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ABSTRACT 

The taxonomy of non-geniculate coralline algae (NGCA) is considered difficult due to its 

phenotypic plasticity and the absence of diagnostical features to separate genetically 

related species. Recent studies have been demonstrated how genetic data is needful to the 

taxonomy of this group by revealing cryptic diversity, discovering new species, as well 

as synonymizing species, making old described species to transit among different genera 

and species over the years. The Southeast Brazil, particularly the Rio de Janeiro state 

coast, is largely represented by rocky shore habitats where NGCA thrive among the 

dominant benthic organisms. In addition, there are extensive rhodolith beds reported in 

Espírito Santo state, demonstrating the great potential of new NGCA records in this 

region. In this context, the aim of this study was to infer and describe the cryptic diversity 

of ACNG in these habitats, using molecular and morphoanatomical data. We described 

three new NGCA taxa occurring in this region, including a new genus, Tectolithon 

fluminense gen. et sp. nov., and two new species, Crustaphytum atlanticum sp. nov. from 

rocky shores along Rio de Janeiro state, and Sporolithon amadoi sp. nov. from a rhodolith 

bed in central Espírito Santo state. The new taxa were evidenced by both molecular and 

morpho-anatomical analyses, demonstrate the great potential of this South Atlantic region 

to harbor new records, expanding the knowledge about southeastern Brazilian marine 

biodiversity, and the ACNG taxonomy. Analyses of the plastid-encoded markers psbA 

and rbcL demonstrated that Tectolithon fluminense and Crustaphytum atlanticum belong 

to the clade formed by the typically subarctic/arctic Clathromorphum complex. The 

observation of specimens from these taxa with subepithallial initials that are both longer 

and shorter than their immediate inward derivatives indicates that this morpho-anatomical 

character should be used with caution for generic delimitation in the Melobesioideae. 

Based on DNA analysis of type material it was demonstrated that Sporolithon ptychoides, 

previously considered one of the main rhodolith-forming species in Brazil, did not occur 

in this region and actually corresponds to Sporolithon amadoi, a cryptic species described 

here with similar morpho-anatomical features. The revealed diversity for the Southeast 

Brazil evidences how alfa taxonomy is important for the NGCA, providing data base for 

future phylogenetic and phylogeographic studies. The genetic comparison against type 

material demonstrates to be the only unequivocal way to identify species of NGCA.  

 

Key-words: Morpho-anatomy; Non-geniculate coralline algae; psbA; rbcL; Taxonomy 
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RESUMO 

 

 A taxonomia de algas calcárias não-geniculadas (ACNG) é dificultada por conta 

da sua reconhecida plasticidade fenotípica e muitas vezes devido à ausência de caracteres 

diagnósticos utilizados para separar espécies geneticamente próximas. Estudos recentes 

vêm mostrando como a informação genética é indispensável à taxonomia do grupo, 

revelando tanto diversidade críptica, com a descoberta de novas espécies, como 

sinonimizando espécies e fazendo com que ACNG descritas há muitos anos sejam 

posicionadas sucessivamente em diferentes gêneros e espécies ao longo do tempo. O 

sudeste brasileiro, especialmente a costa do estado do Rio de Janeiro, é amplamente 

representado por habitats rochosos, como costões de praias e ilhas costeiras, onde as 

ACNG prosperam entre os organismos bentônicos dominantes. Além disso, existe a 

presença de extensos bancos de rodolitos ocorrendo na plataforma continental do Espírito 

Santo, demonstrando o grande potencial para novos registros para esta região. Neste 

contexto, o objetivo deste trabalho foi inferir e descrever a diversidade críptica de ACNG 

que se desenvolve nestes habitats, utilizando dados moleculares e morfoanatômicos. Três 

novas espécies para ciência foram descritas: Tectolithon fluminense gen. et sp. nov. e 

Crustaphytum atlanticum sp. nov.,  ocorrendo em habitats rochosos ao longo da costa do 

estado do Rio de Janeiro e Sporolithon amadoi em um banco de rodolitos na costa norte 

do estado do Espírito Santo. Os novos táxons evidenciados por análises moleculares e 

morfoanatômicas, demonstram o grande potencial dessa região do Atlântico Sul para 

abrigar novos registros, expandindo o conhecimento sobre a biodiversidade marinha do 

sudeste brasileiro e da taxonomia das ACNG. Análises dos marcadores psbA e rbcL 

revelaram que Tectolithon fluminense e Crustaphytum atlanticum pertencem ao clado 

formado pelo complexo Clathromorphum, tipicamente subártico/ártico. A observação de 

espécimes desses táxons com iniciais subepiteliais mais longas e mais curtas que suas 

derivadas internas imediatas indica que essa característica morfoanatômica deve ser 

utilizada com cautela para delimitação genérica em Melobesioideae. Com base na análise 

de DNA do material tipo, foi demonstrado que Sporolithon ptychoides, anteriormente 

considerado uma das principais espécies formadoras de rodolitos no Brasil, não ocorre 

nessa região e, na verdade, corresponde a Sporolithon amadoi, uma espécie críptica com 

características morfoanatômicas similares e descrita no presente estudo. A diversidade 

revelada o sudeste brasileiro evidencia a importância da taxonomia alfa para as ACNG, 

fornecendo base de dados para estudos de filogenia e filogeografia do grupo. A 

comparação genética com material tipo, demonstra ser a única maneira inequívoca de se 

nomear espécies de ACNG. 

 

Palavras-chave: Morfoanatomia; Algas calcárias não-geniculadas; psbA; rbcL; 

Taxonomia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As algas calcárias não-geniculadas (ACNG), pertencentes à Corallinales, Hapalidiales 

e Sporolithales, se destacam como um dos principais componentes da flora marinha nos 

oceanos, exercendo um importante papel ecológico nos costões rochosos e recifes rasos 

dos ecossistemas marinhos, sendo organismos fundamentais como pioneiros em 

processos de sucessão ecológica nesses ambientes (Asnaghi et al. 2015). A presença de 

ACNG é altamente importante para alguns organismos bentônicos, tais como algumas 

espécies de moluscos e corais que tem o assentamento larval e metamorfose ocorrendo 

preferencialmente ou restritamente na presença de determinadas espécies destas algas 

(e.g., Morse & Morse 1991; Roberts 2001). Estas algas ocorrem na maioria dos habitats 

marinhos, tanto nos trópicos como nos polos, em profundidades que variam das zonas 

entremarés até 274 m (Steneck 1986; Littler &  Littler 1994; Le Gall et al. 2010). 

Desenvolvem-se de duas formas principais: crescendo aderidas a um substrato contínuo, 

formando crostas em costões rochosos (Figura 1A), seixos (Figura 1B), recifes e qualquer 

outro substrato seja ele natural ou artificial; ou formando nódulos de vida livre conhecidos 

como rodolitos (Figura 1C). Algumas espécies de ACNG ocorrem tanto formando 

rodolitos, como fixas a um substrato contínuo como costões rochosos e recifes coralíneos 

(e.g. Sporolithon episporum, Verheij 1993) enquanto outras são conhecidas apenas fixas 

a substrato contínuo (e.g. gênero Heydrichia, Townsend et al. 1994) ou exclusivamente 

formando rodolitos (e.g. Mesophyllum sphaericum, Peña et al. 2011). 

 Os rodolitos podem ser formados por uma ou mais espécies de ACNG, além de 

outros organismos bentônicos como: briozoários, corais, foraminíferos e moluscos. 

Ocupam áreas do fundo marinho costeiro formando os chamados bancos de rodolitos 

(Figura 1D). Os bancos de rodolitos são uma aglomeração destes rodolitos vivos ou 

mortos, que cobrem extensas áreas bentônicas promovendo um habitat tridimensional 

para as espécies associadas (Nelson 2009; Pereira filho et al. 2015), incluindo outras algas 

e espécies de interesse comercial, fazendo com que os bancos de rodolitos estejam 

associados a produção de recursos pesqueiros. Outro serviço ecossistêmico importante 

dos bancos de rodolitos está relacionado com a produção de carbonato de cálcio onde as 

ACNG também podem contribuir significativamente com os ciclos de cácio de carbono 
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nos ecossistemas devido às altas taxas de produção e dissolução de CaCO3 para (Amado-

Filho et al. 2012a).  

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

Atualmente, existe um interesse crescente da comunidade científica no estudo das 

ACNG não apenas pela sua importância ecológica, mas pela particular sensibilidade 

destes organismos às mudanças climáticas. Apesar de sua reconhecida resiliência 

(Bosence 1983a ,1983b ,1983c; Steller et al. 2003), as ACNG podem ser severamente 

impactadas pela acidificação dos oceanos e/ou mudanças climáticas prevista para as 

próximas décadas (Martin & Gatusso 2009; Hall-Spencer et al. 2008; Burdett et al. 2012; 

Diaz-Pulido et al. 2012; McCoy & Kamenos 2015). Para podermos prever o que pode 

acontecer com as ACNG frente estas mudanças no futuro, é preciso primeiramente 

conhecer o presente, com estudos multidisciplinares que envolvam florística através de 

métodos modernos, filogeografia, genômica, transcriptômica e microbiomas associados, 

informações ainda muito limitadas (Rindi et al. 2019).  Devido à sua marcante e contínua 

presença no registro fóssil desde o Cretáceo Inferior (Aguirre et al. 2000), também 

Figura 1 (A-D). Formas de desenvolvimento de ACNG. (A) ACNG crescendo sobre substrato rochoso (Foto: Fernando 
Moraes). (B) ACNG crescendo sobre seixos rochosos (Foto: Fernando Moraes). (C) Fisionomia típica de um banco de 
rodolitos (imagem adaptada de Amado-Filho et al. 2012). (D) ACNG crescendo na forma de rodolitos (Foto modificada 
de Richards et al. 2019) barra de escala = 1.5cm. 

 

A B 

C 
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despertam interesse pela sua aplicabilidade como indicador paleoambiental e para proxies 

paleoecológicos (Braga et al. 2010; Aguirre et al. 2012; Novak et al. 2013; McCoy & 

Kamenos 2015). 

As ACNG apresentam uma taxonomia dificultada por conta da sua reconhecida 

plasticidade fenotípica onde as condições do ambiente podem influenciar na morfologia 

destes organismos (Steneck & Adey 1976). Muitas vezes, caracteres diagnósticos para 

separar espécies geneticamente próximas são ausentes (Richards et al. 2017; Caragnano 

et al. 2018). Além disso, a taxonomia pioneira baseada apenas em dados 

morfoanatômicos (e.g. Cabioch, 1972, 1988; Johansen, 1976; Woelkerling, 1988) e ao 

início relativamente recente de estudos que utilizam dados moleculares, fundamentais 

para a taxonomia do grupo, têm gerado nas últimas décadas atribuição de nomes de forma 

incorreta. Desta forma, ainda existe uma carência de informação sobre a real diversidade 

e distribuição das ACNG nos oceanos.  

Com advento da biologia molecular aplicada à taxonomia de algas coralináceas, 

o conhecimento acerca da diversidade e distribuição deste grupo nos oceanos vem 

sofrendo mudanças (Hernandez-Kantún 2016; Sissini et al. 2016; Gabrielson et al. 2018). 

Este fato pode ser atestado através das recentes e frequentes descobertas de novas espécies  

(Peña et al. 2018; Liu et al. 2018; Richards et al. 2019; Jeong et al 2019). Este grande 

avanço pode ser atribuído principalmente ao sucesso em acessar informações genéticas 

de material histórico, como tipos nomenclaturais depositados em herbários há mais de um 

século (Hernandez-Kantún et al. 2015; Sissini et al. 2014; Richards et al. 2017; Peña et 

al. 2018; Gabrielson 2018; Gabrielson 2019). 

Muitas mudanças taxonômicas vêm ocorrendo no grupo das ACNG em níveis 

genéricos (Liu et al. 2018; Peña et al. 2018) específicos (e.g., Gabrielson et al. 2019) e 

inclusive o reconhecimento relativamente recente de novas ordens (Sporolithales e 

Hapalidiales) outrora agrupadas em Corallinales (Le Gall et al. 2010; Nelson et al. 2015). 

Estudos recentes vêm mostrando como a informação genética é indispensável à 

taxonomia do grupo, revelando tanto diversidade críptica, com a descoberta de novas 

espécies,  como sinonimizando espécies consideradas distintas por inferências baseadas 

exclusivamente em dados morfoanatômicos (Kato et al. 2019; Hernandez Kantun et al. 

2015; Hind et al. 2019) e fazendo com que ACNG descritas há muitos anos sejam 

posicionadas sucessivamente em diferentes gêneros e espécies ao longo do tempo (e.g., 
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Hernandez Kantun 2016; Gabrielson et al. 2019). A maior parte dos registros, citados em 

nível genérico ou em categoria inferior, necessitam de revisão de acordo com os critérios 

modernos da taxonomia do grupo, incluindo dados morfoanatômicos e moleculares.   

 O sudeste brasileiro, especialmente a costa do estado do Rio de Janeiro, é 

amplamente representado por habitats rochosos, como costões de praias e ilhas costeiras, 

lajes e parcéis, onde as ACNG prosperam entre os organismos bentônicos dominantes, 

desempenhando um papel fundamental na bioconstrução e ocupação do substrato 

(Yoneshigue 1985; Tâmega & Figueiredo 2005; Bahia et al. 2014; Tâmega et al. 2015).  

Além disso, é documentada a presença de extensos bancos de rodolitos na plataforma 

continental do estado do Espirito Santo (Amado-Filho et al. 2007; Vilas-Boas et al. 2009; 

Amado-Filho et al. 2010; Holz et al. 2020), além de recifes coralíneos em sua porção 

norte (Mazzei et al. 2016). Entretanto, até o presente, a maioria dos registros de ACNG 

desta região foram baseados apenas em dados morfoanatômicos, o que demonstra o 

grande potencial para novos registros para o sudeste brasileiro (Vilas boas et al. 2009, 

Amado-Filho et al. 2010; Henriques et al. 2012; Tâmega et al. 2015).  

O uso da ferramenta molecular para identificação das ACNG pode revelar uma 

diversidade críptica ao longo da costa do sudeste brasileiro, região conhecida por abrigar 

a maior diversidade de macroalgas do Brasil (Guimarães 2003, 2006; Amado-Filho et al. 

2010). Neste contexto, as principais contribuições deste trabalho dizem respeito ao 

avanço do conhecimento da biodiversidade marinha da região sudeste brasileira, bem 

como do conhecimento da taxonomia das ACNG tanto em nível morfoanatômico como 

molecular. Trata-se de informações de base que auxiliarão na correta identificação destas 

algas, facilitando a pesquisa e direcionando o manejo nas comunidades onde as ACNG 

estão presentes. 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVO GERAL 
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Inferir e descrever a diversidade críptica de ACNG que se desenvolve em habitats 

rochosos e bancos de rodolitos no sudeste do Brasil a partir de dados moleculares 

associados a dados morfoanatômicos.  

 

 

3. METODOLOGIA GERAL 

3.1 Áreas de Estudo 

3.1.1 Rio de Janeiro 

 

Amostras de ACNG foram coletadas em diferentes áreas ao longo da costa do 

estado do Rio de Janeiro em costões rochosos da costa e ilhas costeiras do mediolitoral 

até 40m de   

profundidade, totalizando 36 sítios amostrais distribuídos em 11 municípios do 

norte ao sul fluminense, conforme ilustrado na Figura 2. A localização de cada sítio está 

apresentada na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Sítios de coleta ao longo da costa do Estado do Rio de Janeiro. 
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Tabela 1. Localização dos sítios de coleta no estado do Rio de Janeiro. 

 

 

 

 

3.1.2 Espírito Santo 

Sítio de Coleta Profundidade (m) Latitude  Longitutde 

 Arraial do Cabo/Saco do cherne 2-8 22°57'39''S 42°00'18''O 

Arraial do Cabo/Cardeiros 2-5 22°57'55''S 41°59'58''O 

Arraial do Cabo/Ilha dos porcos 2-6 22°57'55''S 41°59'36''O 

Arraial do Cabo/Praia do forno 2-5 22°57'58''S 41°00'28''O 

Arraial do Cabo/Ponta do Maramutá 2-5 22°59'27''S 42°00'01''O 

Arraial do Cabo/Praia Vermelha 2-6 22°59'13''S 41°59'34''O 

Arraial do Cabo/Saco do Inglês 2-26 23°00'24''S 42°00'29''O 

Arraial do Cabo/Ilha do Francês 5-11 22°58'56''S 42°02'19''O 

Cabo Frio/Capões 5-15 22°51'48''S 41°55'17''O 

Cabo Frio/Ilha Comprida (Ponta sul) 2-6 22°52'11''S 41°57'03''O 

Cabo Frio/Ilha dos Pargos  (Enseada do Pinguim) 5-20 22°51'11''S 41°54'21''O 

Cabo Frio/Ilha dos Pargos (Enseada Meia Lua) 5-15 22°51'26''S 41°54'29''O 

Cabo Frio/Ilha Comprida(Enseada do Cabrito) 2-11 22°52'20''S 41°57'00''O 

Cabo Frio/Ilha dos Papagaios (3ª enseada) 5-15 22°53'52''S 41°58'57''O 

Cabo Frio/Ilha dos Papagaios (1ª enseada) 2-15 22°53'38''S 41°59'12''O 

Búzios/Ilha de Âncora (Enseada do Badejo) 5-30 22°46'24''S 41°47'29''O 

Búzios/ Lage dos Alagados 30-40 22°46'15''S 41°48'39''O 

Búzios/ Praia da Tartaruga 1-3 22°45'18''S 41°54'07''O 

Búzios/Praia do Forno (lado esquerdo) 1-4 22°45'44''S 41°52'30''O 

Búzios/ Praia Rasa Costão maré baixa 22°44'04''S 41°57'29''O 

Ilha de Itacuruça/ Praia Grande 0,5-1 22°57'14''S 43°54'27''O 

Ilha Grande/Ilha dos Meros 5-15 23°12'50''S 44°21'32''O 

Ilha Grande/Pendão de Dentro 15-30 23°12'12''S 44°22'03''O 

Ilha Grande/Ponta da Lagoa Verde 6-7 23°08'16''S 44°19'41''O 

Angra dos Reis/ Ponta Leste 2-5 23°03'01''S 44°15'03''O 

Angra dos reis/Ilha da Jipóia  5-10 23°02'20''S 44°22'01''O 

Angra dos Reis/ Praia da Biscaia 1-3 23°01'45''S 44°14'15''O 

Angra dos Reis/Praia do Laboratório - Usina 2-3 23°00'47''S 44°26'42''O 

Macaé/Ilha do Francês - Lado Oeste 6-7 22°24'03''S 44°41'48''O 

Macaé/Lage da Cruz 2-5 22°24'45''S 44°42'43''O 

Macaé/Ponta da Cavala 2-6 22°23'56''S 41°41'15''O 

Macaé/Barro Vermelho 2-8 22°24'06''S 41°41'27''O 

Macaé/Leste da Ilha de Santana 3-9 22°24'51''S 41°42'04''O 

Paraty/Ilha dos Meros Sul 3-10 23°10'55''S 44°34'31''O 

Paraty/Ponta da Cajaíba 3-8 23°13'56''S 44°34'35''O 

Paraty/Ilha Deserta 2-9 23°13'16''S 44°33'20''O 
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Amostras foram coletadas em um banco de rodolitos adjacente aos recifes 

coralíneos conhecidos como Recifes Esquecidos, situados a 30 m de profundidade e cerca 

de 31 km da costa do estado do Espírito Santo.   

 

3.2 Coleta 

As coletas foram realizadas por meio de mergulho autônomo. As ACNG aderidas 

ao substrato rochoso foram retiradas em fragmentos que variaram de 2-6 cm de 

comprimento com auxílio de marreta e ponteira (Figura 4A). Também foram 

coletados, manualmente, fragmentos e seixos cobertos por ACNG diretamente no 

substrato (Figura 4B), assim como no banco de rodolitos (Figura 5).  

 

Recifes esquecidos 

Figura 4 (A-B) Métodos de coleta utilizados para obtenção de amostras de ACNG em região costeira. (A)  Detalhe da 
retirada de crosta de ACNG do substrato rochoso. Barra de escala = 4 cm. (B) Coleta manual de fragmentos e seixos 
diretamente no substrato (Fotos: Fernando Moraes). 

A B 

Figura 3. Localização do banco de rodolitos amostrado no estado do Espírito Santo (ponto vermelho). 

Recifes Esquecidos 
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O material coletado foi seco ao ar livre e depois armazenado em sílica gel para 

manter a integridade do DNA das amostras para as análises moleculares. Os 

espécimes utilizados no estudo encontram-se depositados no Herbário do Jardim 

Botânico do Rio de Janeiro (RB). 

 

3.3 Análises Morfoanatômicas 

 

Duas técnicas foram empregadas para análises morfoanatômicas das ACNG: uma 

voltada à obtenção de cortes para observação em microscopia óptica (Figura 6A),  uma 

adaptação do protocolo adotado por Maneveldt & Van der Merwe (2012), e outra 

específica para análises em microscopia eletrônica de varredura (Figura 6B), a mesma 

adotada por Bahia et al. 2010).  

 

Figura 5. Método de coleta utilizado no banco de rodolitos (Foto: Fernando 
Moraes). 

B A 

Figura 6 (A-B) Imagens obtidas através dos métodos de microscopia utilizados (Figura modifica de Jesionek et al. 2020). 
(A)  Imagem obtida através de microscopia eletrônica de transmissão. Barra de escala = 20 µm. (B) Imagem obtida através 
de microscopia eletrônica de varredura. Barra de escala = 130 µm. 
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Para observação em microscopia ótica foram realizadas etapas que consistiram em 

analisar a amostra em microscópio estereoscópio e selecionar o fragmento com 

conceptáculos ou soros, seguido de descalcificação do fragmento em ácido nítrico, 

desidratação do material em série crescente de etanol 70%, 90% e 100%, com pelo menos 

1 h de duração em cada concentração, imersão em uma solução do infiltração após a 

polimerização foram realizados os cortes por meio de uma navalha de aço (Leica fio C) 

em micrótomo rotatório (Spencer Lens co. 3533) com espessura regulada para 7-10 ɛm. 

O material foi corado e colocado em lâminas para seguir com as observações em 

microscópio ótico de campo claro (Olympus BX43) com câmera digital acoplada e 

utilizando-se do software de processamento de imagens Scope Image DynamicPro.  

Para análises em microscopia eletrônica de varredura, porções do material foram 

retirados com alicate de corte para obter cortes da região de interesse do talo e 

posicionados em um porta-espécime de alumínio (stub) com fita adesiva dupla face de 

carbono. O material passou por processo de metalização, utilizando ouro (cerca de 20 nm 

de espessura), para observação em microscópio eletrônico de varredura (Zeiss SEM EVO 

40) sob uma aceleração de voltagem de 15 kv.  

 

3.4 Análises Moleculares 

3.4.1 Extração de DNA 

 

O DNA foi extraído dos exemplares utilizando Qiagen DNeasy Blood and Tissue 

Kit® (Qiagen, Crawley, UK), seguindo protocolo de Broom et al. (2008) com 

modificações.  
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Para a remoção de amostras de tecido dos espécimes, foram selecionadas áreas livres 

de epibiontes em microscópio estereoscópio e utilizando um microdrill (Dremel® 3000, 

Breda, Netherlands) com broca de ponta esférica medindo 25 mm. A região selecionada 

foi desgastada, buscando remover a camada mais superficial da alga, obtendo um pó fino 

para extração do DNA total, com uma biomassa rica em DNA (Figura 7). 

 

3.4.2 Amplificação do DNA (PCR) 

A amplificação dos marcadores de interesse através de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) foi realizada utilizando o kit Illustra PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE 

Healthcare, Chelfont Amersham, UK). Desta forma, as condições da PCR como 

temperaturas e tempo de cada etapa variou entre os marcadores. Estas condições estão 

detalhadas a seguir.  

 

3.4.3 Marcadores Moleculares 

 

Os marcadores utilizados neste estudo foram os cloroplastidiais psbA e rbcL. O 

Photosystem II thylakoid membrane D1 (psbA, ~950 pb) é um marcador de natureza 

altamente variável (Bitner et al. 2011), proposto para espécies próximas geneticamente. 

Figura 7. Uso de microdrill para retirada de tecido para extração de 
DNA. Seta indicando pó fino gerado durante a maceração. 
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É um gene considerado de fácil amplificação. Os primers utilizados para amplificação 

deste marcador foram: psbAF1 x psbAR2. Os ciclos das reações de sequenciamento 

foram realizadas com primers da PCR e mais dois primers internos, o psbA500F e o 

psbA550R (Yoon et al. 2002; Torrano-Silva et al. 2014) aumentando a qualidade das 

sequências consenso.  

As etapas da PCR para amplificação do psbA consistiram em uma desnaturação 

inicial à 94°C por 5min; seguido de 35 ciclos com desnaturação à 94°C por 30s, 

anelamento por 45 s à 52°C, e  alongamento à 72°C por 1 min; um ciclo final à  94°C por 

30s; e extensão final à 72°C por 7 min. A temperatura de anelamento variou, para algumas 

amostras, em até 2ºC. 

O Marcador Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase large subunit (rbcL, ~1,350 

pb) é amplamente utilizado em análises filogenéticas do grupo e estudos de DNA 

barcoding e foi aplicado amplamente a essas algas por Freshwater et al. (1994). O uso da 

extremidade 3ô deste gene (rbcL-3p) vem sendo utilizado com sucesso em estudos que 

envolvem material histórico depositado em herbário (Sissini et al. 2014), gerando um 

banco de dados de suma importância. 

As etapas da PCR para amplificação do rbcL consistiram em uma desnaturação 

inicial à 94°C por 5 min; seguido de 35 ciclos com desnaturação à 94°C por 30s, 

anelamento por 45 s à 45°C, e  alongamento à 72°C por 1 min; um ciclo final à  94°C por 

30s; e extensão final à 72°C por 7 min. A temperatura de anelamento variou, para algumas 

amostras, em até 2ºC.  

O material amplificado na PCR foi visualizado em gel de agarose para avaliação 

do êxito do ensaio e purificado utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA Purification kit 

(GE Healthcare, Chelfont Amersham, UK) seguindo o protocolo do fabricante.  

Para o sequenciamento de ambos os marcadores, o kit BigDyeTM Terminator v3.1 

Sequencing (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) foi utilizado seguindo 

o protocolo do fabricante. As amostras foram submetidas à 40 ciclos à 96ºC por 10s, 50ºC 

por 20s e 60ºC por 4min no termociclador DNA ABI 3730 (Applied Biosystems). As 

sequências de consenso foram construídas usando o software Sequencher® (v4.1.4, Gene 

Codes Corporation) e cromatogramas foram visualmente verificados quanto a 

ambiguidades.  
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ABSTRACT 

Two new Melobesioideae, Tectolithon fluminense gen. et sp. nov. and Crustaphytum 

atlanticum sp. nov., were described based on specimens collected at depths from 2 to 30 

m in a tropical to subtropical transitional region of Southeast Brazil. Analyses of the 

plastid-encoded markers psbA and rbcL demonstrated that these taxonomic novelties 

belong to the clade formed by the typically subarctic/arctic Clathromorphum complex. 

Tectolithon fluminense has tetra/bisporangial and carposporangial conceptacles that 

typically become buried in the thallus because of an enveloping process caused by the 

development of a vegetative rim that grows from the margins of the conceptacle. The 

rim then fuses and creates a vegetative cover. The development of this vegetative cover 

is described in detail and its possible convergent evolution in other taxa is discussed. 

Crustaphytum atlanticum differed morpho-anatomically from the generitype, C. 

pacificum (the only other known species in this genus), by thallus thickness, maximum 

number of epithallial cell layers, relative size of subepithallial initials and 

tetra/bisporangial conceptacle chamber dimensions. The observation of specimens from 

Tectolithon and Crustaphytum with subepithallial initials that are both longer and 

shorter than their immediate inward derivatives indicates that this morpho-anatomical 

character should be used with caution for generic delimitation in the Melobesioideae. 

 

KEY  WORDS 

Corallinophycidae; Melobesioideae; Morpho-anatomy; Non-geniculate coralline algae; 

psbA; rbcL; Taxonomy  
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INTRODUC TION  

The Southeast (SE) Brazilian coastline is largely represented by rocky shore habitats 

where non-geniculate coralline algae (Corallinales, Hapalidiales and Sporolithales; 

Corallinophycidae, Rhodophyta) thrive among the dominant benthic organisms and are 

poorly studied (Yoneshigue 1985, Bahia et al. 2014, Tâmega et al. 2015). This coast 

lies in a transitional region between tropical and subtropical zones, that is periodically 

influenced by upwelling, associated with the local wind regime and bathymetry, that is 

prevalent during springïsummer (Valentin 2001). These upwelling conditions are 

characterised by high nutrient concentrations and coastal sea surface temperatures 

below 18 °C, with temperatures occasionally reaching as low as 13 °C (Valentin 1984; 

Guimaraens & Coutinho 1996). However, during the non-upwelling period, coastal sea 

surface waters are characterised by lower nutrient concentrations and temperatures 

above 21 °C. Such variability in environmental conditions may help explain why this 

region is considered the richest marine area of the southwest Atlantic, supporting 

typically tropical and subtropical taxa, as well as temperate taxa adapted to colder 

waters (Yoneshigue-Valentin & Valentin 1992, Guimarães 2003, Brasileiro et al. 2009). 

Knowledge of coralline algal species composition and distribution worldwide 

has been greatly improved since the incorporation of DNA sequencing in taxonomic 

studies, particularly after the development of successful methods for sequencing old 

type specimens (Gabrielson et al. 2011; Hind et al. 2014; Sissini et al. 2014, Basso et 

al. 2015; Richards et al. 2017). Within the family Hapalidiaceae (Hapalidiales), the 

main advances were related to generic and specific circumscription, as well as to 

diversity assessments within the subfamily Melobesioideae (Peña et al. 2011, 2014, 
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2015; Carro et al. 2014; Hernandez-Kantun et al. 2014; Pardo et al. 2014; Sissini et al. 

2014; Adey et al. 2015, 2018; Melbourne et al. 2017; Liu et al. 2018).  

By sequencing three genes (SSU, rbcL and psbA), Adey et al. (2015) found that 

patterns of cell division, cell elongation and calcification, in addition to ecological and 

distribution data, could be used to distinguish typically subarctic/arctic genera in this 

subfamily, in what they called the Clathromorphum complex (which includes 

Clathromorphum Foslie, Neopolyporolithon W.H.Adey & H.W.Johansen, Leptophytum 

W.H.Adey and Callilithophytum P.W.Gabrielson, W.H.Adey, G.P.Johnson & 

Hernández-Kantún). Despite the reports of Clathromorphum species in the Southern 

Hemisphere (Chamberlain et al. 1995; Mendoza & Cabioch 1985; Mendoza et al. 

1996), DNA sequence data are still required to confirm the occurrence of this genus in 

that region. 

Recently, by gathering evidence from the molecular markers SSU and psbA, Liu 

et al. (2018) described a new genus, Crustaphytum L.-C.Liu & S.-M.Lin, which was 

shown to belong to the clade formed by the Clathromorphum complex. However, unlike 

the typically cold-water genera from this complex, Crustaphytum is currently known 

only from the tropical to subtropical Western Pacific Ocean in both the Northern 

(Taiwan) and Southern (New Caledonia) hemispheres. Following their finding, Liu et 

al. (2018) proposed the following suite of morpho-anatomical characters to distinguish 

genera of the Clathromorphum complex: (1) thallus thickness; (2) growth form (e.g. 

encrusting, warty, foliose); (3) habit (epilithic, epiphytic, or parasitic); (4) hypothallus 

growth pattern (coaxial, non-coaxial); (5) anatomy of perithallial cells during thallus 

growth (all cells gradually elongated, only cells in meristematic layer elongated; (6) 

orientation of calcite crystals in the meristem (only radially, both vertically and 
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radially); (7) number of epithallial cell layers; (8) sporangia formation (only 

tetrasporangia, both bisporangia and tetrasporangia); (9) dimensions of 

tetra/bisporangial conceptacle chambers; (10) structure of tetra/bisporangial conceptacle 

roof at maturity (flat-topped, protruding, sunken); and 11) nature of spermatangial 

systems (branched, unbranched).  

During the course of investigating non-geniculate coralline algae from SE 

Brazil, we found several specimens with multiporate conceptacles attributable to the 

Melobesioideae (sensu Harvey et al. 2003). Molecular analyses indicated that they 

belonged to the same clade as the Clathromorphum complex (sensu Adey et al. 2015) 

and supported two distinct taxonomic novelties: a new genus, Tectolithon, and a new 

species of Crustaphytum. This paper describes both species using a molecular-assisted 

alpha taxonomic approach (Saunders 2005) and discusses the taxonomic implications 

for the circumscription of taxa within the Melobesioideae. 

 

MATERIAL AND METHODS  

 

Specimen Collection and Preparation 

Specimens were collected from 2 to30 m depths using SCUBA diving and free diving 

during 2015 and 2016 on rocky shores off the coast of Rio de Janeiro State, Brazil (from 

21°18' to 23°22'S). Detailed site and collection information is provided in Table S1. 

Fragments ranging from approximately 2 to 7 cm were collected from substrates using a 

hammer and chisel. Samples, including those selected for morpho-anatomical analysis, 

were brushed to remove epibionts, air dried, and preserved in silica gel,. 

  

 



39 

 

Morpho-anatomical Analyses  

Samples for light microscopy examination were prepared using the histological methods 

described by Maneveldt & van der Merwe (2012). Samples for scanning electron 

microscopy (SEM) were prepared according to Bahia et al. (2010). For species 

descriptions, the growth-form terminology followed Woelkerling et al. (1993) and the 

thallus anatomical terminology followed Adey & Adey (1973). Distance between 

primary pit connections was determined for cell length measurements. Maximum cell 

lumen at right angle to the length was measured for cell diameter. Conceptacle 

measurements followed Adey & Adey (1973). No uniform number of cells and 

chambers were measured which explains why ranges and not averages with means are 

provided. For these ranges, the same criteria adopted by Maneveldt et al. (2017) were 

considered. External morphological analyses were performed on all sequenced 

specimens. From these, eight sequenced specimens of Tectolithon fluminense and both 

sequenced specimens of Crustaphytum atlanticum were selected for further anatomical 

analyses and (Table S1). All specimens were deposited in the Herbarium of the Rio de 

Janeiro Botanical Garden (RB); herbarium abbreviations followed Thiers (2019, 

continuously updated).  

 

DNA Sequence and Phylogenetic Analyses 

Extraction and amplification of DNA were carried out at the Instituto de Pesquisas 

Jardim Botânico do Rio de Janeiro, Brazil. DNA extractions were performed using 

fragments of thalli that were visually clean and free of epibionts. A microdrill (Dremel® 

3000, Breda, Netherlands) was used to grind the surface (pinkish) of the thallus, 

resulting in a powdered material that was used for extraction (c. 15 mg). DNA was 
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extracted using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit® (Qiagen, Crawley, UK) 

following the modified protocol of Broom et al. (2008). Two plastid-encoded markers 

(psbA and rbcL) were amplified. The psbA gene was amplified using the pairs of 

primers psbAF x psbAR2 (Yoon 2002). Consensus sequence was 833 base pairs. The 

rbcL gene was amplified using two pairs of primers with the combinations F57 x R1150 

and F753 x Rrbc-S (Freshwater and Rueness 1994) and the consensus sequence 

generated was 1356 base pairs.  

Molecular markers were PCR-amplified with an Illustra PuReTaq Ready-To-Go 

PCR Beads kit (GE Healthcare, Chelfont Amersham, UK) following the manufacturerôs 

protocol in a final volume of 25 µl. The PCR steps for both markers were the same 

except for the annealing temperature. The procedure consisted of an initial denaturation 

at 94 °C for 5 min; 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing for 45 s at 52 

°C for psbA and at 45 ºC for rbcL, and elongation at 72 °C for 1 min; one final cycle at 

94 °C for 30 s; and a final extension at 72 °C for 7 min. PCR products were visualised 

and quantified in agarose gels, and purified using an Illustra GFX PCR DNA 

Purification kit (GE Healthcare, Chelfont Amersham, UK) following the manufacturerôs 

protocol. Sequencing reactions were performed at Universidade de São Paulo, Brazil. 

Cycle sequence reactions were performed with PCR primers plus the two internal 

primers psbA500F and psbA550R (Yoon et al. 2002, Torrano-Silva et al. 2014). For 

both markers, the BigDyeTM Terminator v3.1 Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

Waltham, Massachusetts,USA) was used following the manufacturerôs protocol. 

Sequences were obtained in an ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems). 

Consensus sequences were built using Sequencher® (v4.1.4, Gene Codes Corporation) 

and chromatograms were visually checked for ambiguities. 
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Datasets were built using sequences of the new species generated in this study 

plus an additional 29 psbA and 20 rbcL sequences downloaded from GenBank (the 

Clathromorphum complex, and other representative Melobesioideae and Sporolithon 

[outgroup] specimens), including sequences of type specimens when available.  

Phylogenetic relationships were analysed through ML with RAxML 8 

(Stamatakis 2014) with 1000 bootstrap replicates (Felsenstein 1985) and Mr. Bayes 

(Huelsenbeck and Ronquist 2001) with four Monte CarloïMarkov chains, which were 

run for 5 million generations; trees were sampled every 1000 generations. with 

1,250,000 trees discarded as burn-in and using the remaining trees to build the 50% 

majority rule consensus trees. All phylogenetic analyses were performed in Geneious 

R7. The jModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012) was used to estimate model parameters. 

 

RESULTS 

We generated 17 psbA sequences from specimens here attributed to Tectolithon 

fluminense, all of which presented intraspecific sequence divergences of 0 ï 0.3% 

(Table S2).  Additionally, we generated two identical psbA sequences from specimens 

here attributed to Crustaphytum atlanticum, all collected along the coast of the Rio de 

Janeiro State (Fig. 1, Table S1). The resultant phylogram showed that the Brazilian 

specimens belonged to the Clathromorphum complex (Fig. 1). The analyses resolved 

two clades within this complex: (A) was represented by sequences of Crustaphytum 

pacificum L.C.Liu & Showe M.Lin, C. atlanticum, Crustaphytum sp. and Tectolithon 

fluminense; and (B) was represented by sequences of Clathromorphum compactum 

(Kjellman) Foslie, Clathromorphum circumscriptum (Strömfelt) Foslie, 

Clathromorphum nereostratum Lebednik, Callilithophytum parcum (Setchell & Foslie) 
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P.W.Gabrielson, W.H.Adey, G.P.Johnson & Hernández-Kantún, Neopolyporolithon 

arcticum (Kjellman) P.W.Gabrielson, S.C.Lindstrom & Hughey, and N. reclinatum 

(Foslie) W.H.Adey & H.W.Johansen. The genus Tectolithon formed a highly supported 

clade, diverging from the closely related genus Crustaphytum by 6.3% (Fig. 1, Table 

S3). Within Crustaphytum, C. atlanticum formed a highly supported clade, diverging 

from the holotype of C. pacificum (generitype) by 1.6% and from the New Caledonia 

specimen by 1%.  
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Fig. 1. Phylogenetic tree inferred from RAxML and BI analyses of the psbA (833 bp) 

dataset. Bootstrap support (1000 replicates) and Bayesian posterior probabilities (PP) 

indicated at nodes. Specimens of Tectolihton fluminense and C. atlanticum marked in 

bold. Stars (Ṣ) are sequences from type material; triangles (ƶ) are species whose 

identification is confirmed by comparison of DNA sequences with type material; 

diamonds (ǅ) denote topotypes. Numbers between parentheses represent number of 

identical sequences beyond the two represented in each clade of Tectolithon (see Table 

S1). The letters P and A next to the localities indicate Pacific and Atlantic Oceans, 

respectively. Bootstrap values lower than 70% and PP lower than 0.8 are not shown. 

 

 

 

 

 

 


