTON et al., 2014). Por outro lado,
gotas de Oleos sdo relatadas nos cones, principalmente em aves, répteis e alguns peixes
(PRICE, 2017). Essas gotas atuam como filtros de cor, possuem atas concentraces de
carotendides e sdo suficientemente densas para alterar fortemente a distribuicdo espectral da
luz que afeta os pigmentos visuais (BOWMAKER, 2008; LIEBMAN; GRANDA, 1975).
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A expressdo espacial (ou expresséo intra-retinal, veja-se RENNISON et a., 2011)
pode variar a0 longo da retina ou em partes da retina relacionadas a diferentes regides
espaciais do ambiente. Isso ocorre porque a luz incidente na retina dorsal € de uma
composi¢cdo espectral diferente daquela da retina ventral, como resultado das propriedades de
filtragdo da agua e particulas suspensas nela que ateram as propriedades espectrais da luz.
Como é o caso do gene da opsina Iws na retina de Poecilia reticulata. Esses genes lws séo
mais expressos na regido dorsal do que naregido ventra da retina (Figura 14c) (RENNISON
et a., 2011). Por causa disso, essa variacdo espacial poderia ser vantgjosa para 0s peixes
(HOFMANN; CARLETON, 2009; CARLETON, 2009; CARLETON; KOCHER, 2001,
DRIVENES et al., 2003; PARRY et a., 2005; RENNISON et al., 2011).

Retina dorsal

Retina nasal

tina ventral

@® ;7125 (484 nm)

@ nustura ri2b + rh2af (496.7 nm)
rh2aa (528 nm)

@ mistura rii2aa + fws (5363 nm)

Figura 15 - Cones duplos na retina de Metriaclima zebra expressam constantemente rh2b e rh2aa em
diferentesregifes da retina. Além disso, o rh2af} foi coexpresso com rh2b e o Iws foi coexpresso com rh2aa em
regifes particulares da retina (Adaptado de DALTON et al., 2014).

Por outro lado, a expressdo temporal pode resultar de mudangas temporais na
sequéncia do desenvolvimento da expressdo de opsina (O’QUIN et al., 2011; SPADY et al.,
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2006) também conhecida como mudangas heterocrénicas (CARLETON et al., 2008). A
expressdo da opsina pode ser dindmica, com uma progressdo de diferentes combinagdes de
genes de opsina dos estagios larvais para adultos (CARLETON et al., 2008). Como é o caso
das espécies migratorias salmao-rosa Oncorhynchus gorbuscha (CHENG; FLAMARIQUE,
2004) e tilgpia-do-nilo Oreochromis niloticus. Na tilapia-do-nilo, os niveis de expressdo sao
relativamente semelhantes das opsinas lws, rh2a, rh2b e swsl no estégio larval de 14-18 dias
apos a fertilizacdo (dpf). Enquanto a expressdo € dominada pela opsina Iws com menores
nivels de expressdo de rh2a e sws2a, e com a perda de sensibilidade UV (swsl) no estagio
adulto (Figura 14d) (BOWMAKER, 2011). Enquanto espécies que passam a vida inteira em
ambientes foticos constantes podem usar um repertorio de pigmentos para essas condicdes, e
podem n&o requerer mudancas no desenvolvimento da sensibilidade visual (CARLETON et
al., 2008).

Dessa forma, a expressdo espacial ou temporal das opsinas permite uma grande
plasticidade na sensibilidade visual dos peixes (CARLETON, 2009; CARLETON et al., 2016;
HAUSER; CHANG, 2017).

As dteracOes no tamanho do repertdrio da opsina podem acontecer devido a
duplicacdo e pseudogeneizacdo das opsinas (Figura 14€). Em teledsteos, cada gene de opsina
foi duplicado pelo menos uma vez e vaios sofreram mudltiplos ciclos de duplicagdo
(HOFMANN; CARLETON, 2009). Mutagdes em genes duplicados podem gerar dois ou mais
pigmentos espectralmente diferentes dentro de uma classe de opsina (BOWMAKER; HUNT,
2006) e sua expressdo pode gerar grandes mudancas na sensibilidade visual (HOFMANN;
CARLETON, 2009). A heterogeneidade ambiental impulsiona a duplicagéo e divergéncia das
opsinas no sistemavisua (DAVIES et a., 2015; RENNISON; OWENS; TAYLOR, 2012).

No caso de pseudogenes, nas Ultimas décadas, estes foram identificados em diversos
organismos com o surgimento e aplicacdo de NGS (EMERLING; SPRINGER, 2014; FANG
et a., 2014; LIN et a., 2017). Pseudogenes (V) s&o genes que apresentam um cbddon de
parada prematuro em sua regido codificante (LIN et a., 2017). Inicidmente, estes foram
rotulados como DNA lixo (PINK et al., 2011), porque a maioria tem multiplas caracteristicas
que confirmam seu status ndo funcional (MIGHELL et a., 2000). No entanto, alguns
pseudogenes podem ser transcritos (YAMADA et d., 2003; ZOU et dl., 2009) e apresentam
atividades biol6gicas (FEENSTRA et a., 2000; HIROTSUNE et a., 2003; KANDOUZ et d.,
2004; MURO; MAH; ANDRADE-NAVARRO, 2011). Organismos subterraneos relatam
pseudogenes envolvidos no sistema visual (EMERLING; SPRINGER, 2014; FANG et al.,
2014).
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As espécies que serdo abordadas neste estudo sdo Anableps anableps e Phreatobius
cisternarum, ndo h4 evidéncia disponivel na literatura acerca da identificagdo de opsinas ndo
visuais ou da relacdo destas as adaptacOes a diferentes ambientes féticos. O estudo das
adaptacdes nessas espécies com énfase nas opsinas ndo visuais ira melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares e de suas relagbes com as adaptacOes visuais em seus entornos
atipicos, e segundo, possibilitar informagdes basais para estudos futuros que investigam a
compreensdo das doencas visuals, para 0s quais estas especies podem servir como um
poderoso sistema de modelo natural. Esta tese tem como, nosso objetivo principal avaliar a
base molecular das adaptagdes visuais nos genes das opsinas de Anableps anableps e
Phreatobius cisternarum através da andlise de transcriptoma.

O primeiro capitulo, concentra-se na espécie Anableps anableps, que vive em um
ambiente aéreo-aguatico. As opsinas ndo visuais foram analisadas in silico e por hibridizacéo
in Situ, para um maior entendimento de como esses animals se adaptam para aumentar a
probabilidade de detectar e reconhecer estimulos de luminosidade em ambientes diferentes. J&
0 segundo capitulo, utiliza a espécie Phreatobius cisternarum, de ambiente subterraneo. O
capitulo se concentra na expressdo dos genes de opsinas e genes das estruturas oculares,
analisados in silico e por histologia, e como eles podem coordenar adaptagOes a esse ambiente
com escassa luminosidade. Além disso, foram estudadas as estruturas sensorias, conhecida
COmMO 0S neuromastos, 0s quais poderiam contribuir para sua adaptagdo em um ambiente

subterraneo.



43

2. CAPITULO I. ADAPTACOESVISUAISA AMBIENTES AEREO-AQUATICOS
EM ANABLEPS ANABLEPS

2.1. RESUMO

Espécies de ambientes aquéticos, especialmente aquelas que vivem no limite agreo-
aquético, desenvolveram modificagcdes no nivel ocular que contribuiram para as adaptactes a
esses ambientes. Anableps anableps é uma espécie que vive na superficie da agua e esta
exposto a um ambiente de heterogeneldade espectral. Seus grandes olhos |he proporcionam
Visdo agrea e aquética simultanea. Neste estudo, combinamos as analises de RNA-Seq e de
hibridizacgo in situ para caracterizar o padrdo de expressdo génica de opsinas nao visuais
tipos C e Grupo 4 na retina de A. anableps adultos e larvas para entender as adaptagcoes
moleculares dos pigmentos ao seu habitat particular. A andlise do transcriptoma do olho
revelou 20 genes de opsinas ndo visuais. Este repertdrio com um grande nimero de genes da
opsina reflete a heterogeneidade ambiental em que a espécie vive. Da mesma forma, as
analises comparativas nas sequéncias codificantes da proteina das opsinas permitiram a
identificacdo de seis opsinas apresentando os tipicos motivos de aminoécidos do tipo C e nove
do Grupo 4, conservadas entre si. Os estudos por hibridizagdo in situ na retina mostraram
expressdo assimétrica das opsinas ndo visuais no estagio larval e adulto, bem como uma
expressao dessas opsinas durante o desenvolvimento ocular da espécie. Assim, sugerindo que
esses padroes de expressao dos genes das opsinas poderiam contribuir para a mudanca da
sensibilidade espectral e, finamente, na adaptacdo visual dessa espécie a0 seu peculiar
ambiente aéreo-aquético. A expressao das opsinas ndo-visuais varia naretinade A. anableps o
gue motiva experimentos de microespectrofotometria para validar seu efeito sobre a

adaptacao visual dessa espécie.

Palavras-chave: Peixe. Opsinas. Padréo de expressao. Repertorio de opsina. Transcriptoma.
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2.2. ABSTRACT

Species from aquatic environments, especialy those that live in the aeria-aquatic
limit, developed modifications at the ocular level that contributed to the adaptations to those
environments. Anableps anableps is a surface-dwelling fish that is exposed to a
heterogeneous spectral environment. Its large eyes provide them with a simultaneous vision
from above and below the water. In this study, we combined RNA-Seq and in situ
hybridization anal yses to characterize the gene expression pattern of C-type and Group 4 non-
visual opsins in the retina from A. anableps adults and larvae to understand the molecular
adaptations of pigments to its particular habitat. The transcriptome analysis revealed 20 non-
visua opsin genes. This repertoire with a large number of opsin genes reflects the
environmental heterogeneity in which the species lives. Likewise, comparative analyzes in
protein coding sequences of the opsins alowed the identification of six opsins presenting the
typical amino acid motifs of C-type and nine of Group4, conserved among themselves. In situ
hybridization studies in the retina showed asymmetric expression of non-visual opsins in the
larval and adult stages, as well as temporal expression of these opsins during the ocular
development of the species. Therefore, suggesting that these expression patterns of opsin
genes could contribute to the change of spectra sensitivity and, finaly, in the visua
adaptation of this species to its peculiar aeria-aquatic environment. The expression of non-
visual opsins varies in the A. anableps retina, which motivates microspectrophotometry

experiments to validate its effect on the visual adaptation of this species.

Keywords: Fish. Opsins. Expression pattern. Opsin repertoire. Transcriptome.
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2.3. INTRODUCAO

2.3.1. Adaptacdes ocular es a um ambiente aér eo-aquatico

As variagdes significativas nos olhos de animais aquéticos séo um reflexo de variagdes
na incidéncia de luz em ambientes aguaticos em diferentes profundidades (WARRANT;
JOHNSEN, 2013). Espécies de peixes distribuem-se em diversos habitats, desde a superficie
até aguelas que habitam as regides abissais, apresentando adaptacdes visuais relacionadas ao
ambiente onde eles se estabeleceram ao longo da evolucdo. Espécies de ambientes
superficiais, especiadmente aquelas que vivem no limite aéreo-aquético, desenvolveram
modificagbes a nivel ocular que contribuem para as adaptacdes a esses ambientes (Figura 16)
(HELFMAN et al., 2009). Os peixes anfibios saltadores-do-lodo (mudskippers) (Perciformes:
Gobiidae) representados pelas espécies Boleophthalmus spp. e Periophthalmodon spp.,
podem viver fora da égua (Figura 16A) (YOU et al., 2014). Estas espécies tem cabecas ou
pelo menos olhos projetados no ar (TYTLER; VAUGHAN, 1983). As andlises dos genomas
dessas espécies relatam genes das opsinas lws, rhl, rh2 e sws2, mas auséncia de opsina swsl
possivelmente como consequéncia da maior exposi¢cdo dos mudskippers a luz ultravioleta
durante suas incursdes fora da &gua. Além disso, substituicdes de aminoécidos nas opsinas
Iwsl e Iws2 poderiam contribuir & visdo aérea e para melhorar a visdo das cores.
Provavelmente, essas alteracOes genéticas estdo associadas a adaptacdo ao meio terrestre
nesses peixes anfibios (YOU et a., 2014; LIN et a., 2017). O blenny de quatro olhos
Dialommus fuscus (Perciformes. Labrisomidae), uma espécie com comportamento anfibio na
zonaintermaré, onde vivem e procuram alimento apresenta olhos no topo da cabeza, com uma
cornea dividida (@ntero-posteriormente), além de uma Unica pupila e uma retina dividida
(Figura 16B). A cdrnea dividida permite que 0 peixe consiga enxergar nos dois ambientes
quando permanece na posi¢cdo vertical com uma cornea no ar (cornea anterior ligeiramente
maior) e uma cornea na agua (cornea posterior) (NIEDER, 1999, 2001; SCHWAB et 4.,
2001). Outras especies de peixe com Visdo aérea-aquatica € 0 peixe-arqueiro (Toxotes
chatareus) (Perciformes. Toxotidae) que tem olhos com especializagfes para uma visao na
interface entre 0 ar e a dgua (Figura 16C). Eles atingem uma presa aérea com um jato de agua
para prendé-la e devora-la na superficie da agua (SCHUSTER; MACHNIK; SCHULZE,
2011). No peixe-arqueiro, através da andlise com microespectrofotometria foi relatada que o

gjuste espectral na retina se deve ao uso do cromoforo aternativo (A1/A2) e a expressao
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génica assimétrica das opsinas cones y bastonetes nas diferentes regides da retina (regido
dorsal, ventro-nasal e ventro-temporal) associado a trés eixos visuais diferentes, cada um
sintonizado em um ambiente de luz espectral ou tarefa visua diferente. Como € o caso da
regido ventro-temporal da retina, que possui trés tipos de cones, isso daria ao peixe-arqueiro
uma visdo tricromética no eixo visual que eles usam para detectar presas na folhagem terrestre
(TEMPLE et al., 2010). Anableps anableps € um peixe que nada na superficie e esta exposto a
um ambiente de heterogeneidade espectral (Figura 16D), os olhos Ihe proporcionam uma

vigilancia simultanea acima e abaixo da agua, permitindo a exploracdo eficiente de habitats

superficiais e costeiros, e mantendo o resto do corpo debaixo da &gua (MILLER, 1979;
OLIVEIRA et a., 2006; OWENS et a., 2012).

Figura 16 - Espécies de ambientes aéreo-aquatico. A. Peixes anfibios saltadores-do-lodo (mudskippers). B. O
blenny de quatro olhos (Dialommus fuscus). C. O peixe-arqueiro (Toxotes chatareus). D. O peixe de quatro olhos
(Anableps anableps) (Adaptado de NIEDER 2001; SCHUSTER; MACHNIK; SCHULZE, 2011; YOU et al., 2014;
PEREZ et a., 2017). (Http://www.stevegettle.com/2016/10/31/archerfish-hunting/;
https://www.fishbase.se/images/species/Difus_u2.jpg; http://mwww.ryanphotographic.com/anablepidae.htm).

2.3.2. Anableps anableps: visdo anfibia

Os peixes que vivem na superficie da dgua ou que ocasionamente se encontram
totalmente fora da &gua, possuem visdo aérea (HELFMAN et a., 2009). A. anableps
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apresenta olhos esféricos (Figura 17a) e possui a cornea dividida horizontalmente,
paralelamente a0 eixo antero-posterior do animal. A iris exibe uma projecdo semelhante a
uma faixa que divide a abertura pupilar na regido central (Figura 17b). A divisdo da iris
corresponde a faixa pigmentada na cérnea (FP, figura 17c), criando uma abertura pupilar para
a entrada de estimulos luminosos aéreos e outra abertura pupilar para a luz proveniente do
ambiente aquético (SCHWAB et a., 2001). O cristalino é piriforme, esta mais proximo da
cornea dorsal e apresenta movimentos antero-posterior ao longo do eixo da pupila (SIVAK,
1976; SWAMYNATHAN et a., 2003). A regido dorsa da retina recebe a luz do ambiente
aquético em decorréncia das particulas dissolvidas na dgua que alteram o conteido espectral.
Enquanto que, a retina ventral recebe diretamente a luz aérea ndo filtrada pela agua. Assim,
ambas regides do olho recebem comprimentos de onda espectrais diferentes (Figura 17¢)
(OWENS et d., 2012).

Figura 17 - Morfologia do olho de Anableps anableps. (a) Espécime de A. anableps. (b) O olho de A. anableps.
As corneas dorsal e ventral e as pupilas sdo visiveis. (c) Esguema das entradas féticas aéreas e aquéticas (visao
sagital do olho). RPE, epitélio pigmentado da retina; CNE, camada nuclear externa; CNI, camada nuclear interna;
CCG, camada de células ganglionares, NO, nervo optico; RD, retina dorsal; PD, pupila dorsal; RV, retina
ventral; PV, pupila ventral; Co, coroide; C, cristalino: 1, iris; FP, faixa pigmentada; CD, cérnea dorsal; CV,
cornea ventral; Do, dorsal; Ve, ventra: Di, distal; Pr, proxima. Escala 1 cm (a), 0,5 cm (b) (Adaptado de
PEREZ et al, 2017).
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2.3.2.1 Anableps anableps: ecologia e distribuicdo populacional daespécie

O género Anableps (Anablepidae: Cyprinodontiformes) abrange trés espécies. A.
anableps (Linnaeus, 1758), A. dowi Gill 1861, e A. microlepis Miller & Troschel, 1844. A.
dowi é restrito ao oceano Pacifico, mas A. anableps e A. microlepis podem ser encontrados
desde a América Central até ao norte da América do Sul (MILLER, 1979). Estes peixes
epipel &gicos sdo especialistas intertidais e podem ser encontrados em aguas frescas, salobras
ou mesmo oceanicas; dependendo da espécie e da situagdo individual, embora todos eles
sgjam principalmente peixes secundarios de dgua doce (SCHWAB et a., 2001). Alimentam-
se de insetos e pequenos crustaceos primariamente na linha fluvial de rios e estuérios salobros
onde habitam (OLIVEIRA et al., 2006; SCHWAB et a., 2001; SCHWASSMAN; KRUGER,
1965; WATANABE et d., 2014).

Anableps anableps ou “peixe de quatro olhos” é uma espécie que reside em habitats
superficiais e costeiros (MILLER, 1979; OLIVEIRA et a., 2006). No Brasil, esta espécie é
relatada em estuarios dos estados Amapa, Para, Maranhdo e Piaui (Figura 18) (WATANABE
et a., 2014). A espécie se reproduz o ano todo, tendo picos reprodutivos no inverno, quando a
&gua esta doce. Depois da primeira reproducdo, uma nova fertilizagdo ocorre em fémeas com
ovérios recém esvaziados (NASCIMENTO; ASSUNCAO, 2008). Todo o ciclo bioldgico de
A. anableps - reproducdo, crescimento e alimentacdo- ocorre dentro de habitats estuarinos A
fertilizagdo desta espécie € interna, ou sgja os embrides permanecem na cavidade ovariana até
o nascimento (CARVALHO-NETA; CASTRO, 2008; OLIVEIRA; FONTOURA;
MONTAG, 2011; NASCIMENTO; ASSUN(;AO, 2008; TURNER, 1938).
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Figura 18 - Distribuicdo de Anableps anableps em estados de Brasil. Amapa, Pard e Maranhéo sdo estados
do Norte e Piaui do Nordeste do Brasil (Adaptado de WATANABE et al., 2014).
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A descricdo do desenvolvimento com base no processo de duplicagdo das estruturas
do olho e morfometria do corpo e cabega foi reportada em 2017 por nosso grupo (Figura 19)
(PEREZ et al., 2017).

astagio 3

astagio 4

astagio 5

Figura 19 - Desenvolvimento dos olhos durante os estagios larvais de Anableps anableps. Larva no estagio
1 (a b), estagio 2 (c, d), estagio 3 (g, f), estégio 4 (g, h), estégio 5 (i, j) e estégio 6 (k, I). Figuras a direita sdo
imagens de ampliacdo maiores daregido ocular. Escala: 5mm (g, ¢, €, g, i, k), 500 um (b, d, f, h, j, I) (Adaptado
de PEREZ et al., 2017).
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2.3.2.2. Anableps anableps: caracterizacdo morfol 6gica e molecular dos olhos

A duplicacdo das estruturas do olho de Anableps anableps ocorre durante seu
desenvolvimento larval. No estégio 3 se da o inicio da duplicagéo da cornea e da pupilacom o
advento de uma constricdo longitudinal da pupila (Figura 19, estagio 3), que avanca até o
estagio 6, onde a cornea e a pupila estdo completamente duplicadas (Figura 19, estagio 6)
(PEREZ et al., 2017).

O globo ocular de A. anableps apresenta projecdes das faixas da iris (SCHWAB et d.,
2001), e a faixa pigmentada (FP, Figura 17) que esta presente horizontalmente através da
cornea, ao longo da interface ar-agua (SWAMYNATHAN et a., 2003). Estas estruturas
poderiam prevenir aformacéo de imagem dupla resultante da refragdo da luz nalinha da agua
(SCHWAB et al., 2001; SWAMYNATHAN et a., 2003).

Outra caracteristica relacionada aos olhos de A. anableps é a presenca do osso frontal
expandido dorsalmente, que acomoda o0s olhos proeminentes (PEREZ et al., 2017). Trabahos
desenvolvidos na ontogenia do neurocréanio desta espécie mostram que o inicio da divisdo
transversal da pupila coincide com o inicio da expanséo dorsolateral do osso frontal (Figura
19, estdgio 3) sugerindo que alteracbes no neurocrénio e na morfologia do olho estdo
relacionadas ao desenvolvimento. Além disso, a ossificagdo do septo interorbital gjudaria a
delimitar o espaco da cavidade separando os grandes olhos de A. anableps (PEREZ et 4.,
2017).

A cornea dorsal € mais espessa, plana, e contém 5 vezes mais glicogénio e maior
porcentagem de gelsolina (proteina solivel na agua) que o epitélio ventral da cornea em A.
anableps. Sugerindo restrices seletivas ha especializacdo da cornea dorsal para a protecéo da
irradiacdo UV e desidratacdo no ar (SWAMYNATHAN et al., 2003).

A retina por sua vez exibe duplicagéo funcional (Figura 20a), sendo a retina ventral
associada a0 campo visual aéreo € mais espessa do que a retina dorsal. Véarios trabalhos
indicam gue aretina ventral tem uma camada nuclear interna (CNI) mais ampla que a retina
dorsal (BORWEIN; HOLLENBERG, 1973; SCHWAB et al., 2001). Trabahos recentes
desenvolvidos na retina de larvas no estégio 6 de desenvolvimento relatam que a CNI ventral
(Figura 20c) € duas vezes mais espessa que a CNI dorsal (Figura 20b); e esta diferenca
também se correlaciona com a proliferacdo celular na zona margina ciliar (CMZ) (PEREZ et
al., 2017), regido formadora das células da retina (FISCHER; BOSSE; EL-HODIRI, 2013);

iSSO sugere que a atividade neurogénica e proliferativa pode ser maior na por¢do ventral da
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retina durante o desenvolvimento (PEREZ et al., 2017). Possivelmente a presenca destas

estruturas naretina ventral contribui para a estimulac&o do campo visual aéreo.

(a)

Retina dorsal

CY

CCG.

L . T Retina ventral

Figura 20 - Caracterizacdo morfolégica do olho de Anableps anableps, coloracdo por Hematoxilina e
Eosina. (a) retina de A. anableps no estdgio 6. (b) regido dorsal da retina (c) regido ventral. (b-c) A camada
nuclear interna ventral (CNI) é duas vezes mais espessa que a CNI dorsal. RD, retina dorsal; RV, retina ventral;
C, cristdino; Ir, iris; FP, faixa pigmentada; CD, cérnea dorsal; CV, cornea ventral; RPE, epitélio pigmentado da
reting; Sl, segmento interno; SE, segmento externo, CNE, camada nuclear externo, CPE, camada plexiforme
externo, CNI, camada nuclear interno; CPI, camada plexiforme interno; CCG, camada de células ganglionares.
Escala: 200 pm (Adaptado de PEREZ et al., 2017).

2.3.2.3. Repertorio dos genes de opsinas em Anableps anableps

A. anableps apresenta um repertério de 10 genes de opsinas visuais (Tabela 3)
(OWENS et d., 2009). Valores de sensibilidade méxima das opsinas visuais de A. anableps
foram estimados usando os valores Amax das opsinas de cinco especies filogeneticamente
relacionada com A. anableps (Figura 21) (OWENS et al., 2012). Estudos por hibridizacdo in
situ em individuos adultos (Figura 21) mostraram expressao das opsinas swsl, sws2a, sws2b,
e rh2-2 ao longo de toda a retina, em contrapartida, as opsinas rh2-1 e Iws exibiram
expressao génica assimétrica estando presentes especiamente na retina ventral ou dorsal do
olho, respectivamente (OWENS et a., 2012). Este padrdo assimétrico de expressdo sugere

gue a sensibilidade a comprimentos de ondas difere entre as regides dorsal e ventral da retina
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(SMITH et al., 2012). Entretanto, pelas andlises gPCR (Figura 22a) e HIS (Figura 22b-k) esse
padréo de expressdo génica assimétrico das opsinas rh2-1 e lws também foi observado em
espécimes larvais (estagio 6), indicando que a expresséo assimétrica € estabelecida antes do
nascimento, independente dos estimulos de luminosidade presente no habitat entre 0 ambiente
aéreo e aquético (PEREZ et al., 2017).

Tabela 3. Repertério e medida de absor bancia espectral para os genes das opsinas
visuais de Anableps anableps

Nome de gene da Comprimentode

opsina visual® onda (nm)?
swsl 356-365
sws2a 439-465
sws2b 405-425
rh2-1 492-539
rh2-2 452-472
Iws s180a 543-576
Iws s180 3

[ws s180y

Iws s1800

rhl

! Adaptado de OWENS et al., 2009.
2 Adaptado de OWENS et al., 2012.
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Figura 21 - Expressao assimétrica dos genes das opsinas visuais na retina de individuos adultos de Anableps
anableps. A retina expressou, pelo HIS, seis genes de opsinas visuais, dos quais rh2-1 e lws apresentaram uma
expressao assimétrica. Escala: 50 um (Adaptada de OWENS et al., 2012).

retina dorsal retina ventral

_\
&

o' 10

Sl ¥

S o

= 4

2

a 2

% 0

s ,

5 2

] _4 L 3

rhl  rh2-1 rh2-2 sws2b lws

; e ¥ .
‘T%. R e .

adoyye 200

sws2b

hws

Figura 22 - Expressao assimétrica dos genes das opsinas visuais na retina de individuos larvais (estagio 6)
de Anableps anableps. A retina de individuos larvais exibiu, pelas andlises de gPCR (a) e hibridizacdo in situ (b-
k), cinco genes das opsinas visuais, dos quais os genes das opsinas rh2-1 e lws apresentaram uma expressio
assimétrica. Escala: 50 pm (Adaptado de PEREZ et al., 2017).
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Opsinas ndo visuais apresentam também assimetria de expressdo génica ao longo da
retina de Anableps anableps (Figura 23). Esta caracterizagdo do padréo de expressdo destes
genes do grupo das melanopsinas, fornece informagdes essenciais para o inicio de andlises
gue visam o entendimento da expressdo destes genes e como eles possam contribuir no
processo visual em A. anableps, uma espécie que recebe estimulos de dois ambientes
diferentes de forma simultanea (ARAUJO, 2018).

Larva Adulto

retina ventral retina dorsal retina ventral retina dorsal

e

L xpudo

Zxpudo

gwpudo

Figura 23 - Expressdo assimétrica dos genes das melanopsinas na retina de Anableps anableps. A retina de
A. anableps expressou, pelas andlises de HIS, os genes das opsinas opn4x1, opndx2 e opn4m3 na CNE, CNI e
CCG dos individuos larvais (a - f) e adultos (g - I) CNE: camada nuclear externa; CNI: camada nuclear internga;
CCG: camada das células ganglionares. Escala: 0,5 mm. (Adaptado do ARAUJO, 2018).

O objetivo deste capitulo visa identificar, através da andlise da RNA-Seq e
hibridizac8o in situ, o padréo de expressdo das opsinas ndo visuais tipos C e grupo Gr4 na
retina de larvas e adultos de Anableps anablep e que podem ter relagdo com as adaptacoes
visuais em A. anableps.
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2.4. OBJETIVOS

2.4.1. Objetivo Geral

Analisar 0 padréo de expressdo génica de opsinas ndo visuais na retina de larvas e

adultos de Anabl eps anabl eps.

2.4.2. Objetivos Especificos

I. Identificar o repertorio dos genes de opsinas ndo visuais no transcriptoma do olho de

A. anableps,

[l. Identificar, pela andlise comparativa, os padrfes conservados nas sequéncias

codificantes da proteina das opsinas ndo visuais de tipo C e grupo Gr4;

[1l. Analisar 0 padrdo de expressdo dos genes das opsinas ndo visuais na retina de A.

anableps através de hibridizagdo in situ.
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2.5. MATERIAIS E METODOS

2.5.1. Coleta de espécimes

Vinte e cinco individuos de Anableps anableps foram coletados no Furo da Ostra, em
Braganca, Parg, Brasil (Figura 24A), utilizando-se redes de arrasto (40mm x 40mm) (Figura
24B). Para este estudo foram utilizadas larvas (estagio 5) e adultos de A. anableps. Os animais
foram transportados em recipientes com oxigénio dissolvido na agua até o Laboratério de
Biologia Molecular do Nucleo de Estudos Costeiros-UFPA (campus Braganca) onde os
espécimes foram processados seguindo os procedi mentos de rutina do laboratério.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios de cuidado e uso
de animais adotados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Pard, UFPA (NUumero de protocolo: 037-2015).

Belam el
o =
Bge

Eun P

Figura 24 - Coleta de Anableps anableps. (A) Mapa da regido de coleta no municipio de Braganca, Para, Brasil
(@google maps). (B) Coleta de A. anableps sendo realizada com rede de arrastro.

2.5.2. Preparo de biblioteca e sequenciamento no Illumina

Os olhos de Anableps anableps em trés estagios de desenvolvimento larval (antes,
durante e ap0s a duplicacdo de corneas e pupilas) foram coletados e agrupados em pools de
aproximadamente 20 olhos por estagio, em RNAlater (Sigma-Aldrich) e mantida a -80 °C
para extracdo de RNA. O RNA total foi obtido utilizando o reagente TRIzol (Life
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Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante. Esta amostra de RNA dos trés
estégios (Figura 25) foi utilizada na confecgdo de bibliotecas e sequenciamento de RNA
(RNA-Seq). O sequenciamento foi realizado através da plataforma Hiseq IHlumina.

Figura 25 - Desenho esquematico da coleta de olhos de individuos lar vais de Anableps anableps. (a) olhos de
larvas em estégio inicial do desenvolvimento (antes do inicio da duplicacdo de estruturas oculares). (b) olhos de
larvas durante a duplicacdo de cornea e pupilas. () olhos de larvas apds a duplicacdo de corneas e pupilas,
embora antes do nascimento (Cedido por JAMILE DE LIMA, 2019).

2.5.3. Montagem do transcriptoma

A montagem de supercontigs foi realizada juntando os contigs dos trés RNA-Seq
(Figura 25) usando a ferramenta de montagem Trinity e parametros padrfes do programa
(HAAS et da., 2013). Para a remocéo de transcritos redundantes, um passo adicional de
agrupamentos foi realizado usando CD-hit-Est com cut-off de 98% de identidade de
sequéncias (FU et d., 2012).

2.5.4. Busca por genes e analise filogenética

A busca das sequéncias dos genes das opsinas ndo visuais no transcriptoma de
Anableps anableps foi feita utilizando o tBlastx (ALTSCHUL et al., 1997) com e-value de e-5
(MENG et a., 2013a; ZHANG et al., 2012) e representantes ortdlogos de zebrafish (Danio
rerio) (nimero de acesso no GenBank: KT008391:KT008432[pacc]). Posteriormente, estas
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sequéncias obtidas foram anaisadas na plataforma de TransDecoder 2.1.0 (Find Coding
Regions Within Transcripts) e através desta andlise obteve-se regides codificantes candidatas.

Para as andises filogenéticas, as sequéncias de aminoacidos deduzidas foram
alinhadas manualmente e utilizando o Programa CLUSTAL (THOMPSON et al., 1997) no
BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias de opsinas foram ainhadas com representantes
ort6logos de zebrafish (nUmero de acesso no GenBank: KT008391:K T008432[pacc]), e foram
excluidos os terminais variaveis C e N (C-terminal ou carboxi-terminal e N-termina ou
amino-terminal) das sequéncias de aminoacidos. As arvores filogenéticas foram construidas
usando o método de Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987), no programa MEGA verséo 6
(TAMURA et a., 2013) e aplicando o modelo algoritmo Jones-Taylor-Thornton, JTT
(JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992) com vaores de bootstrap baseados em 1000
iteracOes (FELSENSTEIN, 1985) para avaliar o grau de suporte da ramificagdo interna
(expressado em porcentagem). A arvore filogenética das opsinas ndo visuais de A. anableps
foi editada com a ferramenta on-line ITOL (Interactive tree of life) (LETUNIC; BORK,
2016).

2.5.5. ldentificagdo dos tipicos motivos de aminoacidos nas sequencias codificantes das
opsinas ndo visuaisdetipo C egrupo Gr4

Para a identificacdo de padrdoes conservados (motivos, motifs) nas sequéncias
codificantes da proteina das opsinas ndo visuais de tipo C e grupo Gr4, as sequéncias
codificantes foram ainhadas com seus ortélogos de zebrafish (niUmero de acesso no
GenBank: KT008391:KT008432[pacc]). Desta mesma maneira, foram ainhadas com a
rodopsina bovina (rho) (nimero de acesso no GenBank: NP_001014890.1) para fornecer uma
referéncia para as posicdes de aminoécidos nas opsinas. Assim mesmo, 0S motivos sdo

codificados por cores para destacar a conservacdo da sequéncia de aminoacidos.

2.5.6. Preparacéo de cortes histolégicos para hibridizagdo in situ

No caso de estagio larvais, as fémeas gravidas foram sacrificadas usando MS-222

(Tricaine, Sigma) seguida de decapitacdo. Os ovarios foram explantados sob um microscépio

de dissecacéo e as larvas foram coletadas. A identificacdo dos estagios de desenvolvimento
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larval de A. anableps foi baseada em Perez et al. (2017). Em seguida, as cabegas das larvas
foram congeladas em meio de Tissue-Tek OCT (Optimum Cutting Temperature, Sakura).
Enquanto que os individuos adultos foram anestesiados na solucéo de 6leo de cravo (43,94
mg/L), somente os olhos foram removidos e incorporados em meio de Tissue-Tek OCT
(Sakura). Todas as amostras incorporadas em Tissue-tek OCT (Sakura) foram armazenados a -
80°C. Seccgdes sagitais de 20 um foram obtidas com o criostato Leica CM 1850 UV, por meio
das coletas realizadas em laminas de ColorFrost Plus Microscope (Thermo). Em seguida, as
secoes de tecido da cabeca dos espécimes larvais e dos olhos de individuos adultos foram
fixadas em 3% paraformaldeido, e armazenados a -80 °C, até serem utilizadas na HIS. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e técnica.

2.5.7. Hibridizacdo in situ (HIS)

As sequéncias para sondas das opsinas ndo visuais rgr2 e tmt3b foram sintetizadas em
pBluecript Il SK (+) pelo BioCat GmbH (Heidelberg, Germany), com promotores T7 e T3
flanqueando cada sequéncia. Além disso, houve a extragdo de RNA, sintese de cDNA e
clonagem em pCRII-TOPO (Invitrogen) para as opsinas ndo visuais opnb, tmtlb, e
parapinopsina-2. A extragdo de RNA total de tecido do olho foi realizada com TRizol
(Invitrogen) e a purificacdo com o Mini kit RNeasy (Qiagen), seguindo as instrugdes do
fabricante. Para a sintese de cDNA, foi usado o kit de SuperScript 111 First-Strand Synthesis
SuperMix, seguindo o protocolo do fabricante (Invitrogen). O produto de PCR foi clonado
com pCRII-TOPO. A Miniprep foi realizada com o kit Miniprep (Qiagen).

Sondas antisense de RNA com sequéncias complementar aos genes de interesse foram
sintetizadas usando RNA polimerase T7 ou T3 e DIG-labeling mix (marcador digoxigenina-
dUTP) (Roche). A sintese de cada sonda de RNA foi feita em volume de 20 pyL (0.5 pL de
inibidor de RNAse, 2 yL de DTT, 2 pL de DIG, 2 pL de 10x tamp&o, 5 yL de produto da
PCR, 2 pL da RNA polimerase, e 6.5 pL de agua livre de nucleasas). As reacOes foram
deixadas por 3 horas em banho mariaa 37°C, em seguida foi adicionada 1uL de Turbo DNase
e permaneceu a 37°C por mais 15 minutos. Depois, 30uL de agua livre de nucleasas e 30uL
de cloreto de litio foram adicionados e a reagdo estocada a -20°C por 48 horas. As amostras
foram entdo centrifugacdo a 4°C por 30 min, e o pellet ressuspendido em 30 uL de &gualivre
de endonucleases. A concentracdo da sondafoi obtida por nanodrop e eletroforese. As sondas

foram mantidas a -80°C até serem utilizadas na HIS.
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Para atécnicade hibridizagdo in situ foi utilizado o protocolo padréo (DE LIMA et al.,
2015) com modificagdes e em triplicata técnica e bioldgica. Os cortes histolégicos foram
incubados na solucéo dietilpirocarbonato-anidrido acético, depois lavados com 2X SSPE, e
submetidos a lavagens graduais de a 75%, 95% e 100% etanol livre de RNAse. Em seguida a
sonda (na solugéo de hibridizagao) foi adicionada e a hibridizagdo ocorreu um dia para outro a
65 °C. No dia seguinte, os cortes foram lavados multiplas vezes com cloroférmio e 2X SSPE.
P6s-hibridizacéo, os cortes foram lavados com solucbes de 2X SSPE (50% formamida) e
0.1XSSPE. Logo depois com asolucdo TNT (1M Tris, pH=7,5, 5M NaCl, Triton X-100, agua
DEPC). Incubagdo com o anticorpo para digoxigenina (na solu¢cdo TNB) a 4°C durante 12
horas. Depois as [aminas foram lavadas em TMN e incubadas, e a reacdo cromogénica feita
com nitro-blue tetrazolium chloride (NBT) e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate p-
toluidine salt (BCIP). As laminas foram fixadas com 4% de PFA. Finalmente, o coverdlipping
foi feito com Cytoseal TM60. As fotografias foram registradas com uma camera digital Nikon
Digital Sight DS-Ri1/K 12887 acoplada a0 Estereomicroscopio Nikon Modelo C-DSD115,
usando o aplicativo NIS Elements D 4.10.01 para aquisi¢ao de imagens.
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2.6. RESULTADOS

Para a identificagdo de genes de opsina ndo visuais no transcriptoma do olho de A.
anableps, foram utilizados os genes ortdlogos de zebrafish. As sequéncias codificantes destes
transcritos foram ainhadas com os seus ortdlogos do zebrafish em BioEdit, e padrdes
conservados (motifs) de aminoacidos foram inferidos para cada tipo de opsina ndo visual.
Estudos por hibridizac&o in situ mostraram expressdo assimeétrica destas opsinas ndo visuais

naretinade individuos larvais e adultos.

2.6.1. A andlise estatistica da montagem do transcriptoma

A montagem do transcriptoma de A. anableps, exibiu um total de 253,750 sequéncias,
com um comprimento da sequéncia de 2,096, e um % CG de 45.06% (Tabela 4).

Tabela 4. A andlise estatistica da montagem do transcriptoma’

Codificacdo I1Tumina NEXTSeq 500
Total de sequéncias 253,750
Comprimento de sequéncias: 2,096
% GC 45.06

* Prof. Dr. Sylvain Darnet (ICB-UFPa).

2.6.2. Um repertorio diversificado dos genes das opsinas ndo visuais no transcriptoma do

olho de Anableps anableps

No transcriptoma do olho de Anableps anableps foram identificados um
repertorio de 20 genes de opsinas ndo visuais (Tabela 5), cuja relacdo evolutiva foi
confirmada com a construcdo da érvore filogenética (Figura 26). Estes foram um gene da
opsinava-1, um gene da parapinopsina-2, um gene da opsina opn3, um gene da opsina tmt1b,
dois genes da opsina tmt3 (tmt3a e tmt3b), trés de genes da opsina opn4m (opn4ml, opn4m?2 e
opndm3), dois de genes da opsina opn4x (opn4x1 e opndx2), um gene da opsina opn5, dois
genes da opsina pn6a (opn6al e opn6a2), dois genes da opsina opn7 (opn7b e opn7b-c), um
gene da opsina opn8, um gene da peropsina(rrh) e dois genesdaopsinargr (rgrlergr2).
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Tabela 5. Repertério dos genes das opsinas ndo visuais no transcriptoma

do olho de Anableps anableps
Nomedaopsina  Nomedegene NuUmero
daopsina degene
Opsinatmt tmt1lb 1
tmt3a 1
tmt3b 1
Encefalopsina opn3 1
Neuropsina opn5 1
Opsina opn6 opn6al 1
opn6a2 1
Opsina opn?7 opn7b 1
opn7c-d 1
Opsina opn8 opn8b 1
Peropsina rrh 1
Opsinargr rogrl 1
rgr2 1
Opsinava va-1 1
Parapinopsina parapinopsina-2 1
Melanopsina opn4ml 1
opn4m2 1
opndm3 1
opn4x1 1
opn4x2 1
Total 20

Todas as sequéncias das opsinas ndo visuais (ONV) de A. anableps foram alinhadas
com representantes dos genes ortdlogos de zebrafish, e foram excluidos os terminais varidvel's
C e N. As sequéncias codificantes das opsinas foram de 287 a 4922 pb de comprimento. A
opsina tmt3a apresentou um transcrito curto, devido a codon de parada prematura.
Finalmente, estas sequéncias foram empregadas para gerar a arvore filogenética das opsinas
na&o visuais no programa MEGA 6, e foi editada com aferramenta on-line Itol (Figura 26).

As sequéncias de cada ONV formaram grupos monofiléticos bem suportados, com
altos valores nos nés no teste de bootstrap (1000 iteracOes). As relacbes entre cada grupo de
ONV foi consistente com os seus ortdlogos de zebrafish. As diferentes opsinas ndo visuais de
A. anableps obtidas pertencem atipo C, tipo R e opsina Gr4, respetivamente (Figura 26). Este
trabalho de pesquisa compreende opsinas do grupo C e Gr4.
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Figura 26 - Arvore filogenética das tr&s classes de opsinas n&o visuais de Anableps anableps. Porcentagens
de bootstrap menores a 99% sdo mostradas e estdo baseadas em 1000 iteragBes. A arvore foi editada utilizando
Itol (LENIC et a., 2016) e ndo esta editada a escala.

2.6.3. Tipicos motivos de aminoacidos nas sequéncias codificantes da proteina das
opsinastipo C e Grupo 4

As sequéncias codificantes da proteina das opsinas foram analisadas e identificaram
padrdes conservados (motivos) para as opsinas ndo visuais, tipo C e Grupo 4. Se observaram
gue opsinas ndo visuais, tipo C e grupo Gr4, apresentaram motivos de aminoécidos comuns
da opsina visual rodopsina bovina (arodopsinafoi referéncia para determinar as posic¢oes dos
aminoéacidos) nas posi¢des C110, C187 e K296 (Figura 27). O par de residuos de aminoéacidos
cisteinas (C) na posi¢do C110 e C187 (no primeiro e segunda a¢as extracelular, E1 e E2) sdo
requeridos para a estabilidade conformacional da proteina (KARNIK et al., 1988), enquanto
gue o residuo da lisina (K) na posicdo K296, onde liga-se o croméforo retinal (BOWNDS,
1967), é importante para a absor¢do da luz (TERAKITA, 2005). Assim mesmos, foram
identificados motivos tipicos na posicdo 113, o motivo de tripeptido (134-136), na posi¢ao
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181, na posi¢do 185 e nas posicoes (302-313) entre as opsinas ndo visuais do tipo C e grupo
Gr4.

As opsinas nao visuais do tipo C. O motivo tripeptido, (E/D)R(F/M/Y), na posicéo
134-136, é altamente conservado entre as opsinastipo C (Figura 27). Da mesma forma, outros
motivos tipicos foram identificados dentro das familias das opsinas tipo C. Na posi¢éo 113, as
opsinas val e parapinopsin2 mantem o residuo de glutamato (E113) igual que a opsina visual
(rho), mas este é substituido pelo aspartato nas opsinas opn3 (D113) ou tirosina (Y 113) nas
opsinas tmt (tmtlb e tmt3b). Na posicdo 181, o glutamato € comum entre as opsinas opn3,
parapinopsina2 e tmt3b com a opsina visua (rho), mas esta substituido pelo serina (S181) na
opsinaval e pelacisteina (C181) na opsina tmtlb. Na posi¢éo 185, a cisteina (C185) presente
na opsina visual é substituido pela treonina (T185) nas opsinas val, parapinopsina2, tmtlb e
tmt3b, ou pelo residuo de aminoécidos leucina (L185) na opsina opn3 (Figura 27). Nas
posicBes 302-313, o motivo conservado [NPxIY (X)eF] (x= qualquer aminoé&cido, veja-se
Figura 27) entre as opsinas tipo C. Com base nesses resultados, opsinas nédo visuais do tipo C

apresentam padrdes conservados (motivos) de aminoacidos em suas sequencias codificantes.
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*Simbolo dos aminoacidos (K=lisina, E= glutamato, R=arginina, D=aspartato, T=treonina,
Opsina néo visual V'=valina, C=cisteina, W=triptofano, F=fenilalanina, Y=tirosina, H=histidina, N=asparagina,
tipa C |=isoleucina, Q=glutamina, L=leucina, G=glicina, S=serina, P=prolina, M=meticnina, A=alanina)

Figura 27 - Caracterizacdo das opsinas ndo visuais de Anableps anableps. Painel esquerdo: diagrama
esguemético mostra a relagdo filogenética dos tipos de opsinas néo visual tipo C (azul) e grupo Gr4 (laranja).
Painel direito: tabela mostra motivos associados a estrutura e fungdo nas opsinas. Os motivos sdo codificados
por cores para destacar a conservagdo da sequéncia de aminoacidos. A opsina visual rodopsina bovina rho foi
incluido para fornecer uma referéncia para as posi ¢oes dos aminoécidos.
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As opsinas néo visuais do grupo Gr4. Os motivos tripeptidos, (T/D)RY, VC(W/C) e
VRF, na posicdo 134-136, sdo conservadas entre e as familias das opsinas ndo visuais do
grupo Gr4 (Figura 27). Da mesma forma, outros motivos tipicos foram identificados dentro
das familias das opsinas do grupo Gr4. Na posi¢cao 113, as opsinas peropsina, opn5, opn7b,
opn7c-d e opn8b apresentam o residuo de tirosina (Y113) em vez do glutamato (E113)
caracteristico nas opsinas visuais (rhl) (Figura 27). Na posi¢do 181, o glutamato é comum
entre as opsinas rgr (rgrl e rgr2), opn5, opn7b, opn7c-d e opn8b com as opsinas visuais
(rhl), mas esta substituido pelo aspartato (D181) na peropsina e pela arginina (R181) nas
opsina opn6a (opn6al e opn6a2). Na posicdo 185, a cisteina (C185) presente na opsina visual
é substituido pela treonina (T185) nas opsinas rgr (rgrl e rgr2), opn6a (opn6al e opn6a2),
opn5, opn7b, opn7c-d, e opn8b, mas esta substituido alanina na peropsina (A185) e pela
leucina (L185) na opn8b (Figura 27). O motivo na posi¢do 302-313, é mais diversos que nas
opsina tipo C, sendo [NPxIY (X)sF], [NPxxY (x)sF], [NPxxY (x)sNY], [NPxxY(x)sKN], e
[NAXXY (X)sFY] (x= qualquer aminoacido, veja-se Figura 27) entre as familias deste tipo de
opsina Gr4. Com base nesses resultados, opsinas ndo visuais do grupo Gr4 apresentam

padrdes conservados (motivos) de aminoacidos em suas sequencias codificantes.

2.6.4. Expressao assimétrica dos genes das opsinas nao visuais naretina de A. anableps

Para a andlise da hibridizacdo in situ, trabalhamos com os genes das opsinas ndo
visuais tmtlb, tmt3b, opn5, parapinopsina-2 e rgr2. Isto foi devido a uma expressdo
assimétrica destes genes pelo gPCR, relatados em popul agdes anteriores de A. anableps pelo
nosso grupo de pesgquisa. Assim mesmo, esses genes também foram expressos, atraves de
HIS, nesta populacdo de estudo de A. anableps, mas sua expressao foi diferente da relatada
em gPCR, e sera detalhada abaixo.

Os genes das opsinas ndo visuais tmtlb, tmt3b e rgr2, através da hibridizagdo in situ,
foram expressos na retina de larvas (estagio 5) de A. anableps. Nessa fase do
desenvolvimento, os individuos sdo protegidos de estimulos de luz ambiental dentro do
sistema reprodutivo das fémeas, até o nascimento. Nossos resultados de hibridizagdo in situ
mostraram gue 0s genes das opsinas tmtlb e tmt3b foram expressas na retina dorsal (RD) e
ventral (RV) de A. anableps (Figura 28). Enquanto o gene da opsinargr2 foi expressa apenas

na retina dorsal. Isto €, 0 gene rgr2 apresentou uma expressao assimétrica na retina de A.
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anableps (Figura 28). Esta descricéo € inédita para esta espécie, e 0 motivo da assimetria de

expressao destes genes permanece obscuro.

Retina de estagio larval\

Bk u =i

RD RV

Figura 28 - Distribuicdo da expressdo dos genes das opsinas nao visuais tmtlb, tmt3b e rgr2 na retina da
larva (estégio 5) de Anableps anableps. Pela hibridizacdo in situ os genes das opsinas tmtlb e tmt3b estdo
expressas na retina dorsal (RD) e ventral (RV) das camadas nuclear externa (CNE) e camada nuclear interna
(CNI). Enguanto o gene rgr2 é expressa apenas na RD das camadas CNE e CNI. Criosecgfes: 20um de

espessura. Escala: 150 pm.

No caso da retina de individuos adultos, foram avaliadas pela hibridizagdo in situ a
expressao dos genes das opsinas ndo visuais tmtlb, tmt3b, parapinopsina-2, opn5 e rgr2.
Neste estagio, os individuos estdo em seu habitat natural e interagem com os estimulos da luz

ambiente. Os resultados da hibridizag&o in situ mostraram que 0s cinco genes das opsinas néo
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visuais (tmtlb, tmt3b, parapinopsina-2, opn5 e rgr2) apresentaram expressao exclusivamente
na CNE e CNI daretina ventral de A. anableps (Figura 29).

parapinopsina-2 tmt3b tmt1b

opnd

rgr2 |

RD RV #

Figura 29 - Distribuicdo da expressdo dos genes das opsinas nao visuais tmtlb, tmt3b, parapinopsina-2,
opn5 ergr2 na retina de adultos de Anableps anableps. Hibridizacdo in situ mostrou que os genes das opsinas
tmtlb, tmt3b, parapinopsina-2, opn5 e rgr2 sdo expressas s na retina ventral (RV) das camadas nuclear externa
(CNE) e camada nuclear interna (CNI). Criosecgdes: 20um de espessura. Escala: 100 pm.
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Por outro lado, através da hibridizag&o in situ em tecidos da retina de larvas e adultos,
mudancas temporais da expressdo dos genes tmtlb, tmt3b e rgr2 foram observadas ao longo
da ontogenia ocular em Anableps anableps. A expressdo dessas opsinas de estégio larval para

adulto, mostrou uma expressao assimeétrica destes genes naretina de A. anableps (Figura 30).
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Figura 30 - Distribuicdo da expressido dos genes das opsinas ndo visuais tmtlb, tmt3b e rgr2 ao longo da
ontogenia ocular de Anableps anableps. Hibridizago in situ mostrou que 0s genes das opsinas tmt1b, tmt3b, e
rgr2 apresentam expressao na camada nuclear externa (CNE) e camada nuclear interna (CNI) da retina de A.
anableps. Criosecgdes: 20pum de espessura. Escala: 100 pm.
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A expressdo extraretinal do gene tmt3b foi observada, através de hibridizagéo in situ,
na pele e na cornea. Nos espécimes da fase larval, 0 gene da opsina tmt3b foi expressa na pele
e na cornea toda. No entanto, em individuos adultos o gene da opsina tmt3b foi expresso
apenas naregido central e ventral da cornea (Figura 31). Sugerindo um shift de expresséo que

transiciona entre pre e pos nascimento.
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Figura 31 - Distribuicéo da expressdo dos genes das opsina tmt3b na cornea e pele de individuos larvais e
adultos de Anableps anableps. Hibridizagdo in situ do gene da opsina tmt3b no estagio larval, o gene é
expresso na pele e na cornea toda dos individuos. No individuo adulto: o gene tmtt3b é expressdo na regido
central e ventral dacornea. Criosecgdes. 20um de espessura. Escala: 100 um.
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2.7. DISCUSSAO

A combinagéo de técnicas in silico e hibridizacdo in situ foi empregada para a
identificacdo de genes das opsinas ndo visuais na retina de Anableps anableps. O
transcriptoma exibiu um repertério muito diversificado de genes de opsinas néo visuais (20
genes expressos). As sequéncias codificantes da proteina das opsinas ndo visuais exibiram
tipicos motivos (motifs) de aminoécidos para cada tipo de opsina ndo visual. Estudos por
hibridizacdo in situ mostraram expressdo assimétrica especial e temporal dos genes das
opsinas ndo visuals naretina de A. anableps. 1sso sugere mudancgas na sensibilidade espectral
dos fotopigmentos que podem estar relacionadas as adaptagdes visuais a0 ambiente aéreo e
aquético.

Produto de duplicacdo, genes das opsinas produziram uma diversidade de classes e
subclasses de opsinas (Figura 26, Tabela 5) (HOFMANN; CARLETON, 2009; LIN et a.,
2017; RENNISON; OWENS; TAYLOR, 2012). Em A. anableps, a diversidade de opsinas
n&o visuais estaria rel acionada a heterogenei dade ambiental em que vive, um ambiente aéreo-
aquético (RENNISON; OWENS; TAYLOR, 2012). Da mesma forma, a pseudogeneizacéo
produz genes com cddons de parada prematura, como o gene da opsinatmt3a (Figura 27). Isto
genes curtos podem surgir, porque ees ndo Sa0 Necessarios No processo adaptativo naquele
habitat (DAVID-GRAY et dl., 2002; YOKOYAMA et d., 2014).

As sequéncias codificantes das opsinas néo visuais exibem tipicos motivos (motifs) de
aminoacidos para cada tipo de opsina. As andlises comparativas nas sequencias codificantes
das opsinas ndo visuais de tipos C e Gr4 com a opsina visual rodopsina confirmaram a
presenca de motivos criticos necessérios na estabilidade conformacional da proteina (residuos
de amino&cidos cisteinas na posicéo 110 e 187) (KARNIK et a., 1988), bem como sua funcéo
na absorcao da luz (residuo dalisina na posicéo 296) (TERAKITA, 2005). Da mesma forma,
foram identificados tipicos motivos de aminoécidos entre as classes das opsinas ndo visuais,
especiamente aguelas que sdo conservadas entre as opsinas do grupo Gr4 e aquelas que sdo
mantidas entre as opsinas do tipo C (Figura 27). Estes motivos conservados estdo presentes
nas posi¢des 113, motivo tripeptido (134-136), posicdes 181, 185 e o motivo nas posi¢oes
(302-313) (Figura 27). Com base nesses resultados, podemos dizer que as sequencias
codificantes da proteina das opsinas ndo visuais permitiram a identificacdo de padrbes
conservados, 6 opsinas apresentavam motivos tipicos do tipo C e 9 do grupo Gr4, conservadas

entres.
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Os genes das opsinas ndo visuais exibem expressio assimétrica espacial e tempora na
retina de A. anableps. Na retina de estégios larvais foram avaliados 0s genes das opsinas
tmtlb, tmt3b e rgr2. Nossos resultados de hibridizacdo in situ mostraram que os genes das
opsinas tmtlb e tmt3b foram expressas na retina dorsal (RD) e ventral (RV) de A. anableps
(Figura 28). Enquanto, 0 gene da opsina rgr2 foi expresso apenas na RD (Figura 28),
possivelmente, cumprem uma funcdo similar as opsinas tmt naquela regido da retina. Esses
resultados in situ indicam que genes da opsina rgr2 sdo expressas assi metricamente na retina,
mesmo antes do nascimento, ou sgja, antes da interacdo de seu sistema visual com estimulos
luminosos do ambiente.

Foram avaliados os genes das opsinas ndo visuais tmt1b, tmt3b, parapinopsina-2, opn5
ergr2 em A. anableps adultos. Os resultados da hibridizac&o in situ mostraram que 0s cinco
genes das opsinas ndo visuais apresentaram expressao na regido ventral da retina (Figura 29).
Neste estégio, os individuos estéo em seu habitat natural e interagem com os estimulos da luz
ambiente. Os resultados da hibridizac&o in situ mostraram que 0s cinco genes das opsinas néo
visuais (tmtlb, tmt3b, parapinopsina-2, opn5 e rgr2) apresentaram expressao exclusivamente
na CNE e CNI da retina ventral de A. anableps (Figura 29). A expressdo destes genes (tmt,
parapinopsina-2 e opn5) ndo visuais na retina ventral pode estar relacionada a captagéo de
luz procedente do meio atmosférico (Tabela 2) (KOYANAGI et al., 2013, 2015b; SATO et
al., 2016) e nos processos de fotoisomerizacéo (genergr2) (CHEN et al., 2001).

Por outro lado, mudancas temporais da expressao dos genes das opsinas tmt1b, tmt3b e
rgr2 foram observadas ao longo da ontogenia ocular em Anableps anableps (Figura 30). A
expressao destas opsinas de estagio larval para adulto, mostrou uma progressao de diferentes
combinagOes destes genes de opsinas (CARLETON et al., 2008) (Figura 30). A expressao
assimétrica desses genes de opsinas durante o desenvolvimento ocular, deve-se ao fato de que
A. anableps possivelmente apresentam diferentes requisitos de fotopigmentos durante seu
desenvolvimento ocular e, portanto, expressam diferentes genes de opsina (CARLETON,
2009). Assim mesmo, as mudangas temporais permitem que peixes adquiram sensibilidades
pigmentares visuais diferentes (CARLETON, 2009), isto possivelmente contribuiam no
desenvolvimento ocular em A. anableps. Bem como, a expressao temporal das opsinas € um
mecanismo chave na alteragdo da morfologia do organismo (CARLETON, 2009).

A expressdo extraretiniana do gene da opsina tmt3b foi observada, através de
hibridizacdo in situ, na pele e cérnea nos diferentes estédgios de desenvolvimento de A.
anableps. O gene da opsinatmt3b € expresso em toda a cornea e na pele de individuos larvais,

estagio no qual estdo localizados dentro do sistema reprodutivo da fémea e protegidos de
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estimulos da luz do ambiente. A expressdo do gene da opsina tmt3b na pele poderia estar
relacionado a uma participacdo na regulacdo do reldgio periférico (MOUTSAKI et ., 2003)
(Figura 31). Enquanto que em adultos, 0 gene da opsina tmt3b € expressa apenas na regiao
central e ventral da cornea. Sua expressdo limitada a essas regides da cornea possivelmente
contribui para a filtragem de luz para proteger a retina de uma luz muito brilhante nas aguas
superficiais e eliminar o efeito de dispersdo daluz (KONDRASIV et d., 1986) que ocorrem
no limite do ambiente aéreo-aquético.

Isto parece representar 0 primeiro caso registrado, em Anableps anableps, de
mudancas de expressdo espacia e temporal das opsinas ndo visuais nos diferentes estagios na
retina nesta espécie.

Estudos adicionais devem ser realizados para complementar os resultados obtidos.
Como a avaliacdo de microespectrofotometria (CARLETON et a., 2008) para estimar a
sensibilidade espectral dos comprimentos de onda (Amax) destes pigmentos ndo visuais. Além
disso, estudos complementares comparativos de individuos capturados do ambiente natural
com aqueles mantidos em cativeiro para validar a contribuicdo da expressdo destas opsinas na

adaptacdo visual desta espécie, umarelacdo pouco conhecida até hoje.
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2.8. CONCLUSOES

Através da andlise in silico foram identificados no transcriptoma do olho de Anableps
anableps 20 genes de opsinas ndo visuais o que refletem a heterogeneidade ambiental na qual
a espécie vive. As andlises comparativas has sequencias codificantes da proteina das opsinas
ndo visuais permitiram a identificagdo de padrfes conservados, 6 opsinas apresentavam
motivos tipicos do tipo C e 9 do grupo Gr4, conservadas entre si. Por meio da hibridizac&o in
situ, 0s genes das opsinas ndo visuais tmt1b, tmt3b, opn5, parapinopsina-2 e rgr2 apresentam
expressdo espacial assimétrica nos adultos, enquanto apenas o gene rgr2 é regulada
assimetricamente nas larvas, assim como também os genes das opsinas tmtlb, tmt3b e rgr2
exibem mudancas no padréo de expressao ao longo da ontogenia ocular, de estagio larval para

adulto, em A. anableps.
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3.CAPITULO II. ADAPTACOESVISUAISA AMBIENTESAQUATICOS
SUBTERRANEOSEM PHREATOBIUS CISTERNARUM

3.1. RESUMO

Animais de ambientes subterréneos se adaptaram a escuriddo perpétua,
desenvolvendo uma infinidade de caracteristicas. A reducéo dos olhos e perda da visdo, e 0
aumento de outras estruturas sensoriais s80 as caracteristicas troglomorficas mais comuns
nestes organismos. O “bagre subterraneo” Phreatobius cisternarum vive em ambiente de
lencol fredtico. Esta espécie apresenta adaptacdes anatdbmicas (miniaturizacdo) e moleculares,
especialmente a0 nivel de sua percepcdo visual. Neste trabalho, combinamos andlises
histol égicas, moleculares e de RNA-Seq para entender as adaptacdes visuais e sensoriais ao
ambiente subterréneo. Andlise de sequenciamento de RNA da regido da cabega de P.
cisternarum revelou o repertério de onze genes de opsinas, trés opsinas visuais e oito opsinas
ndo visuais. Duas opsinas visuais, rhl e lws, apresentaram substituicdes de aminoécidos que
contribuem para 0 deslocamento vermelho e azul, respectivamente. Neste trabalho, andlises
histol 6gicas mostraram a presenca de retina rudimentar e a andlise de RNA-Seq identificou a
expressao de 38 genes de cristalino e 51 genes relacionados ao epitélio pigmentado da retina
(RPE), indicando que os olhos reduzidos de P. cisternarum retiveram algumas estruturas
oculares. A expressao extra-retiniana de opndm3 esta possivelmente associada a regulacéo do
relogio periférico. Além disso, a presenca de potenciais pseudogenes de opsinas seria
regulada por uma pequena retina exposta a um ambiente de baixa luminosidade. Outras
estruturas sensoriais, como os neuromastos foram identificadas nas regides laterais da cabeca
e do corpo. Com base nesses resultados, nosso estudo in silico fornece a primeira evidénciade
substituices de aminoacidos de opsinas visuais em P. cisternarum, que poderiam alterar a
sensibilidade espectral dos pigmentos visuais. Além disso, essas mudangas de Amax podem
ser Uteis para requisitos visuais em ambientes subterraneos. O presente estudo fornece

evidéncias para o entendimento da base molecular da adaptacdo a ambientes subterraneos.

Palavras-chave: Peixe. Opsinas. Desdocamentos Amax. Substituicdes de aminoacidos.

Ambiente subterraneo. Transcriptoma.
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3.2. ABSTRACT

Animals from subterranean environments have adapted to perpetual darkness,
developing a plethora of characteristics. The eye reduction and vision loss, and the increase of
other sensorial structures are the most common troglomorphic characteristics in these
organisms. The subterranean catfish Phreatobius cisternarum lives in a phreatic environment.
This species exhibits anatomical (miniaturization) and molecular adaptations, especially at the
level of itsvisua perception. In this study, we combine histological, molecular and RNA-Seq
analysis to understand the visual and sensoria adaptations to the subterranean environment.
RNA-Seq analysis of P. cisternarum head showed a repertoire of eleven opsins, three visual
opsins and eight non-visua opsins. Two visua opsins, rhl and lws, exhibited amino acid
substitutions that contribute to red and blue shift, respectively. In this work, histological
analysis showed the presence of rudimentary retina and RNA-Seq analysis identified the
expression of 38 lens genes and 51 genes related to the retinal pigmented epithelium (RPE),
indicating that the reduced eyes of P. cisternarum retained some ocular structures. The extra-
retina expression of opndm3 is possibly associated with the peripheral clock regulation.
Furthermore, the presence of potential opsin pseudogenes would be regulated by a small
retina exposed to alow-light environment. Other sensory structures, such as neuromasts, were
identified in the lateral regions of the head and body. Based on these results, our in silico
study provides the first evidence of amino acid substitutions on the visual opsins in P.
cisternarum, which could shift the spectral sensitivity of visual pigments. In addition, these
Amax shifts may be useful for visua requirements in subterranean environments. The present
study provides evidence for the understanding of the molecular basis of adaptation to

subterranean environments.

Keywords: Fish. Opsins. Amax shifts. Amino acid substitutions. Phreatic groundwater.
Transcriptome.



76

3.3. INTRODUCAO

3.3.1. Adaptacdes oculares a um ambiente subterraneo

Os peixes que habitam ambientes subterraneos séo conhecidos como peixes hipdgeos.
Estas espécies quando procedem de ambientes exclusivamente subterraneos sdo denominadas
espécies troglobias que podem ser de habitats fredticos ou de cavernas, sendo as populacbes
de cavernas mais abundantes e diversas (TRAJANO, 2001; FERNANDEZ; PINNA, 2005).
Esses ambientes representam um desafio para 0s animais que se adaptaram a escuridéo
perpétua, desenvolvendo uma multiplicidade de caracteristicas. A reducéo e perda de olhos, e
0 aumento de estruturas sensoriais s80 as caracteristicas troglomorficas mais comuns e
conhecidas (JEFFERY, 2009; KIMCHI; TERKEL, 2002; MOHUN et a., 2010; PARTHA et
a., 2017; PROTAS,; JEFFERY, 2013). Essas caracteristicas sdo resultado da evolucéo
independente em taxons distantemente relacionados, mas que vivem em cavernas e habitats
subterraneos (Figura 32) (BERTI et a., 2001; KRISHNAN; ROHNER, 2017; MENG et a.,
2013a; BOCKMANN; CASTRO, 2010; COOPER, H. M., HERBIN, M., & NEVO, 1993;
EMERLING; SPRINGER, 2014; FERNANDEZ; PINNA, 2005 MOHUN et a., 2010;
MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005).

T T~
' ()

Mamiferos subterraneos

Peixes subterrédneos Anfibios subterrdneos

Figura 32 - Espécies de ambientes subterraneos. A. Peixes subterréaneos. (a) Cavefish Astyanax mexicanus,
(b) Phreatichthys andruzzi, (c) Rhamdiopsis krugi, (d) Snocyclocheilus anophthalmus, (€) Phreatobius
cisternarum. B. Mamifer os subterraneos. (a) Chrysochloris asiatica, (b) Heterocephalus glaber, (c) Condylura
cristata. C. Anfibios subterréneos. (a) Rhinatrema bivittatum, (b) Typhlonectes natans (Adaptado de
KRISHNAN & ROHNER, 2017; BOCKMANN & CASTRO, 2010; MENG et al., 2013; MURIEL-CUNHA,
2008; EMERLING & SPRINGER, 2014). (http://aquaria.palo-
ato.ca.us/fish/more/cave/Phreatichthys/andruzzii/;  https.//www.bio-scene.org/media/rhinatrema-bivittatum-0;
https://al chetron.com/Typhl onectes#-).
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Em espécies de peixes subterraneos (Figura 33), a degeneracdo ocular parece ser
controlada por diferentes programas genéticos. Em Astyanax mexicanus (Characiformes) a
degeneracdo € regulada pela superexpressdo do gene shh que induz a apoptose do cristalino
(YAMAMOTO; STOCK; JEFFERY, 2004) (Figura 33A). Em Phreatichthys andruzz
(Cypriniformes), a degenerac@o ocular € acompanhada pela expresséo de caspase-3 na retina
0 que conduz a apoptose (Figura 33B) (STEMMER et al., 2015). Duas opsinas ndo visuais
sS40 relatadas neste peixe de caverna: tmt e opndm2, cujas sequéncias de codificacdo possuem
um cbédon de parada prematuro. AssSm mesmo estas opsinas mostraram ser candidatas a
fotorreceptores para relogios periféricos (CAVALLARI et al., 2011). Em Snocyclocheilus
anophthalmus (Cypriniformes), andlises de RNA-Seq mostraram que a degeneracdo da retina
esta relacionada com a subexpressdo dos fatores de transcricdo envolvidos na expressdo das
opsinas (Figura 33C) (MENG et al., 2013a). Ou sgja, 0s mecanismos de degeneracdo ocular
poderiam ocorrer devido a degeneracdo da retina pela subexpressdo de opsinas, pela apoptose
do cristalino ou pela apoptose daretina (YAMAMOTO,; STOCK; JEFFERY, 2004; MENG et
a., 2013a; STEMMER et a., 2015). Além disso, essas espécies desenvolveram outras
estruturas sensoriais para adaptacéo a ambientes subterréneos, como neuromastos, barbelas e
papilas gustativas, que contribuem para relagcBes inter e intraespecificas, exploragdo do
ambiente e deteccdo de recursos alimentares (SOARES; NIEMILLER, 2013).

3.3.2. Phreatobius cisternarum: adaptacdo visual em ambiente aquatico subterréaneo

A reducdo ou perda de olhos ocorre repetidamente em peixes troglobios (TRAJANO,;
REIS;, BICHUETTE, 2004). O género Phreatobius (Heptapteridae: Siluriformes, Incertae
Sedis) apresenta espécies com presenca ou auséncia de estruturas oculares. A espécie
Phreatobius cisternarum tem olhos muitos pequenos, localizados anteriormente na cabeca
(MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005) (Figura 34). Entretanto as espécies Phreatobius
sanguijuela (FERNANDEZ et a., 2007) e P. dracunculus ndo apresentam olhos
(SHIBATTA; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2007). As espécies do género Phreatobius
apresentam caracteristicas morfol dgicas especiais que |hes permitem ser identificadas (Tabela
6).
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Figura 33 - Modelos propostos na degeneracdo ocular em espécies subterraneas. A. Astyanax mexicanus.
(a) Populagéo de superficie A. mexicanus, (b) Populagdo da caverna A. mexicanus. B. Phreatichthys andruzz. (a)
Desenvolvimento normal dos olhos em peixes de superficie, (b) Peixe de caverna Phreatichthys andruzz. C.
Sinocyclocheilus anophthalmus. (a) Olho normais de peixe de superficie, (b) Peixe de caverna Snocyclocheilus
anophthalmus (Adaptado de YAMAMOTO, STOCK & JEFFERY, 2004; MENG et a., 2013; STEMMER et
al.,2015).
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Figura 34 - Espécies do género Phreatobius. (a) P. sanguijuela, (b) P. dracunculus, (c) P. cisternarum
(Adaptado do OHARA et al., 2016: SHIBATTA et al., 2007; MURIEL-CUNHA, 2008).

Tabela 6. Caracteristicas morfolgicas principais das espécies do género Phreatobius

Caracteristicas P. dracunculus! P. cisternarum? P. sanguijuela®*

Olhos Ausentes. Pequenos, com Ausentes.
cristalino bem formada
e parecem funcionais.

Pigmento Ausente. Pigmento tegumentar Ausente.
tegumentar escuro.
Pseudotimpano  Grande, visivel nas  Pegueno, visivel Apresenta
vistasdorsal, lateral  apenasemvistalateral.  Pseudotimpano.
eventral.

Y(SHIBATTA; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2007); 2 (MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005);
3(FERNANDEZ et d., 2007), OHARA; DA COSTA; FONSECA, 2016).
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A auséncia de qualquer vestigio ocular externo em espécimes adultos de P.
dracunculus, assim como a presenca de um poro infraorbitario posterior indica que a area de
olho primitivo na espécie é pelo menos tdo anterior quanto em P. cisternarum. Estudos de
espécimes juvenis de P. dracunculus, atualmente desconhecidos, poderiam fornecer maiores
informacfes (SHIBATTA; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2007). Além disso, poderiam
confirmar se este € um traco que degenera progressivamente durante seu desenvolvimento,
como na espécie Astyanax mexicanus (YAMAMOTO; STOCK; JEFFERY, 2004) ou esta
condicdo anoftdmica é estabelecida antes do nascimento, independentemente do seu
desenvolvimento. No caso de Phreatobius cisternarum, a literatura até o momento ndo relata
0s possiveis mecanismos de degeneracdo relacionados a sua reducéo ocular.

3.3.2.1. Phreatobius cisternarum: ecologia e distribui¢do populaciona da espécie

A classe Actinopterygii agrega ordens com espécies gque vivem em ambientes
exclusivamente subterréneos (troglobios), sendo estas as Cypriniformes, Characiformes,
Gymnotiformes, Siluriformes, Percopsiformes, Ophidiaria, Gobiaria, Anabantaria,
Ovaentaria e Eupercaria (ADAMS et a., 2013; BETANCUR-R et a., 2017; ROMERO,;
PAULSO, 2001). No caso, da ordem Siluriformes “bagres” contém 34 espécies troglobias em
8 familias (Ictaluridae, Siluridae, Clariidae, Pimelodidae, Heptapteridae, Trichomycteridae,
Loricariidae, Astroblepidae) (ROMERO; PAULSO, 2001; SULLIVAN; LUNDBERG,;
HARDMAN, 2006) com caracteristicas troglomorficas.

As espécies de Phreatobius sdo distribuidas em torno na bacia do rio Amazonas, no
Brasil (MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005; TRAJANO, 2007) e na bacia do rio Paraguai,
Bolivia (FERNANDEZ et a., 2007). No Brasil, estas espécies séo relatadas para os Estados
de Ronddnia, Amapa, Para e Macapa (Figura 35) (MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005;
OHARA; DA COSTA; FONSECA, 2016; SHIBATTA; MURIEL-CUNHA; DE PINNA,
2007). Os peixes ocorrem na camada fredtica superficial, e surgem em pocos artesanais, onde
sd0 capturados acidentalmente (MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005).
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@ ~ cisternarum
0 P. dracuncufus n.sp.

Figura 35 - Distribuicdo geogr éfica das espécies de Phreatobius em estados brasileiros. A. Rio Guaporé, P.
sanguijuela (quadrados); Porto Velho, P. dracunculus (circulos), Estado de Rondbnia. B. Estado de Amap3a,
Para e Macapd, P. cisternarum e Estado de Rondbnia, P. dracunculus (Adaptado de OHARA; DA COSTA;
FONSECA, 2016; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2005; SHIBATTA; MURIEL-CUNHA; DE PINNA, 2007).

Pouco se conhece sobre a biologia, distribuicéo, ecologia e fisiologia das espécies do
género Phreatobius devido ao comportamento hipégeo (MURIEL-CUNHA; DE PINNA,
2005; OHARA; DA COSTA; FONSECA, 2016).

Neste contexto, P. cisternarum é um modelo ideal para a investigacéo da adaptacéo
visual a0 ambiente de lencol fredtico. Por esta razdo, o objetivo deste estudo visa avdiar
genes da retina e das estruturas oculares de Phreatobius cisternarum usando método in silico

e andlise histol6gica.
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3.4. OBJETIVOS

3.4.1. Objetivo Geral

Avaliar o repertorio dos genes das opsinas e das estruturas oculares no transcriptoma

de Phreatobius cisternarum.

3.4.2. Objetivos Especificos

Identificar no transcriptoma da cabeca de P. cisternarum o repertério dos genes

das opsinas visuais e ndo visuais, e genes das estruturas oculares;

Identificar, pela andlise comparativa, sitios de gjuste spectral conhecidos nas

sequéncias codificantes da proteina das opsinas visuais,

Anadisar morfologicamente as estruturas oculares de P. cisternarum através da

técnica de Hematoxilina e Eosing;

Andisar a distribuicdo dos neuromastos de P. cisternarum através da coloragcdo
com DASPEI;

Caracterizar o padréo de expressdo dos genes das opsinas ndo visuas de P.

cisternarum através de hibridizacéo in situ.
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3.5. MATERIAIS E METODOS

3.5.1. Coleta de espécimes

Doze espécimes de Phreatobius cisternarum foram coletados em pocos artificiais
privados no bairro de Paricatuba, municipio de Benevides, Parg, Brasil (Figura 36).
Espécimes foram mantidos em cativeiro, e colocados dois animais por tanque, com trocas de
&gua regulares e dimentados com uma ragao especifica para peixes (enriquecida de proteinas
e vitaminas), pelo menos duas vezes ao dia. Os peixes foram mantidos em ambiente de
escuriddo permanente nas instalacdes do Laboratério de Evolucdo e Desenvolvimento da
Universidade Federa do Parg, Brasil.

Todas os experimentos foram realizados de acordo com os principios de cuidado e uso
de animais adotados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Para (Numero Protocolo 037-2015).

Prefeitura Muricioal
de Banevides

oSantankm

Sao Luis
+]

Fortalez{
o

Figura 36 - Mapa da regido de coleta de Phreatobius cisternarum no municipio de Benevides, Para, Brasil
(@google maps).
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3.5.2. Preparo de biblioteca e sequenciamento no I llumina

A regido anterior (cabeca) de Phreatobius cisternarum foi removida, armazenada em
RNAlater (Sigma-Aldrich) e mantida a-80 °C para extracéo de RNA. O RNA total foi obtido
utilizando o reagente TRIzol (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante.
Esta amostra de RNA foi utilizada na confecgéo de bibliotecas e sequenciamento de RNA
(RNA-Seq). O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina NEXTSeq 500 com
leituras paired-end de 150bp, com o kit NEXTSeq MidOutput de acordo com o protocolo do
fabricante (1llumina).

3.5.3. Montagem de novo do transcriptoma

A montagem do transcriptoma foi redlizada na plataforma Trans-AbySS com a

estratégia de novo e a qualidade da montagem foi feita através do software assemblystats.

3.5.4. Busca por genes no transcriptoma

3.5.4.1. Repertdrio de genes das opsinas e andlise filogenética

A etapainicia consistiu na busca de sequéncias codificantes das opsinas visuais e hdo
visuails no transcriptoma da cabeca de Phreatobius cisternarum, utilizando o tBlastx
(ALTSCHUL et al., 1997) com e-value de e-5 (MENG et al., 2013a; ZHANG et a., 2012) e
representantes ortdlogos de zebrafish (Danio rerio) (nimero de acesso no GenBank:
KTO008391-KT008432). Posteriormente, estas sequéncias obtidas foram analisadas na
plataforma de Transdecoder 2.1.0 (Find Coding Regions Within Transcripts) e através desta
analise obteve-se regides codificantes candidatas.

Para as analises filogenéticas, as sequéncias codificantes das proteina deduzidas foram
alinhadas manualmente e utilizando o programa CLUSTAL (THOMPSON et a., 1997) no
BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias codificantes das proteinas de opsinas foram alinhadas
com representantes ortélogos de zebrafish (nUmero de acesso no GenBank: KTO008391-
KT008432) e Ictalurus punctatus, e foram excluidas os terminais variaveis C e N (C-terminal

ou carboxi-terminal e N-terminal ou amino-terminal) destas sequéncias. As arvores
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filogenéticas foram construidas usando o0 método da Mé&xima Verossimilhanca no programa
MEGA versdo 6 (TAMURA et d., 2013) e aplicando o algoritmo modelo Jones-Taylor-
Thornton, JTT (JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992) com valores de bootstrap baseados
em 1000 iteracdes (FELSENSTEIN, 1985) para avaliar o grau de suporte da ramificacéo

interna (expressado em porcentagem).

3.5.4.2. Genes envolvidos na estrutura ocul ar

A buscafoi redlizada através da ferramenta BLAST (e-5) usando sequéncias ortdlogas
de Ictalurus punctatus ou Danio rerio. Em seguida, confirmamos os resultados por BLASTn
de sequéncias de nucleotideos de P. cisternarum contra dados do NCBI, seguidos pela
predicdo de ORFs usando a ferramenta de traducdo ExPasY. Finamente, usamos as ORFs
mais longas de P. cisternarum e procedemos com um BLASTp contrao NCBI para confirmar
a ortologia das proteinas. A anotacdo dos genes do epitélio pigmentado da retina (RPE) foi
realizada no blast2Go 5.2.5 (CONESA et a., 2005). Este programa foi usado para procurar
(blast), mapear e anotar os contigs. As sequéncias de nucleotideos foram confrontadas contra

bancos de dados de peixes 6sseos (taxa: 7898, Actinopterygii).

3.5.5. ldentificacdo de substituicbes de aminoacidos nas opsinas Iws e rh1l com possiveis

efeitos de ajuste espectral conhecidos

As sequéncias codificantes de proteina da opsina rhl.1 de Phreatobius cisternarum,
Ictalurus punctatus, Tachysurus fulvidraco, Snocyclocheilus anophthalmus, Astyanax
mexicanus e zebrafish (Danio rerio) foram alinhadas contra a rodopsina bovina (rho) como
referéncia para definir a posi¢cdo dos aminoécidos (PALCZEWSKI et a., 2000) (Apéndice A).
No entanto, no caso de opsinas lws, essas sequéncias de P. cisternarum, I. punctatus, T.
fulvidraco, S. anophthalmus, A. mexicanus, Carassius auratus, zebrafish foram ainhados
contra a opsina humana LWS como referéncia na numeracdo de aminoacidos (YOKOYAMA;
RADLWIMMER, 2001), e os limites transmembranares foram inferidos por analogia aos da
rodopsina bovina (PALCZEWSKI et a., 2000) (Apéndice B). Estas sequéncias codificantes
de proteinas das opsinas visuais foram alinhadas usando ClustalWW (THOMPSON et a., 1997)
e excluindo osterminais C e N das sequéncias (BEAUDRY et al., 2017).
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3.5.6. Preparacdo de cortes histologicos para as andlises histoldgicas e hibridizagéo in
situ (H1S)

Os espécimes de Phreatobius cisternarum foram anestesiados na solucéo de 6leo de
cravo (43,94 mg/L). As cabecas dos exemplares desta espécie foram removidas e
incorporadas em meio Tissue-Tek OCT (Sakura), e foram armazenadas a - 80°C. Seccbes
sagitais de 20 um foram obtidas com o criostato Leica CM 1850 UV, por meio das coletas
realizadas em laminas ColorFrost Plus Microscope (Thermo). Em seguida, as secoes de
tecido da cabeca foram fixadas em 3% paraformaldeido e armazenados a -80 °C, até serem
utilizadas nas andlises histoldgicas e de hibridizagdo in situ. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata biol 6gica e técnica.

3.5.6.1. Preparagdes histol6gicas com Hematoxilina e Eosina (H& E)

As seces de tecido da cabeca de P. cisternarum foram coradas com Hematoxilina e
Eosina seguindo o protocolo padrédo (PEREZ et al., 2017). As laminas com seg0es sagitais da
cabeca de Phreatobius cisternarum, mantidas a -80°C foram deixadas a temperatura ambiente
para secagem por 4 minutos. Em seguida, as seg0es de tecido foram coradas com
hematoxilina por 3 minutos, lavadas por 5 minutos em agua destilada, mergulhadas por 30
segundos em eosina e novamente mergulhadas em agua destilada. As secdes de tecido foram
desidratadas em diluicOes seriadas de etanol (50%, 70%, 95% e 100%). Prontamente, foram
deixadas para secar a temperatura ambiente. Logo depois, foram cobertas com laminulas e
Cytoseal TM60. Finalmente, apds 48 horas as secbes de tecido foram visualizadas em um

microscopio optico de luz Nikon Eclipse Ci-S/Ci-L.

3.5.6.2. Hibridizacdo in situ (HIS)

A hibridizacdo in situ foi realizada de acordo com o protocolo previamente
estabelecido (DE LIMA et a., 2015) utilizando 1 pl de ribosondas marcada com DIG. As
secoes de tecido foram fotografadas. As fotografias foram registradas com uma camera digital
Nikon Digital Sight DS-Ri1/K12887 acoplada ao Estereomicroscopio Nikon Modelo C-
DSD115, usando o aplicativo NIS Elements D 4.10.01 para aquisi¢éo de imagens.
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3.5.7. Coloracéo de neuromastos com DASPEI

Os neuromastos s80 estruturas sensoriais presentes na pele dos peixes (DEZFULI et
al., 2009), sdo compostos por céulas ciliadas, (WINDSOR; MCHENRY, 2009). O corante
vital fluorescente DASPEIl (2-(4-(dimethylamino)styryl) -N-Ethylpyridinium lodide)
(Invitrogen™) é usado para corar as células ciliadas (HARRIS et a., 2003), de cor amarelo
fluorescente (VAN TRUMP et a., 2010). A coloragdo de neuromastos no Phreatobius
cisternarum foi realizada de acordo com um protocolo previamente estabelecido
(YOSHIZAWA et d., 2010): Os peixes foram imersos em 25 pg / ml de DASPEI dissolvido
em agua do aquério durante 1 hora, seguido de imersdo em 66,7 mg / ml de sal de
metanossulfonato de etil 3-aminobenzoato de etilo (Tricaina, Sigma) em agua do mesmo
aquério. Os espécimes foram visualizados com um estereomicroscopio de fluorescéncia
(Nikon SMZ1500) equipado com filtros GFRL.Ex.470/40/DM495/BA500(LP) e fotografados
com uma camera Nikon DS-Ri 1. Para as contagens dos neuromastos de P. cisternarum, foram

consideradas as regides do corpo e cabega da espécie em estudo (VAN TRUMP et a., 2010).
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3.6. RESULTADOS

Para a identificacdo de genes de opsinas e estruturas oculares no transcriptoma da
cabecade P. cisternarum, foram utilizados genes ortélogos de zebrafish e | ctalurus punctatus.
Substituicdes de aminoécidos nas sequéncias de proteinas das opsinas lws e rhl.1 foram
identificadas, os quais mostraram ser sitios de gustes espectrais conhecidos. Através da
andlise histolégica com H&E foram identificadas as estruturas oculares. Estudos por
hibridizacdo in situ mostraram uma expressdo extra-retiniana do gene da opsina opn4ms.

Assim mesmos, neuromastos foram identificados |ateralmente na cabega e ao longo do corpo.

3.6.1. Um repertorio pouco diversificado dos genes das opsinas no transcriptoma da

cabeca de Phreatobius cisternarum

No transcriptoma da cabeca de Phreatobius cisternarum foram identificados um
repertorio de 11 genes de opsinas (Tabela 7), 3 genes de opsinas visuais e 8 genes de opsinas

ndo visuais. As opsinas visuais identificadas foram alws (cones) erhl.1 e rhl.2 (bastonetes).

Tabela 7. Repertorio dos genes das opsinas visuais e ndo visuais no transcriptoma da cabeca
de Phreatobius cisternarum

Tipo de opsinas Nome de gene NUmero de
daopsina gene
Opsinasvisuais Iws
rhl
Opsinasnaovisuais Exo-rod
rrh/peropsina
rgrl
va-1
va-2
opn4m3
tmt3a
parietopsina
Total

PRRPRRRPRRPRRRLRNR

=
[N

Andlises do transcriptoma identificaram oito genes de opsinas ndo
visuais: exorodopsina (exo-rod), peropsina (rrh), rgrl, val, va-2, opndm3, tmt3a e
parietopsina. As sequéncias das opsinas visuais (OV) e ndo visuais (ONV) de P. cisternarum

foram ainhadas com representantes dos genes ortologos de zebrafish. As sequéncias no
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alinhamento foram de 228 pb a 1622 pb (Figura 37). As relagdes entre cada subfamilia de

opsinas foram bem suportadas, com atos valores nos nés no teste de bootstrap (1000

iteracdes), e foram consistentes com os padroes de opsinas de zebrafish e Ictalurus punctatus

empregados.
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Figura 37 - A arvore filogenética de opsinas visuais e nao visuais de Phreatobius cisternarum. As
sequencias de opsinas de P. cisternarum foram alinhadas com representantes dos genes ort6logos de zebrafish e
Ictalurus punctatus. Alto grau de suporte na ramificagdo interna (porcentagem mostrada nos nds) com teste

bootstrap (1000 iteracdes).
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3.6.2. Genes do cristalino e RPE estdo presentes no transcriptoma de Phreatobius

cisternarum

A andlise do transcriptoma de Phreatobius cisternarum mostrou pelo menos 38 genes
relacionados com as células da fibra do cristalino (Apéndice C) e 51 genes relacionados ao
epitélio pigmentado da retina (RPE) (Apéndice D). A presenca de genes do cristalino sugere

gue esta espécie retém algumas estruturas de cristalino, diferente de Astyanax mexicanus.

3.6.3. Substituicbes de aminoacidos na proteina das opsinas Iws e rh1 mostram possiveis

ajuste espectral dos pigmentos visuais

Através da andlise na sequéncia de proteinas das opsinas rhl, identificamos
substitui¢coes de aminoécidos. As sequéncias da opsinarhl.1 de P. cisternarum, |. punctatus,
T. fulvidraco e A. mexicanus apresentaram isoleucina (1) ao invés de glutamato (E) na posicéo
122 (E1221) e tirosina (Y) ao inveés de fenilaanina. (F261Y) (Apéndice A). Ou sgja, essas
espécies possuem duas substituicbes de aminoacidos nas posicfes E1221 e F261Y. No
entanto, as opsinas rhl.1 de zebrafish e S anophthalmus mostraram um glutamato na posi¢éo
122 e umafenilalanina na posi¢éo 261 (mesmos aminoécidos e posi¢des da rodopsina bovina)
(Apéndice A). Finalmente, nossos resultados mostraram dois possiveis sitios de gjuste (E122I
e F261Y) naopsinarhl.1 de P. cisternarum (Figura 38).

Aminoacidos em
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Peixe de caverna ANM rh 1 I
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Figura 38 - Diagrama esquematico da relacdo filogenética da opsina rhl.1 de Phreatobius cisternarum
contra sequéncias publicadas. As colunas da direita mostram os aminoacidos da proteina das opsinas nas
posi¢des 122 e 261 conservados (letras pretas) ou substituidos (letras vermelhas). As sequéncias de aminoacidos
da opsinarhl.1 de Ictalurus punctatus (IP), Tachysurus fulvidraco (TF), Sinocyclocheilus anophthalmus (SA),
Astyanax mexicanus (AM) e Danio rerio (zebrafish, ZF). A proteina da opsina rhl.1 de Phreatobius
cisternarum (PC) e rodopsina bovina (rho) de Bos taurus (BT).
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Através da andlise de aminoacidos da proteina das opsinas Iws, identificamos treze
residuos de aminoacidos comuns (Apéndice B) entre espécies da ordem Siluriformes (Figura
39). Além disso, quatro substituicbes de aminoacidos na opsina Iws foram comuns entre P.
cisternarum e A. mexicanus (S134A; A166S/G; S176T; A233S/G - numeracdo de opsina
LWS humana) (Figura 40). Os dois alelos Iws de S anophthal mus ndo mostram substitui coes
de aminoé&cidos nestas posi¢des (Figura 40). Nossos resultados mostraram quatro possivels
sitios de gjuste (S134A; A166S; S176T; A233S) naopsinalws de P. cisternarum.
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Figura 39 - Comparacao de sequéncias de aminoacidos da opsina lws de Phreatobius cisternarum contra
sequéncias publicadas. Espécies subterraneas de diferentes ordens apresentam residuos de aminoéacidos néo
comuns entre elas. A coluna da esquerda mostra a ordem taxonémica da espécie. As colunas da direita mostram
0s aminoacidos nas posi¢des 134, 135, 149, 166, 176, 182, 184, 186, 222, 233, 267, 275 e 278 conservados em
algumas espécies (letras pretas) ou substituidos em outros (letras vermelhas). As sequéncias de aminoécidos da
opsina lws de Ictalurus punctatus (IP), Tachysurus fulvidraco (FT), Sinocyclocheilus anophthalmus (SA),
Astyanax mexicanus (AM) e Danio rerio (zebrafish, ZF). A opsinalws de Phreatobius cisternarum (PC) e opsina
LWS de humano (HS).
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Figura 40 - Diagrama esquematico da relacao filogenética da opsina lws de Phreatobius cisternarum contra
sequéncias publicadas. As colunas da direita mostram os aminoacidos nas posi¢8es 180, 233 e 277 conservados
em algumas espécies (letras pretas) ou substituidos em outros (letras vermelhas). As sequéncias de aminoacidos
da opsina Iws de Ictalurus punctatus (IP), Tachysurus fulvidraco (FT), Snocyclocheilus anophthalmus (SA),
Astyanax mexicano (AM) e Danio rerio (zebrafish, ZF). A opsina lws de Phreatobius cisternarum (PC) e opsina
LWS de humano (HS).

3.6.4. Na andlise histolégica por H& E estruturas ocular es foram identificadas

A cabeca de Phreatobius cisternarum apresenta olhos minusculos que ndo podem ser
vistos aolho nu. A andise histologicade H & E das sec¢fes da cabega em espécimes adultos
de P. cisternarum mostrou o olho perto da regido dorsal da cabeca (Figura41A’). O aumento
da regido ocular exibiu uma retina (r) e um epitélio pigmentado da retina (RPE) (Figura
41A”), e ndo foi possivel diferenciar o cristalino, a cornea e iris. A retina mostrou uma
estrutura pouco diferenciada e ndo foi possivel distinguir as células fotorreceptoras e as outras
camadas da retina. Por outro lado, na regido lateral da cabeca foram identificados orgéaos
eletrosensoriais ampulares (Apéndice E). Outra caracteristica observavel nos espécimes de P.
cisternarum foi a tonalidade da cor vermelha. Alguns individuos sdo vermelhos brilhantes,
enguanto outros sao roxos. Por outro lado, individuos de diferentes estégios eram inviaveis

para andlise devido ao dificil acesso ao seu habitat natural.
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Figura 41 - Histologia do olho de Phreatobius cisternarum. Imagem superior mostra com alinea azul o plano
de corte a nivel da cabeca de P. cisternarum. Coloragdo por Hematoxilina e Eosina. (A’ mostra o olho perto da
regido dorsal da cabeca. (A”) aumento da regido delimitada pela caixa pretaem A’, exibe) as estruturas oculares
como epitélio pigmentado da retina (rpe) e umaretina (r) pouco diferenciada. Espessura de corte; 20um. Escala:
0.1 mm (A’, A”).
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3.6.5. Neuromastos foram identificados later almente na cabega e cor po

Os neuromastos s80 estruturas sensoriais presentes na pele dos peixes (DEZFULI et
al., 2009), fornecem informacbes sobre as correntes de agua em seu ambiente
(MONTGOMERY; COOMBS; BAKER, 2001). Nos peixes subterraneos, a reducéo ocular e
0 aumento do nimero de Grgaos sensoriais da pele, como 0s neuromastos, sao caracteristicas
convergentes (SOARES; NIEMILLER, 2013).

Para identificar se neuromastos estdo presentes na pele de P. cisternarum, os peixes
foram imersos no corante vita fluorescente DASPEI. Neuromastos individuais e superficiais
apareceram como pontos amarelos fluorescentes devido ao corante. Essas estruturas foram

identificadas na cabeca (Figura 42a) e no tronco (Figura 42a’), concentradas na regido lateral

dos individuos de P. cisternarum.

Figura 42 - I magens fluor escentes de neur omastos com DASPEI. As distribuicfes de neuromastos superficiais
(a) naregido lateral anterior (cabega) e (a’) naregido lateral posterior (tronco) de espécimes de P. cisternarum.
Escala: 2 mm.
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3.6.6. O gene opnd4m3 € expresso na epider me

Interessantemente, identificamos a presenca de um ortélogo de opn4m na andlise do
transcriptoma, o gene opn4m3, que exibe um codon de parada prematura. Em teledsteos, a
melanopsina (opn4) mostra um repertorio de cinco genes (opndx1, opndx, opndml, opndm2 e
opndm3) expressos na reting, cérebro e pele (DAVIES et al., 2011; SANDBAKKEN et a.,
2012). Entretanto, P. cisternarum possui um gene opn4ma3 e um forte grau de reducéo ocular.
Com base nisso, testamos a hipotese de que o gene opndm3 é expresso em fotorreceptores
extra-retinianos. Esta suposicaéo foi confirmada por hibridizacdo in situ (HIS) (Figura 43a,
43a’). Nossos resultados de HIS detectaram expressdo do gene opn4m3 na pele (Figura 43a),

ndo foi possivel detectar expressdo deste gene nos olhos de P. cisternarum (Figura 43a’).

Figura 43 - Hibridizacgdo in situ do gene opn4m3. (a) Opn4m3 ndo é expresso em estruturas oculares, (a’), mas
expresso na superficie da pele da cabega de P. cisternarum. Criosecgdes tem 20 mm de espessura. Escala: 0,1 mm.
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3.7. DISCUSSAO

A andlise in gilico da regido anterior de Phreatobius cisternarum identificou o
repertorio de genes de opsinas, genes ligados as funcgdes do cristalino e genes relacionados ao
epitélio pigmentado da retina. Andlise das opsinas visuais identificou dois potenciais genes,
Ilws e rhl.1, com substituigdes de amino&cidos tipicas de shift ou mudangas na percepcéo
espectral.

Através da andlise histolégica dos olhos, é possivel perceber células centrais
possivelmente do cristalino e o epitélio pigmentado da retina (RPE). No entanto, néo foi
possivel a identificagdo de todas as estruturas oculares. Peixes de cavernas que tem reducéo
ocular, como Snocyclocheilus anophthalmus e S tilethornes, apresentam alteractes
morfol 6gicas naretina, resultado da degeneracéo ocular (MENG et a., 2013b, 2013a). Nossos
resultados indicam que, apesar dos olhos pouco desenvolvidos, ainda é possivel fazer a
deteccdo de genes relacionados ao cristalino e a0 RPE (epitélio pigmentado da retina) e ndo
foi possivel identificar, através de H& E, células fotorreceptoras ou as camadas neuronais da
retina (Figura4l).

Trinta e oito genes identificados estdo relacionados a diferenciagdo das células dafibra
do cristalino foram identificados no transcriptoma de P. cisternarum, sugerindo que a reducéo
ocular ndo aboliu a expressdo de genes relacionados a desenvolvimento e manutencdo do
cristalino (CAVALHEIRO et d., 2017).

O repertdrio pouco diversificado dos genes de opsinas no transcriptoma pode estar
relacionado a baixos niveis de luz disponiveis para aretinaneura (EMERLING; SPRINGER,
2014), foi também observado potenciais pseudogenes de opsinas na retina de P. cisternarum,
0 que pode ser explicado pelo ambiente de pouca luminosidade resultado de pouco estimulo
luminoso nesta regido.

As opsinas visuais rhl.1 e lws de Phreatobius cisternarum possuem substitui¢cdes de
aminoacidos que estdo relacionadas a sitios de gjuste espectral conhecidos (known tuning
spectral sites). A rodopsina (rhl.1) de P. cisternarum, Ictalurus punctatus, Tachysurus
fulvidraco e Astyanax mexicanus apresenta dois sitios de guste espectra (E1221 e F261Y —
numeracao da rodopsina bovina) (Figura 38) que contribuem com a absor¢éo méxima (Amax)
de 504 nm (YOKOYAMA et al., 2008). Este desvio para o vermelho é tipico da rodopsina de
peixes em ambientes de &gua turva (HAUSER; CHANG, 2017), como o ambiente aquético da
bacia amazonica (LOEW; LYTHGOE, 1985). Este resultado sugere que os desvios da

rodopsina em comprimentos de onda mais longos por E1221 e F261Y poderiam contribuir no
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processo de visualizagdo de P. cisternarum (LOEW; LY THGOE, 1985). No caso da opsina
visua Iws, identificamos treze aminoécidos comuns entre as espécies da ordem Siluriformes
(Figura 39). Estes podem representar regides de motivos conservados para estas espécies de
bagres. Da mesma forma, quatro substituicdes de aminoacidos na opsina Iws (S134A;
A166S/G; S176T; A233S/G - numeracdo da opsina LWS humana) so comuns entre P.
cisternarum e o peixe de caverna A. mexicanus (Figura 40). No entanto, os dois aelos Iws do
peixe de caverna S. anophthalmus ndo mostram substitui ¢cbes de aminoécidos nestas posi ¢oes
(Figura 40). Com base nesses resultados, poderiamos dizer que essas substitui¢des podem ser
possivels sitios para 0 gjuste spectral das opsinas lws de P. cisternarum e A. mexicanus
(SEEHAUSEN et a., 2008; TERAI et d., 2006; WEADICK; CHANG, 2007), e que estéo
envolvidas a sitios de aguste espectra (CARLETON, 2009; STIEB et a., 2017,
YOKOYAMA, 2000).

Em P. cisternarum, um sitio importante para o gjuste espectral da opsina lws (A233S)
foi identificado (WILLIAMS et al., 1992). A substituicdo de Serina (S) em vez de Alanina
(A) na posicdo (A233S) contribuiria com um Amax <541 nm, enquanto os valores
intermediarios de Amax (560 - 541nm) seriam experimentados pelas opsinas lws de A.
mexicanus, |. punctatus e T. fulvidraco que apresentam Glicina (G) em vez de Alanina (A) na
posicdo A233G (WILLIAMS et a., 1992) (Figura 40). No caso de S anophthalmus, as
opsinas visuais ndo apresentam substituicbes de aminoécidos nas posi¢des analisadas. No
entanto, estudos anteriores relatam gue este peixe de caverna apresenta rodopsinas e opsinas
cone, que sdo significativamente subexpressas (MENG et al., 2013a). Mudancas espectrais
semelhantes do pigmento lws sdo relatadas em peixes ciclideos (CARLETON; SPADY;
COTE, 2005; MAAN et a., 2006; TERAI et al., 2017). Isso sugere que o deslocamento de
Iws a um comprimento de onda menor (Amax <541 nm) pela substituicdo A233S poderia
contribuir no reconhecimento e comunicacao entre individuos da espécie P. cisternarum.

As substitui¢es de aminoécidos, nas opsinas lws e rhl.1, estéo localizadas nas regides
da bolsa de ligacdo do cromoforo, e provavelmente ateram o ambiente do cromdéforo
(PALCZEWSKI et al., 2000; WEADICK; CHANG, 2007). A confirmacdo desses resultados
através de experimentos de mutagénese nos permitiria confirmar o deslocamento de Amax
dessas substituigdes criticas de aminoacidos (YOKOYAMA, 1997). Além disso, essas
mudancas no Amax poderiam contribuir para adaptagdes visuais em ambientes subterréneos.

Interessantemente, identificamos a presenca de um ortélogo de opn4dm na andlise do
transcriptoma, o gene opn4m3, que exibe um codon de parada prematura. Em teledsteos, a

melanopsina (opn4) mostra um repertorio de cinco genes (opndx1, opndx, opndml, opndm2 e
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opndm3) expressos na reting, cérebro e pele (DAVIES et a., 2011; SANDBAKKEN et a.,
2012). Entretanto, P. cisternarum possui um gene opn4m3 e um forte grau de reducéo ocular.
Com base nisso, testamos a hipotese de que o gene opndm3 é expresso em fotorreceptores
extra-retinianos. Esta suposicdo foi confirmada por hibridizacéo in situ (Figura 43a, a’). A
expressao extra-retiniana desse ortélogo opndm (Figura 43a’) esta possivelmente associada a
regulacdo do relogio periférico (CAVALLARI et al., 2011). Além disso, seria interessante
determinar as consequéncias das perdas de genes ortdlogos opn4 na capacidade sensorial
desta espécie.

A reducdo ocular e 0 aumento de 6rgdos sensoriais da pele, como 0s neuromastos, sdo
caracteristicas convergentes que permitem que peixes subterréneos sobrevivam em seus
habitats (SOARES; NIEMILLER, 2013). Estruturas sensoriais como neuromastos e 0rgaos
eletrosensoriais ampulares foram identificadas na pele dos espécimes de Phreatobius
cisternarum. Os neuromastos do bagre subterréneos sdo distribuidos na regido lateral na pele
da cabeca (Figura 42a) e lateral posterior (tronco) (Figura 42a’), distribuicdo semelhante é
relatada em outros peixes subterraneos (DEZFULI et al., 2009; MONTGOMERY ; COOMBS;
BAKER, 2001). Estas estruturas fornecem informagfes sobre as correntes de agua em seu
ambiente (MONTGOMERY ; COOMBS; BAKER, 2001), e possivelmente contribuem paraa
reorientacdo espacial dos peixes (SOVRANO et a., 2018). Por outro lado, os 6rgéos
eletrosensoriais ampulares (Apéndice E) foram observados com coloragdo H&E. Essas
estruturas eram notorias na regido lateral na pele da cabeca. Eles podem contribuir para a
orientacdo espacial e nas inter-relacdes em condicdes de pouca luz (SOARES; NIEMILLER,
2013). Portanto, essas estruturas sensoriais de P. cisternarum poderiam contribuir para sua
adaptacdo em um ambiente subterraneo.
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3.8. CONCLUSOES

Através da andlise in silico foram identificados no transcriptoma da cabeca de
Phreatobius cisternarum 11 genes de opsinas, das quais 3 s80 visuais e 8 ndo visuais, com
sinais de pseudogeneizacdo. Pela andlise in silico, foram identificadas substituictes de
aminoacidos nas opsinas visuais lws e rhl.l, as quais sdo sitios de ajuste espectral
conhecidos. As analises histoldgicas da cabeca de P. cisternarum apresentou olhos reduzidos,
com retina ndo estratificada com o epitélio pigmentado e sem cristalino; enquanto aandlisein
silico exibiu genes do cristalino e epitélio pigmentado. Em P. cisternarum, 0s neuromastos
estdo presentes a0 longo do corpo e mais abundantes na cabegca. Assim mesmo, foi

identificado a expresséo de opndm?3 na pele da cabeca.
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4. DISCUSSOES GERAIS

Neste estudo, trabalhamos com duas espécies que vivem em ambientes de
luminosidade diferentes, Aanableps anableps de habitat de superficie e Phreatobius
cisternarum de um ambiente subterraneo. Danio rerio (zebrafish) foi utilizada como padréo
na busca de opsinas nas espécies de estudos. O zebrafish € um excelente modelo na
compreensdo das opsinas devido ao genoma ja sequenciado e suas opsinas ja caracterizadas
(DAVIES et d., 2015).

As espécies de habitat de superficie, A. anableps e zebrafish, mostram um repertério
diverso de genes de opsinas, 30 (OWENS et a., 2012, 2009; BEAUDRY et dl., 2017) e 42
(DAVIES et d., 2012; MORROW et a., 2011; DAVIES et a., 2015), respetivamente. No
primeiro caso, A. anableps, peixe de superficie, seus grandes olhos esféricos |he
proporcionam uma Vvisdo simultdnea acima e abaixo da &gua, permitindo a exploracéo
eficiente de seu habitat de estuario (MILLER, 1979; OWENS et a., 2012). Iguamente,
zebrafish € uma espécie diurna, ativa durante o dia, e vive em aguas superficiais. Esses estilos
de vida sugere a necessidade de uma visdo fotopica bem desenvolvida, com a capacidade de
distinguir cores (NEUHAUSS, 2010). Assm mesmo, essa diversidade de genes de opsinas
nestas espécies provavelmente confere-lhes uma série de vantagens para a sobrevivéncia em
um ambiente fético dindmico (DAVIES et d., 2015). No caso de P. cisternarum, tem olhos
muitos pegquenos adaptados ao seu ambiente subterraneo (MURIEL-CUNHA; DE PINNA,
2005). Esta espécie exibiu um repertorio pouco diversificado de genes de opsinas. Baseando-
nos nestes resultados poderiamos dizer que a heterogeneidade ambiental impulsiona a
duplicacdo e divergéncia das opsinas (Tabela 5, Figura 26) na espécie A. anableps (DAVIES
et a., 2015, RENNISON; OWENS; TAYLOR, 2012), enquanto habitats subterréneos,
considerados como ambientes homogéneos, com baixos niveis de luz pode estar relacionada
com a pseudogeneizacdo das opsinas em P. cisternarum (Tabela 7, Figura 37) (EMERLING,;
SPRINGER, 2014; TRAJANO, 2007).

Em relacdo ao repertorio de genes de opsinas visuais nas especies em estudo, 10
opsinas visuais (Tabela 5) sdo relatadas para A. anableps (OWENS et al., 2009). Enquanto 3
opsinas visuais (Tabela 7) foram identificadas para P. cisternarum neste trabalho. O grande
nimero de genes de opsinas visuais em A. anableps em relacdo ao P. cisternarum poderia
estar em relacdo ao seu habitat superficial. I1sso provavelmente confere-lhe uma série de

vantagens para a sobrevivéncia neste ambiente fético dindmico (DAVIES et al., 2015).
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Um repertorio diverso de genes de opsinas ndo visuais apresenta A. anableps com
respeito a P. cisternarum (Tabela 5 e Tabela 7). Nosso resultado mostrou que apenas cinco
genes das opsinas ndo visuais (opndm3, rgr-1, rrh/peropsina, tmt3a e va-1) séo comuns entre
A. anableps, P. cisternarum e zebrafish (Danio rerio) (Figura 44). Esses resultados sugerem
gue esses cinco genes poderiam ter uma fungdo essencial no processo visual, porque sdo
comuns entre essas espécies (A. anableps, P. cisternarum e zebrafish) que vivem em
ambientes de luminosidade diferentes. Da mesma forma, um nimero maior de genes de
opsinas é comum entre espécies de superficie, A. anableps e zebrafish, do que entre espécies

de habitat com luminosidade diferente, como sdo A. anableps e P. cisternarum (Figura 44).

Anableps anableps

Danio rerio

Phreatobius cisternarum

Figura 44 - Genes de opsinas nao visuais comuns e Unicos em Anableps anableps e Phreatobius cisternarum.
Diagrama de Venn mostra o nimero de genes compartilhados em A. anableps, P. cisternarum e zebrafish (Danio
rerio) (diagrama criado usando http://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/Venn//). Um nimero maior de genes
comuns foi encontrado nas espécies A. anableps e zebrafish (14 genes). Além disso, A. anableps, P. cisternarume
zebrafish compartilharam cinco genes de opsinas ndo visuais em comuns.
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Igualmente, cada espécie apresentou genes de opsina ndo visuais exclusivos, por
exemplo, A. anableps e P. cisternarum exibiram o gene opn7c-d e 0 gene exo-rod,
respetivamente. Enquanto, zebrafish mostrou onze genes de opsinas ndo visuais (Figura 44).
Esse grande nimero de opsinas néo visuais exclusivos no zebrafish poderia ter relagcéo com a
necessi dade de uma visdo fotdpica bem desenvolvida (NEUHAUSS, 2010).

Os peixes usam diferentes estratégias de mecanismos moleculares em seus pigmentos
visuais (HAUSER; CHANG, 2017). Em P. cisternarum, por meio da andlise in silico, foram
identificadas substitui¢cbes de aminoacidos nas opsinas visuais lws e rhl.1. A opsina rhl.l
apresentaram dois sitios de gjuste espectral conhecido (E1221 e F261Y), que contribuem com
Amax de 504 nm (YOKOYAMA et a., 2008). Essa mudanca para o vermelho é tipico da
rodopsina de peixes em ambientes de agua turva (HAUSER; CHANG, 2017), como o
ambiente aquatico da bacia amazénica (LOEW; LY THGOE, 1985). Enquanto a opsina ws,
exibiu um sitio de gjuste espectral conhecido (A233S), e que contribuem com uma mudanca
do Amax <541 nm (WILLIAMS et al., 1992). Esse gjuste espectral poderia contribuir no
reconhecimento e comunicagdo entre individuos da espécie P. cisternarum.

Em A. anableps, por meio de hibridizacdo in situ, 0s genes das opsinas ndo visuais
tmtlb, tmt3b, opn5, parapinopsina-2 e rgr2 apresentam expressdo espacial assimétrica na
retina dos individuos adultos, enquanto apenas 0 gene rgr2 é regulada assimetricamente nas
retinas das larvas, assim como também os genes das opsinas tmt1b, tmt3b e rgr2 exibem uma
expressao assimétrica durante seu desenvolvimento ocular, isto possivelmente contribuiam no
desenvolvimento ocular em A. anableps.

Por fim, essas estratégias de mecanismos moleculares nos genes das opsinas nas
espécies de estudio, sgam estas substituicdes de aminoécidos das opsinas visuais em P.
cisternarum e expressao assimétrica das opsinas ndo visuais em A. anableps, poderiam
contribuir na mudanca da sensibilidade espectral do fotopigmento e na adaptacdo visual

destas espécies a ambientes de luminosidade diferentes.
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5. CONCLUSOES GERAIS

As investigagdes redlizadas nesta tese abordaram aspectos da base molecular das
adaptacdes dos genes das opsinas de Anableps anableps e Phreatobius cisternarum através da
andise in silico e histologia. Organismos que vivem em diversos ambientes féticos, como
peixes, desenvolveram uma série de estratégias no nivel molecular para se adaptar a esses
ambientes, como as substitui¢cbes na sequéncia de aminoécidos das opsinas, ateracdo dos
cromoforos, ateragdes nos padroes de expressdo e no tamanho do repertorio de opsinas
(HAUSER; CHANG, 2017).

No capitulo 1 foi abordado o estudo de uma espécie de ambiente aéreo-aquético,
Anableps anableps, que vive na superficie da agua e por isso esta exposta a um ambiente de
heterogeneidade espectral. Seus grandes olhos Ihe proporcionam uma visdo aérea e aquatica
simultanea, possuindo adaptacbes anatdmicas e funcionais. O repertdrio diversificado de
genes de opsinas (20 opsinas ndo visuais) no transcriptoma de A. anableps, bem como seu
padréo de expressao espacia indicam mecanismos moleculares de adaptacéo da espécie ao
seu hébitat aéreo-aquético.

No capitulo 2, tratou-se de uma espécie de ambiente subterraneo, Phreatobius
cisternarum. Esta espécie possui olhos minusculos, vive em lencol fredtico, e pouco se sabe
sobre a degeneracéo ocular nesses ambientes. O repertorio pouco diversificado de genes de
opsinas (11 opsinas. 3 opsinas visuais, 8 opsinas ndo visuais) no transcriptoma e olhos
reduzidos em P. cisternarum podem estar associados ao seu habitat subterréneo, com pouco a
nenhuma luminosidade.

Estes dois casos ilustram a contribuicdo dos genes das opsinas como possiveis

mecani smos de adaptacéo a ambientes foticos atipicos.
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APENDICE A. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da opsinarhl.1 de

Phreatobius cisternarum contra sequéncias publicadas

sé0

(TF),

indicam  dominios

Tachysurus  fulvidraco
de luz fraca, e em E113 e K296

linhas  horizontais
transmembranares putativos (TM1-TM7), e as letras indicam

a visdo

essenciais para a funcgdo basica da fotorrecepgéo.

N

As

A anotagéo dos aminoécidos foi feita com rodopsina bovina (Bos
punctatus (IP),

taurus, BT-rho). As sequéncias de aminoécidos rhl.l de

Ictalurus
Snocyclocheilus anophthalmus (SA), Astyanax mexicanus (AM)

e Danio rerio (zebrafish, ZF). Lacunas, indicadas por tragos,

foram inseridas nas sequéncias para manter um ato grau de
aminoécidos nas posicdes 122, 261 e 292 estdo envolvidos na

alcas citoplasméticas (C1-C4) e extracelulares (E1-E3). Os

identidade.
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APENDICE B. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da opsina lws de

Phreatobius cisternarum contra sequéncias publicadas

A anotacdo de aminoacidos foi feita com a opsina
humana LWS (Humano, HS-LWS). As sequéncias de
aminoécidos lws de I ctalurus punctatus (1P), Tachysurus
fulvidraco (TF), Sinocyclocheilus anophthalmus (SA),
Astyanax mexicano (AM), Carassius auratus (CA) e
Danio rerio (peixe-zebra, ZF). Lacunas, indicadas por
tracos, foram inseridas nas sequéncias para manter um
alto grau de identidade. Os limites transmembranares
foram inferidos por analogia com os da rodopsina
bovina (Palczewski et a., 2000). As linhas horizontais
indicam dominios putativos transmembranares (TM1-
TM7) e as letras cinzas indicam algas citoplasméticas
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APENDI CE C. Genesréacionados as células das fibras do cristalino encontrados

no transcriptoma de Phreatobius cisternarum

Genesdo cristalino

N-myc
Tepl
Dcunldl
Rpsl1
Rpl13a
Nefm
Utpl8
Ccnh
Gadd45b
Ogn
Psmd14
Kpla
Cecngl

lars
Casp7
Gadd45g
Hspel
Cct3

Phb
Rpl18a
Eif5a2
Aldh18al
Pdliml
Nfatc2
Sambpl1
Hspdl

Utpl5
Gpatch4
Ddx3x
Adaml10
Rps8
Gtpbp4
Hspad
Tomm70a
Cct2
Exoch5

Rpl7
Park7




APENDICE D. Genes relacionados ao RPE encontrados no

transcriptoma de Phreatobius cisternarum
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Genes do Epitélio Pigmentado da Retina (RPE)!

Retinoid  isomer
hydrolase

GTP
cyclohydrolase 1-
like

L-dopachrome
tautomerase

RPE-retinal G
protein-coupled
receptor-like

Keratin, type Il
cytoskeletal 8-like
Serpin H1-like
Keratin, type |
cytoskeletal 18

Ras-related protein
Rab-32

Myoglobin

Tubulin  alpha-8
chain-like
Tryptophan 5
hydroxylase 1
isoform X1

Tetraspanin-3-like

Glutathione S

transferase P

Arfaptin-1 isoform X1

Aquaporin 1

Synaptogyrin-2-like

Arrestin-C-like
isoform X1

Beta-enolase

Bifunctional
biosynthesis
PURH
Beta-galactosidase-
like

purine
protein

Beta-galactosidase

M-phase
phosphoprotein 6
Four and a half LIM
domains protein 3-like
Transmembrane
emp24 domain-
containing protein 7-
like

Laminin subunit beta-
1-like

Transgelin-like
isoform X1

Transketolase-like

Annexin A2-like

Runt-related
transcription factor 2-
like isoform X1
Alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase

Carboxypeptidase N
catalytic chain

Hermansky-Pudlak
syndrome 4 protein
isoform X1

Trifunctional purine
biosynthetic protein
adenosine-3

Pleckstrin  homology-

like domain family A
member 2
CD63 antigen

Protein TSSC1

Keratin, type I
cytoskeletal 13-like

Cel cycle checkpoint
control protein RAD9A
Retinoid isomer
hydrolase

Arginine/serine-rich

protein 1

Tumor necrosis factor
receptor superfamily
member 10B-like
Tumor protein D52
isoform X1

Neuroblast
differentiation-
associated protein
AHNAK-like isoform X1
Neuroblast
differentiation-
associated protein
AHNAK-like

Collagen  alpha-1(11)

chain-like isoform X2

Diphthamide
biosynthesis protein 1

Collagen  alpha-2(1X)
chain

Heat shock protein 70

Long-chain-fatty-acid--
CoA ligase 1-like
Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase  1-like
protein cytoplasmic-like

28S ribosomal protein
S18b, mitochondrial

A anotac3o dos genes do epitélio pigmentado da retina (RPE) foi realizada no blast2Go 5.2.5.
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APENDICE E. Orgao eetrosensorial ampular individual corado com

Hematoxilina e Eosina em Phreatobius cisternarum

Esta seccéo de tecido mostra uma visdo transversal através de um érgdo ampular. Criosecgbes de 20 mm de
espessura. Escala: 0,02 mm.



