fnsula Floriantpolis NT19 Suplemento 2290248 1989

FEROMONIOS SEXUAIS DE ALGAS PARDAS - UMA VISAO QUIMIOSSISTEMATICA
SEXUAL PHEROMONES FROM BROWN ALGAE - A CHEMOTAXONOMIC APPROACH
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RESUMO

As algas pardas produzem uma série de hidrocarbonetos que atuam
como feromdnios sexuais. Estes sdo responsaveis pela localizagdo dos
gametas e, em certas ordens, pelo rompimento do anteridio. Os fero-
monios sexuais parecem ser melhores marcadores filogenéticos do que
taxonomicos.
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ABSTRACT

Brown algae yield a series of hydrocarbons that act as sexual
pheromones. These are responsible for localization of the gametes,
and in some orders for their release. Sexual pheromones seem to be
better phylletic than taxonomic markers.
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INTRODUCAO

Todos os organismos vivos interagem entre si e com o meio ambien
te garantindo, desta forma, o equilibrio do seu ecossistema. As for
mas de interagdao variam de acordo com o grau evolutivo dos organis-
mos, ou mesmo com o papel que eles desempenham em seus habitats. En
tre os varios tipos de interagles, os estimulos quimicos sido de
grande importancia e sao particularmente frequentes no ambiente ma-
rinho. Mediadores quimicos atuam na captura de presas, na protegao
contra predagdao ou epifitismo, na conquista do substrato e na repro
dugdo sexuada, entre outros. Ao longo dos anos, muito tem sido espe
culado a respeito da utilizagado dos feromonios sexuais como marcado
res taxonomicos.

Em trabalhos anteriores, descrevemos os terpenos como marcadores
quimiossistemdticos e filogenéticos de algas pardas da ordem Dictyo
tales, divisao Phaeophyta (TEIXEIRA e KELECOM 1988, 1989; TEIXEIRA
et al. 1989; FLEURY et al. 1989). Neste trabalho apresentamos uma
revisdo sobre os aspectos bioldgicos e quimicos relacionados com os
feromonios sexuais, bem como avaliamos seu valor taxondmico e filo-
genético potencial em algas pardas.

ASPECTOS BIOLOGICOS

Estudos realizados por THURET (1854) sobre o comportamento de an
terozdides na presenga de oosfera, em Fucus, o levaram a concluir
que 'algum impulso particular dirige os anterozdides até os corpos
que eles devem fecundar". Mais tarde, COOK et al. (1951) demonstra-
ram que os anterozdides sdo atraidos por uma substdncia volatil se-
cretada pelas oosferas maduras, em varias espécies de Fucus. Esta a
tragao entre gametas de algas pardas marinhas € um fendmeno geral,
conhecido como quimiotaxia, o qual é desencadeado pela liberagao,
em concentragoes minimas (MAIER et al. 1987), de mediadores quimi-
cos. A este grupo de substancias foi dado o nome de feromdnios se-
xuais (JAENICKE 1977).

Nas Desmarestiales (MUELLER et al. 1982a), Laminariales (MUELLER
et al. 1982a) e Sporochnales (MAIER e MUELLER 1986), os . feromonios
sdo responsdveis n3o so pela localizagdo dos gametas, mas também pe
lo rompimento do anteridio, favorecendo desta forma a emissdo sin-
cronizada das cé€lulas reprodutivas.
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Em geral, os gametas femininos secretam simultaneamente diferen-
tes produtos. Entretanto, um s componente age como feromdnio se-
xual especifico, sendo seu raio de agdo aproximadamente 1 mm em tor
no da fonte emissora (JAENICKE 1984), i.e. o gameta feminino. Estu-
dos em laboratdrio mostraram que oS gametas masculinos reagem ao es
timulo quimico através da modificagdo do padrdo de batimento de
seus flagelos (JAENICKE 1984, MUELLER et al. 1985). Varios padrdes
de respostas quimiocinética foram observados, dependendo do grau e-
volutivo da alga considerada (MAIER e MUELLER 1986). Assim, o desen
volvimento morfoldgico e reprodutivo (isogamia — anisogamia -—
oogamia) parecem estar intimamente ligado ao sistema de reconheci-
mento do feromonio (JAENICKE 1984, MAIER e MUELLER 1986). A especia
lizagdo evolutiva da resposta quimiotdtica dos gametas masculinos pa
rece caminhar paralelamente ao estabelecimento da anisogamia, ou se
ja, as diferengas no sistema de reconhecimento dos feromdnios se-
xuais evoluiram aparentemente de acordo com a diversificagdo filoge
nética (JAENICKE e BOLAND 1982). No entanto, nenhum aprimoramento a
dicional significativo do sistema de reagdo do gameta masculino a-
companha o passo evolutivo da anisogamia para a oogamia, exceto por
um discreto aumento de sensibilidade deste ultimo. Isto foi eviden-
ciado através do estudo de Ectocarpales (isogamia), Cutleriales (a~
nisogamia) e Fucales (oogamia) (JAENICKE 1984, MUELLER 1979, MAIER
e MUELLER 1986).

Ectocarpus, que apresenta isogamia morfoldgica acompanhada pela
diferenciagao fisioldgica entre os gametas, representa o mais primi
tivo sistema de diferenciagdo sexual conhecida entre as Phaeophyta
(MUELLER e GASSMANN 1980). Neste caso, um sistema de comunicagioqqg
mica de eficiéncia moderada atua na atragdo e reconhecimento dos ga
metas (JAENICKE 1984). Por outro lado, a forte anisogamia encontra-
da em Cutfenia € considerada como um avango filogengético, devido ao
aumento de tamanho.de um dos gametas e @ presenca de maior quantida
de de material de reserva como fonte adicional de energia para o zi
goto. No entanto, este fato implica num decréscimo do nimero de ga-
metas (-) produzidos. As chances destas poucas células serem fertili
zadas podem ser ampliadas de duas maneiras:

a) pelo aumento do nimero de gametas (+) (de pequeno tamanho) e ou
b) pelo aprimoramento da capacidade de atragdo entre os gametas.

Este aprimoramento parece ter ocorrido no sitio receptor do feromo-
nio (MAIER e MUELLER 1986). Enfim, na ordem Fucales observa-se uma
oogamia muito pronunciada, com a produgdo de oosferas de grande ta-
manho e anterozdides diminutos; a relagio de massa entre os gametas
de Fucus serratus sendo 20.000: 1 (JAENICKE 1984). Ao contririo do
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que ocorre em Ectocarpus e Cutleria, em Fucus a partenogénese ndo a
contece. Ao que parece, a necessidade vital de uma fertilizagao bem
sucedida em Fucales pode ser acompanhada por um sistema de atragio
de gametas mais eficientes (MUELLER e GASSMANN 1985).

Apesar disto, diversos grupos filogeneticamente isolados emitem
e utilizam uma mesma substancia como ferombénio sexual (Tabela 1 e
Figura 1), o que poderia favorecer a interacgdo entre espécies dife- .
rentes e a consequente formagao de hibridos na natureza (JAENICKE
1977, MUELLER 1979). Isto se deve ao nimero limitado de modifica-
¢Oes estruturais possiveis, devido a restrigoes na biossintese (BO-
LAND e MERTES 1985) e principalmente ao carater necessariamente con
servativo dos sistemas de reconhecimento dos feromdnios. Assim, uma
completa especificidade nao pode ser esperada (MUELLER e  GASSMANN
1980) . Experimentos realizados em laboratdrio vieram comprovar a
possibilidade de cruzamentos interespecificos (MUELLER e  GASSMANN
1980). No entanto, a formagdo de hibridos no ambiente natural & apa
rentemente rara (MUELLER e GASSMANN 1980). Feromonios comuns ou re-
lacionados éstfuturalmente, proximidade espacial e €poca de reprodu
¢3o coincidente sao pré-requisitos absolutos para tais intercruza-
mentos (MAIER e.MUELLER 1986). Além destes, outros fatores tais co-
mo temperatura da agua (JAENICKE 1984), fotoperiodo, qualidade e in
tensidade da luz (MAIER e MUELLER 1986) e mesmo ritmos circadianos
e ciclo lunar (MUELLER et al. 1981b) parecem interferir no processo
reprodutivo destas algas. Portanto, mecanismos ligados a fatores am
bientais e ao isolamento pos-zigdtico estd@o envolvidos direta ou in
diretamente no processo reprodutivo das algas pardas. Além disto,
as evidéncias parecem confirmar que a fertilizagdo cruzada & preve-
nida por componentes especificos, envolvidos no reconhecimento dos
gametas a nivel das membranas citopldsmicas (JAENICKE 1984, MAIER e
MUELLER 1986).

Analise de modelos moleculares dos diversos feromonios isolados
até esta data (Figura 1) e comparagdo das respostas obtidas com mo-
léculas homdlogas (JAENICKE 1984, MUELLER et al. 1985) levou a con-
jecturas a respeito do receptor dos feromdnios. Presumivelmente as
moléculas de feromonio ligam-se a sitios receptores especificos, os
quais devem estar localizados na membrana citoplasmica do gameta re
ceptor (MUELLER e GASSMANN 1980, MUELLER et al. 1985b). Este deve
possuir grupos eletrofilicos posicionados de maneira completar as
ligagoes dhplas da molécula sinal induzindo polarizagdo oposta da
mesma. Este sistema requer o maximo de interagdes, e isto s € pos-
sivel se houver um intenso contato, sem distorgdoes, pelos substi-
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tuintes adicionais (BOLAND e MERTES 1984, JAENICKE 1984). Assim, po
de-se concluir que o sistema de ligacdo entre a area do receptor e
a molécula mensagem requer interagbes dipolo/dipolo mituas (MUELLER
et al. 1985), produzindo trocas conformacionais na superficie do si
tio de ligagao, permitindo, deste modo, a transmissdo e processamen
to do estimulo quimico. Este processo & dotado de extrema eficién-
cia pois foi determinado que a resposta do gameta receptor resulta
da percepgao de algumas centenas o mesmo de uma s6 molécula de fero
monio, dependendo da espécie (KAJIWARA et al. 1984, BOLAND et al.
1985b, 1987c, JAENICKE 1984).

A observacao recente da presenga, durante quinze dias por  ano,
de ectocarpeno (2), dictyoptereno A (10) e c' (1) nas aguas de um
lago alemao leva a especulagoes sobre uma distribuigdo maior do que
se imaginava destes metabdlitos, que poderiam apresentar um - papel
biolGgico em organismos de aguas doce (JUTTNER e WURSTER 1984).

ASPECTOS QUIMICOS

Os feromonios sexuais sdo hidrocarbonetos mais ou menos insatura
dos com 8 a 11 atomos de carbono, volateis, de natureza lipofilica
e biogenéticamente relacionados (Figura 1). Eles podem ser classifi
cados em quatro grupos, com relagao a sua estrutura molecular: ci-
cloheptadienos (7-4), ciclopentenos (6-8), ciclopropanos (10, 11) e
olefinas aciclicas (72-74). Uma s6 substancia, aucanteno (9), pos-
sue um anel de seis membros, mas este hidrocarboneto, embora bioge-
néticamente relacionado com os demais feromdénios, nio possue ativi-
dade quimiotatica. Além disto, uma série de hidrocarbonetos (75-41)
relacionados aos feromdnios sexuais foram identificados (¥igura 2);
salvo os trienos 15-17 (KAJIWARA et al, 1980c, 1984), nenhuma bioati
vidade foi relatada para estes compostos (e.g. KAJIWARA et al. 1981,
BOLAND et al. 1987a, 1987b, MOORE 1977, YAMADA et al. 1980a).

Para seu estudo, os feromonios sexuais s3o concentrados e anali-
sados em cromatografia gasosa acoplada a um espectrdmetro de massas
(JAENICKE e BOLAND 1982). Como. as estruturas sao bastante simples,
esta metodologia € geralmente suficiente para a identificagio de
uma substdncia conhecida e mesmo para determinar estruturas planas
de hidrocarbonetos novos, através do uso de padrdes. A geometria das
ligagbes duplas € determinada por sintese total e comparagdao das a-
tividades bioldgicas dos isomeros sinteéticoc (BOLAND et al. 1987b).
As sinteses permitem enfim confirmar as.estruturas novas propostas,
bem como estabelecer a configuragao absoluta dos feromonios. Foram
sintetizadas misturas racémicas e/ou ambos enantidmeros de 1 (AKIN
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TOBI et al. 1979, COLOBERT e GENET 1985, SCHOTTEN et al. 1986), ¢
(AKINTOBI et al. 1979, SCHNEIDER e GOLDBACH 1980), 3 (BOLAND et al.
1982), 4 (MARNER et al. 1984), 5 (MUELLER et al. 1988), 6 (BOLAND e
MERTES 1984), 7 (CROUSE e PAQUETTE 1981, PAQUETTE et al. 1984, BURKS
e CRANDALL 1984), & (BOLAND et al. 1982, BOLAND et al. 1985b), 9
(BOLAND et al. 1985b), 10 (AKINTOBI et al. 1979, YAMADA et al. 1980b,
SCHOTTEN et al. 1985, COLOBERT e GENET 1985), 17 (AKINTOBI et  al.
1979, SCHNEIDER e GOLDBACH 1980, SCHOTTEN et al. 1985, DORSCH et
al. 1985), 14 (SCHNEIDER e GOLDBACH 1980, KAJIWARA et al. 1981), 27
(BOLAND et al. 1987b), 39 (YAMADA et al. 1979) e 471 (YAMADA et al.
1986).

As algas pardas produzem, em geral, uma mistura destes hidrocar-
bonetos conhecida como 'bouquet'. Os componentes do bouquet possuem
estruturas quimicas e propriedades fisicas semelhantes, tais como
solubilidade e momento dipolar. No entanto, nao se observa efeito
modulador destes componentes secunddarios do bouquet sobre a eficién
cia da emissdo ou da atragao dos gametas (MUELLER et al. 1982a). A
figura 1 representa os hidrocarbonetos identificados até agora como
feromOonios; as respectivas fontes algais estdo relacionadas na Tabe
la 1 (o asterisco indica, para cada espécie, a substancia ativa).

Os feromonios ciclicos siao substancias quirais e para algumas de
las ambos enantidomeros foram observados. Estes possuem propriedades
organolépticas diferentes. Assim, (-) - hormosireno tem o caracte-
ristico "cheiro do mar", ao passo que (+) - hormosireno tem cheiro
de gordura (DORSCH et al. 1985). Similarmente, os pares de enantid-
meros nao sao, em geral, igualmente ativos: (+) - multifideno (7]
€ 100 vezes mais ativo em Cutlenia muftifida que o enantidmero levo
rotatorio (ent-7) (BOLAND et al. 1983, SCHOTTEN et al. 1985). De
mesmo, Syringodeama phinneyi € 10 vezes mais sensivel a (+) - viri-
dieno (§) que ao (-) - viridieno (ent-8&) (BOLAND et al. 1983, 1985h).
Os dois enantiomeros de hormosireno (711) sdo encontrados em algas.
Em Xyphophora chondrophylla, (-) - hormosireno (17})domina ( ¢ 80%) ,
ao passo que em Haplosporae globosa & (+) - hormosireno (ent-11
que estad presente (83%) e que em Durvilflaea potatorum observa-se u-
ma mistura quase racémica, fato rarissimo (BOLAND et al. 1987c). Em
X. chondrophyfla, (-) - hormosireno € 30 vezes mais eficiente que
(+) - hormosireno, mas ambos sao igualmente ativos em D. potatorum
(DORSCH et al. 1985, BOLAND et al. 1987c¢). E possivel que isto seja
mais um dos mecanismos desenvolvidos para evitar intercruzamentos.

A co-ocorréncia de hidrocarbenetos nos bouquets, bem como a simi
laridade do padrdao de insaturag@ao (como entre desmaresteno (3) e vi
ridieno {§) ou entre ectocarpenc (2}, multifideno {7) e hormosireno
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(17)) fornecem indicagbes sobre as possiveis rotas biossintéticas .
Devido @ ampla ocorréncia de ectocarpeno {2) como atrativoe sexual
ou como intermediario inativo em vdrios grupos, alguns autores
(MUELLER et al. 1986) sugerem que este possa ser o ancestral dos fe
romdnios sexuais das Phaeophyta, a partir do qual outros sistemas
foram derivados durante a diversificacgdo filogenética (MUELLER et
al. 1982a).

Um estudo modelo da biossintese dos feromdnios de algas pardas
foi realizado com a composita Senecio {satideus (BOLAND e MERTES
1985). Foi demonstrado que todos os feromonios podem ser obtidos a
partir de um "pool" de acidos graxos polinsaturados, talvez os aci-
dos 1inol€ico e linolénico que via beta-oxidagdes podem levar aos
acidos dodeca-3, 6-di-, 3,6,9-tri- ou 3,6,9,12-tetraendicos, dos
quais derivam os hidrocarbonetos em C-11, ou ao acido nona-3,6-die-
néico (via um C17) do qual deriva o fucoserrateno {714}.

ASPECTOS QUIMIOTAXONBMICOS E FILOGENETICOS

Feromonios sexuais idénticos ou biogeneticamente proximos tem si
do encontrados em grupos taxonomicos distantes (Tabela 1). Isto le-
vou a hipotese de que este tipo de comunicagdes deve datar de, pelo
menos, 600 milhdes de anos (pré-Cambriano) (MAIER et al. 1987). Ten
do em vista este imenso espago-tempo geoldgico, as modificagdes ob-
servadas nas estruturas, e consequentemente nos seus receptores, sio
extraordinariamente pequenas. Este carater eminentemente conservati
vo reflete o fundamental significado da reprodugdo sexuada em geral
e das interagbes com feromdnios em particular, no ciclo de vida e
na filogenia das algas pardas (MAIER e MUELLER 1986). Por outro la-
do, a ocorréncia do mesmo feromdnio em diversas espécies taxonomica
mente distantes impede qualquer correlagdo a nivel especifico.

Trabalhando a nivel hierarquico superior este panorama se modifi
ca. Numa primeira abordagem, as estruturas dos feromdnios foram in-
troduzidas no esquema evolutivo do grupo Phaeophyta proposto por
CHAPMANN e CHAPMANN (1981). A Figura 3 mostra que as ordens mais
proximas a origem produzem, em sua quase totalidade, hidrocarbone-
tos com ciclos de 7, 6 e 5 atomos de carbono, enquanto que as Fuca-
les e Durvillaeales, ambas mais evoluidas, utilizam vias biossinté-
ticas que levam a formagdo de olefinas aciclicas ou com ciclo de
trés membros.

Apenas em Fucus e em Sargassum foi observado um feroménio com oi
to atomos de carbono (74), o qual pode derivar de uma rota biossin-
tética diferente. Sera isto um indice de maior evolug@o, uma vez
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que as Fucales pertencem a uma das ordens mais evoluidas biologica-
mente? E consequentemente, seriam os feromoénios sexuais melhores
marcadores filogenéticos do que taxondmicos? Tudo leva a crer que
sim. Pois, de maneira geral, metabdlitos intimamente ligados a fun-
¢Oes vitais (como neste caso & reprodugdo), determinam modificagdes
profundas ocorridas nos organismos e acompanham de maneira mais sig
nificativa os avangos filogenéticos. Trabalhos em andamento com ca-
rotenos de algas (TEIXEIRA 1989) corroboram esta afirmagao. Em tra-
balho futuro, apresentaremos nossos resultados detalhados sobre o
tratamento taxondmico e filogenético aplicado a feromdnios sexuais
de algas pardas.
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Tabela 1 ~ Distribuigdo dos feromonios sexuais e hidrocarbonetos relacionados nas algas pardas (* indica o(s) produto(s) ati

vo(s) do bouquet.
Ordens Familias Espécies (referéncias) Produtos Referencias
ISOGENERATAE
Ectocarpales Ectocarpaceae Ectocanpus draparnaldioides 2* 35
Ectocarpus fasciculatus 2* 35,38
Ecto sdliculosus 2* 21,38,42
Giggo mitchellae 19-27 9,10
Cutleriales Cutleriaceae Cutlenia muxyda 2,6,7*.,9 5,6,8,16,38,42,45
Dictyotales Dictyotaceae Dictyota dichotoma 11,21,37,38,50
Dictyoptenris australis 1,2,10%,11%,13 ,49
Dictyoptenis membranacea 1,2,6,10,11*,13 4,11,17
Dictyopteris plagiogramma 1,2,10%,11*,13 4,37,40
Dictyoptenis prolifenra 1,2,10,11 4,11,38,50,55
Dictyoptenis undulata 1,2,10,11 4.27
mcx.yoptWA 1*,2 24,50
Dictyoptenis Eaux. 2 24,30
Tilopteridales Tilopteridaceae Haplospora globosa (+)-11* 11,29
Sphacelariales Sphacelariaceae Sphacelaria furgicera 2 21,42
Sphacelaria nigidula 2*,7,trans-7 42
Syringodermatales Syringodermataceae Syiu.ngo dwna”;zmnwi 7.8*% 7,8,11,42
Syningodesma sp. 6,7,8* 5,6
HETEROGENERATAE
lostichineae )
rdariales Spermatochnaceae Spermatochnus paradoxus 10,13* 21,37
Desmarestiales Desmarestiaceae Desmarestia aculeata 3*.8 8,21,39,42
Desmarestia vinidis 2,3*,8 8,21,37,39
Sporochales Sporochnaceae Penithalia caudata 5*,5(z),7,8 46
Polystichineae
Dictyosiphonales Punctariaceae Adenacystis utricularis 2* 42
Dictyosiphonaceae Dictyosiphon fonniculaceus 2,12,13 29
Scytosiphonales??? Scytosiphonaceae Seytosiphon Lomentaria 11+ 11,4349
Colpomenia peregrina 10,11* 11,43,49
Laminariales Chordaceae Chonda tomentosa 1,2,6*,7*,(+)-11,nC-15 O,
Chonda §ilum ndo identificado 30,44



9 X4

Ordens Familia Espécies (referéncias) Produtos Referéncias
Phyllariaceae Saccorhiza denmatodea 1,2,11,nC-15 30,44
Saccorhiza polyschildes 1,(+) e (-)-2,11 30
Laminariaceae Agarum cribosum 4* 30,31,44.
Cymatere triplicata 4* 30,31,44
Hedophyflum sessile 4* 30,31,44
Kjeltmaniella gyrata 4* 30,31,44
Laninaria augustata 4* 44
Laminaria digitata 1-3,4*,6-8,33-35,nC-15 30,37,42,44
Laminania groentandica 1,2,4*,nC-15 44
Laminaria hyperborea 2,3,4*,n-C15 44
Laménaria japonica 1-3,4*,7,8,36,38,nC-15 30,44
Laminaria saccharina 4* 44
Laninarnia sinclairnii. 4 44
PLeurophycus garndneni 2,4* 30,31,44
Alariaceae Alaria crassifolia 4 44
Alarnia esculenta 1-3,4*,8,38,nC-15 44
Alarnia marginata 4* 44
Ecklonia nadiata 4* 30,31,44
Eisenia arborea 1-3,4*,7,8,38 30,31,44
Ptenygopho/a ca.aéo/uuca 4* 30,31,44
Undaria pinnatifida 1-3,4*,6-8,38,nC-15 30,31,44
Lessoniaceae Dictyoneuropsis reticulata 4* 30,31,44
Lessonia variegata 4* 30,31,44
Lessoniopais Littonalis 4* 30,31,44
Macrocystis integrifolia 4* 30,31,44
Macrocystis pyrifera 1-3,4*,6-8,11,37,38,
diH-8,nC-15 30,31,44
Nereocystis Luetheana 4* 30,31,44
Pefagophycus porra 2,4* 30,31,44
CYCLOSPORAE
Fucales Fucaceae As cophylum nodosum 13* 40
Fucus distichus conhecido mas nao
descrito 29
Fucirs evanescens 14* 26,28,38
Fucus serratus 14* 20,21,26,38



Ordens Familia Espécies (referéncias) Produtos Referéncias
Fucus spiralis 14* 29
Fucus vesdiculosus 14* 20,21,34
Hesperophycus harweyanus conhecido mas ndo
descrito 29
Pebvetia fastigiata conhecido mas nao
: descrito 29
Pelvetia wrightil 14*,15* 26,28
Pelvetia Limitata conhecido mas nio
) descrito 29
Xilophora chrondrophyfla 10,11* 11,43,49
_ XiLophona gl_adwta. 10,11* 11,43
Hormosiraceae Ho/mosina banksii 10,11* 11,41,43,49
Cystoseiraceae Cystophora siliquosa 12* 43
Sargassaceae Sangassum horneri 14* ,15%,16*,17* 20,23,25
Durvillaeales Durvillaeaceae Dww.illaea antarctica 10,11* 11,43
Durvillaea potatomum 10,11* 11,43
Durw.illaea witlana 10,11* 11,43
Cladostephus spongiosus 3
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Figura 1 : feromonios sexuais de algas pardas
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