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ABSTRACT

Thetaxonomy onon-geniculate corallinelgae (NGCA) is considered difficult due to its
phenotypic plasticity and the absence of diagnostical features to separate genetically
related species. Recent studies have been demonstoategkenetic data is needful to the
taxonomy of this group by revealing cryptic diversity, discovering new species, as well
assynonymizingspecies, making old described species to transit among different genera
and species over the years. The SoutheadtilBparticularly 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
Espirito Santo state, demonstrating theagngotential of new NGCA records in this
region.In this context, thaim of thisstudywas to infer and descriltlee cryptic diversity

of ACNG in these habitatsusing moleculaand morphoanatomical data.e/describé

three new NGCAtaxa occurring in this region, including new genus Tectolithon
fluminenseagen. et spnov., andtwo new species;rustaphytum atlanticursp. nov from

rocky shoreslongRio de Janeirgtate andSporolithon amadap. novfrom a rhodolith

bed in central Epirito Santo state. The new taxa were evidenced by both molecular and
morphceanatomical analysedemonstrate the great potential of this South Atlantic region

to harbor new recordgxpandingthe knowledge abousoutheastern Brain marine
biodiversity, andthe ACNG taxonomyAnalyses of the plastidncoded markerngsbA
andrbcL demonstrated thatectolithon fluminensandCrustaphytum atlanticurinelong

to the clade formed by the typically subarctic/ara@iathromorphumcomplex. The
observation of sp@mens fromthese taxavith subepithallial initials that are both longer

and shorter than their immediate inward derivatives indicates that this rremphmmical
character should be used with caution for generic delimitation in the Melobesioideae.
Based orDNA analysis of type material it was demonstrated $patrolithon ptychoides
previously considered one of the main rhodeldiming species in Brazil, did not occur

in this region and actually correspond$morolithon amadgia cryptic species described
here with similar morph@anatomical features. The revealed diversity for the Southeast
Brazil evidences how alfa taxonons/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; Norgenicuate coralline algagsbA; rbclL; Taxonomy



RESUMO

A taxonomiade algas calcéarias nageniculadas (ACN&e dificultada por conta
da sua reconhecida plasticidade fenotipicauitas vezeslevido aauséncia dearacteres
diagnésticosutilizadospara separar espécies geneticamente proxiasagdos recentes
vém mostrando como a informacéo genética é indispenaaadonomia do grupo
revelando tanto diversidade cripticeom a descoberta de novas espécies, como
sinonimizando espécies fazendo om que ACNG descritas ha must@anossejam
posicionadasucessivamente em diferentes géneros e espécies ao longo do@mpo
sudeste brasileiro, especialmente a costastido do Rio de Janeiro, € amplamente
representado por habitats rochosos, como cesiéepraias e ilhas costeiras, orade
ACNG prosperam entre 0s organismos bentbnicos dominantes. Além ebsste a
presenca dextensodancos de rodolitos ocorrenda plataforma continental dgspirito
Santq demonstrando o grande potencial para novos registroseptaaregidoNeste
contexto, o objetivo deste trabalho foi inferir e descrever a diversidade criptica de ACNG
gue se desenvolve nestes habitats, utilizando dados moleculares e morfoanaf@@sicos.
novas espécies para ciénbéimam descritasTectolithon fluminensgen. et sp. nowe
Crustaphytum atlanticursp. nov, ocorrendo em habitats rochosos ao longo da costa do
estado do Rio de JaneirdSporolithon amadoem umbanco de rodolitos na cogtarte
do estado do Espirito Sant@s novos taxons evidenciados por analises moleculares e
morfoanatdmicasdemonstren o grande potencial dessa regido do Atlantico Sul para
abrigar novos registroexpandindo o conhecimento sobrbiadiversidade marinhdo
sudeste brasilare da taxonomia das ACNGAndlises dos marcadorgsbA e rbclL
revelaramque Tectolithon fluminense Crustaphytum atlanticurpertencem ao clado
formado pelo complexo Clathromorphutipicamente subartico/artico. A observacgéo de
espécimes desses taxons com iniciais subepiteliais mais longas e mais curtas que suas
derivadas internas imediatas indica queaesaracteristicanorfoanatémia deve ser
utilizadacom cautela para delimitacgenéricemMelobesioideagCom base na anélise
de DNA do material tipo, foi demonstrado g8porolithon ptychoidesanteriormente
considerado uma das principais espécies formadoras de rodolitos no Brasil, ndo ocorr
nessa regido e, na verdade, correspar®jgorolithon amadgiuma espécie cripticam
caracteristicas morfoanatébmicas similagedescrita no presente estudodiversidade
reveladao sudeste brasileiro eviden@amportancia déaxonomia alfa para as ACNG,
fornecendo base de dados para emude filogenia e filogeografia do grupé
comparacao genética com material tipo, demonstra ser a Unica maneira inequivoca de se
nomear espécies #&CNG.

Palavraschave Morfoanatomia; Algas calcarias ngeniculadaspsbA; rbcL;
Taxonomia.
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1. INTRODUCAO

As adgascalcariamédogeniculadagsACNG), petencentes a Corallinalddapalidiales
e Sporolithalesse destacam como um dos principais componentes da flora maomha
oceanosexercendo um importante papel ecolégico nos costdes rochosutesrasos
dos ecossistemas marinhosendo organisnso fundaments como pioneirs em
processos de sucessdo ecologica nesses ambigsegyljiet al 2015. A presenca de
ACNG é altamente importante para alguns organismos bent§rieiescomo algumas
espécies denoluscos e corais que temrassentamento laal e metamorfose ocorrendo
preferencialmente ou restritamemta presenca de determinadgspécis destas algas
(e.g, Morse & Morse 1991Roberts 2001)Estas algas ocorrem na maioria dos habitats
marinhos,tanto nos trépicos como nos paglesn profundidales que variam dasona
entremarésaté 274 m(Steneck 1986Littler & Littler 1994 Le Gall et al. 2010.
Desenvolverrsede duas formas principaisrescedoaderidas a um substrato continuo
formando crosteemcosbesrochosa (FiguralA), seixos (Figura 1BYecifese qualquer
outro substrato seja ele natural ou artifiaiformando nédulos de vida livre conhecidos
como rodolitos (Figura 1C). Algumas espécies de ACNG ocorrem tanto formando
rodolitos, como fies a um substrato continuo como costfes rochosos e recifes coralineos
(e.g.Sporolithon episporunmVerheij 1993) aquantooutras sdoconheci@ds apenas fias
a substrato continuo (e.g. géméleydrichig Townsencet al 1994) ou exclusivamente
formando rodolitos (e.dMesophyllum sphaericurPefieet al 2011).

Os rodolitos pdem ser formados por uma ou mais espéEeACNG além de
outros organismosbenbnicos como: briozoarios, coraisforaminiferose moluscos.
Ocupamareas do fundo marinho costefimrmando os chamaddsncos de rodolitos
(Figura 1D). Os bancos de rodolitos s&o uma aglomeragéo destes rodolitos vivos ou
mortos, que cobreraxtensas areas bentdniga®@movendo um habitat tridimensional
para as espécies associadas (Nelson; Z@ira filhaet al. 2019, incluindo outras algas
e espeécies de interesse comerdiatendo com que os bancos de rodolitos estejam
associados a producao de recursos pesguéidro servico ecossistémico importante
dos bancos de rodolitos esta relacionado com a producéo de carbonato dedéakso

ACNG também pode contribuir significativamenteom os ciclos decacio de carbono
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nos ecossistematevido as altas taxas de gugédo e dissolucdo de Cagyara(Amado
Filho et al 2012a).

Figura 1(A-D). Formas de desenvolvimento de ACNG. (A) AGN&Eendo sobre substrato rochoso (Foto: Fernan
Moraes) (B) ACN@rescendasobre seixos rochosos (Foto: Fernando Moraes). (C) Fisionipinede um banco de
rodolitos (imagem adaptada de Ama#dhoet al. 2012). (D) ACN&escendma forma de rodolitos (Foto modificada
de Richardet al. 2019) barra de escala = 1.5cm.

Atualmente, existe um interessescentela comunidade cientifica no estudo das
ACNG néo apenas pelsuaimportancia ecologica, mas pela particular sensibilidade
destes organismos as mudancas climatiégeesar de sua reconhecidasiliéncia
(Bosence 198341983 ,198%; Stelleret al 2003, as ACNG podem ser severamente
impactadas pela acidificacdo dos oceaefms mudancas climaticagevista para as
préoximas décadgdlartin & Gatusso 200Hall-Spenceet al. 2008 Burdettet al. 2012
Diaz-Pulido et al 2012 McCoy & Kamenos 2016 Para podermos prever o que pode
acontecer com as ACNG frente estas mudancas no futuro, € preciso primeiramente
conhecer o presentepm estudos multidisciplinasegque envolvanfloristica através de
métodos modernofijogeografia, gendbmica, transcriptbmicangcronomasassociados,
informacdes ainda muitanitadas(Rindi et al. 2019). Devidoasua marcante e continua
presenca no registro féssil desde o Cemtdaferior (Aguirre et al. 2000), também

14



despertam interesse pslaza aplicabilidade como indicador paleoambiental e para proxies
paleoecoldgicos (Braget al. 2019 Aguirre et al 2012 Novaket al 2013 McCoy &
Kamenos 2015).

As ACNG apresentanuma taxonomia dificultadpor conta da sua reconhecida
plasticidade fenotipicande as condicbes do ambiente podem influenciar na morfologia
destes organismd$teneck & Adey 1976 Muitas vezescaracteres diagnosticpara
separaespécies geneticamente préoxingds ausentgRichardset al. 2017 Caragnano
et al 2018). Aléem dissgp a taxonomia pioneira baseada apenas em dados
morfoaratdmicos (e.g. Cabioch, 1972, 1988; Johansen, 1976; Woelketbdg)e a0
inicio relativamente recentde estudos que utilizam dados moleculares, fundamentais
para a taxonomido grupgtém gerado nas ultimas décadas atribuicdo de nomes de forma
incorreta Desta formaainda existeimacaréncia de informacao sobrecaldiversidade
e distribuicAadas ACNG nosceanos

Com advento da biologia molecul@plicada d&axonomia de algas coralireas,

o0 conhecimento acerca da diversidade e distribuigg&egrupo nos oceanos vem
sofrendo mudancas (Hernand€antin 208; Sissiniet al. 2016; Gabrielsoet al. 2018).

Este fato pode ser atestado atravésetzntes &equentes descobertas de novas espécies
(Pefaet al 2018; Liuet al 2018; Richard®t al. 2019; Jeong et al 201%stegrande
avanco pode ser atribuido principalmeatesucesso em acessar informacfes genéticas
de material histéricacomo tipos nomenclaturais depositados em herb@dimsis de um
século(HernandeZKantin et al 2015; Sissinet al 2014; Richardset al 2017; Pefiat

al. 2018; Gabrielson 2018; Gabrielson 219

Muitas mudancas taxonémicas v@&worrendo no grupo das ACNE&nN nives
genéricosl(iu et al 2018 Pefiaet al 2018) espedficos €.g., Gabrielsoret al 2019 e
inclusive o reconhecimentaelativamenterecente denovas ordens (Sporolithales e
Hapalidiales) outrora agrupadas em CorallindlesGallet al. 2010; Nelsonet al. 2015).
Estudos recentesém mostrandocomo a informagdo genética é indispensaael
taxonomia do gruparevelando tanto diversidade criptiGam a descoberta de novas
espécies,como sinonimizando espécies consideradas distintas por inferéncias baseadas
exclusivamente em dados morfoanatomi@¢eto et al. 2019; Hernandez Kantuet al
2015 Hind et al. 2019) e fazendo com que ACNG descritag muitos anossejam

posicionadasucessivamente em diferentes géneros e espécies ao longo do tgmpo (e
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Hernandez Kantun 2016; Gabrielsstral 2019).A maior parte dos registros, citados em
nivel genérico ou em categonierior, necessitam de revisao de acordo com 0s critérios
modernos da taxonomia do grupo, incluindo dados morfoanatdmicos e moleculares.

O sudeste brasileiro, especialmente a costestado do Rio de Janeiro, é
amplamente representado por habitats rochosos, como cdstdesas e ilhas costeiras,
lajes e parcéigndeas ACNG prosperam entre os organismos bentdnicos dominantes,
desemperdndo um papel fundamental na bioconstrugcdo e ocupacdo do substrato
(Yoneshiguel985; Tamega & Figueiredo 200Bahiaet al 2014; Tamegat al 2015)

Além dissg é documentada presenca dextensosancos de rodolitosa plataforma
continental destadodo EspiritoSanto (Amaderilho et al 2007; VilasBoaset al 2009;
AmadoFilho et al. 201Q Holz et al. 2020, além de recifes coralineos em sua porcéo
norte(Mazzeiet al 2016).Entretanto, até o presente, a maioria dos registrdsaiNG
desta regidodram baseads apenasem dados morf@natdmicos 0 quedemonsta o
grande potencial para novos registros para o sudeste bra@iiéai® boaset al 2009,
AmadoFilho et al. 201Q Henriqueset al 2012 Tamegeet al. 2015).

O uso da ferramenta maldar paraidentificacdo das ACNG podeve&aruma
diversidadecripticaao longodacosta dasudeste brasileiraegido conhecida por abrigar
a maiordiversidade de macroalgde Brasil Guimaraes 2003, 2008madacFilho et al
2010) Neste contexto, aprincipais contribuicdes desteabalhodizem respeito ao
avanco do conhecimento da biodiversidade marinha da regido sudeste brasihira,
como do conhecimento da taxonomia das ACNG tanto em nivel morfoanatémico como
molecular.Tratasede informacgdes de base que auxiliand@orreta identificacdo destas
algas, facilitando a pesquisa e direcionando o manejo nas comunidades onde as ACNG

estao presentes.

2. OBJETIVO GERAL
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Inferir e descrever a diversidade criptica de ACNG que se desenvolve em habitats
rochosos e bancos de rodolitos no sudeste do Brasil a partiadies moleculares

associados a dados morfoanatdmicos

3. METODOLOGIA GERAL
3.1Areas de Estudo
3.1.1 Rio de Janeiro

Amostasde ACNGforam coletadas em diferentes areas ao longo da costa do
estado do Rio de Janeisn costbes rochosos da costa e ilhas costbirasediolitoral
até 40m de

profundidadetotalizando 8 sitiosamostraisdistribuidosem 11 municipiosdo
norte ao sul fluminenseonforme ilustrado nkigura2. A localizacéo de cada sitio esta

apresentada neabela 1.

Armagdo dos Biizios

Cabo Frio

Arraial do Cabo

R y o Google earth

Figura2. Stios de coleta ao longo da costa do Estado do Rio de Janeiro
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Tabela 1. Localizacdo dos sitios de coleta no estado do Rio de Janeiro

Sitio de Coleta Profundidade (m) Latitude  Longitutde
Arraial doCabo/Saco do cherne 2-8 22°57'39"S 42°00'18"0O
Arraial doCabo/Cardeiros 2-5 22°57'55"S 41°59'58"0
Arraial doCabo/llha dos porcos 2-6 22°57'55"S  41°59'36"0
Arraial doCabo/Praia do forno 2-5 22°57'58"S 41°00'28"0
Arraial doCabo/Prtado Maramuta 2-5 22°59'27"S 42°00'01"0O
Arraial doCabo/Praia Vermelha 2-6 22°59'13"S 41°59'34"0
Arraial doCabo/Saco do Inglés 2-26 23°00'24"S 42°00'29"0
Arraial doCabo/llha do Francés 511 22°58'56"S 42°02'19"0
Cabo Frio/Capdes 5-15 22°51'48"S 41°55'17"0
Cabo Frio/llhaComprida(Ponta sul) 2-6 22°52'11"S 41°57'03"0
Cabo Frio/llha dofargos (Bseada d®@inguim) 5-20 22°51'11"S 41°54'21"0
Cabo Frio/llha do®argos (bBseaddeia Lua) 5-15 22°51'26"S 41°54'29"0
Cabo Frio/llhaComprida(Enseada doabrito) 2-11 22°52'20"S 41°57'00"O
Cabo Frio/llha dofapagaios (32 enseada) 5-15 22°53'62"S 41°58'57"0
Cabo Frio/llha dofapagaios (12 enseada) 2-15 22°53'38"S 41°59'12"0
Buzios/llha deAncora Enseada d@adejo) 5-30 22°46'24"S 41°47'29"0
Blzios/ Lage dos Alagados 3040 22°46'15"S 41°48'39"0
Buzios/ Praia ddartaruga 1-3 22°45'18"S 41°54'07"0O
Blzios/Praia do Forn@ado esquerdo 1-4 22°45'44"S  41°52'30"0
Buzios/ Praia Rasa Costdo maré baix 22°44'04"S 41°57'29"0
llha de Itacuruca/ Praia Grande 0,51 22°57'14"S 43°54'27"0
Ilha Grande/llha dos Meros 5-15 23°12'50"S 44°21'32"0
llha Grande/Pendé&o d&entro 1530 23°12'12"S 44°22'03"0
Ilha Grande/Ponta daagoaVerde 6-7 23°08'16"S 44°19'41"0O
Angra dos Reis/ Ponta Leste 2-5 23°03'01"S 44°15'03"0
Angra dos reis/llha da Jipoia 5-10 23°02'20"S 44°22'01"0
Angra dos Reis/ Praia da Biscaia 1-3 23°01'45"S 44°14'15"0
Angra dos Reis/Praia do Laboratoéfidsina 2-3 23°00'47"'S 44°26'42"0
Macaé/llha do Francéd.ado Oeste 6-7 22°24'03"S 44°41'48"0O
Macaé/Lage da Cruz 2-5 22°24'45"S  44°42'43"0
Macaé/Ponta da Cavala 2-6 22°23'56"S 41°41'15"0
Macaé/Barro Vermelho 2-8 22°24'06"S 41°41'27"0
Macaé/Leste da llha de Santana 39 22°24'51"S 41°42'04"0
Paraty/llha dos Meros Sul 3-10 23°10'65"S 44°34'31"0
Paraty/Ponta da Cajaiba 3-8 23°13'56"S 44°34'35"0
Paraty/llhaDeserta 2-9 23°13'16"S 44°33'20"0

3.1.2 Espirito Santo
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Amostras foram coletadasm um banco de rodolite adjacente aos recifes
coralineos conhecidos comedéifesEsquecidossituados 30 m de profundidade e cerca

de31km da costa do estado do Espirito Santo.

,” Recifes Esquecidos

EspiritoiSanto

“Belo Horizonte

Riide Jane o de Uatgio s Google Earth

Imag

Figura3. Localizacéo do banco dedolitos amostradao estado do Espirit@anto (ponto vermelho).

3.2Coleta

As coletas foram realizadas por meio de mergulho auténAs@CNG aderidas
ao substrato rochoso foram retiradas em fragmentos que variarard den Zde
comprimento com auxilio de marreta ppnteira (FiguradA). Também foram

coletados manualmentefragmentose seixos cobertos por ACNG diretamente no

substrato (FigurdB), assim como no banco de rodolitos (Fighira

retirada de crosta de ACNi® substrato rochoso. Barra de escala = 4 cm. (B) Coleta manual de fragmentos e seixos
diretamente no substrat¢Fotcs: Fernando Moraes)
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O material coletado foi seco ao ar livre e depois armazenado em silica gel para
manter a integridade do DNAas amostragpara as analises moleculares. Os
espécimes utilizados no estudo enconisandepositados no Herbario dardim
Botanico do Rio de Janeiro (RB).

Figura5. Método de coleta utilizado no banco de rodolit¢oto: Fernando
Moraes)

3.3 Analises Morfoanatbmica

Duas técnicaBbramempregadas para analises morfoanatdmicas dB&GAGMa
voltada a obtencdo de cortes para observagdo emseogiadptica(Figura6A), uma
adaptacdado protocoloadotad por Maneveldt & Van der Merwe(2012, e outra

especifica para anélises em microscopia eletrénicadedura(Figura6B), a mesma
adotadgor Bahiaet al 2010).

Figura 6 (M) Imagens obtidas atrés dos nétodos de microscopia utilizados (Figura modifica de Jesiehak 2020).
(A) Imagem obtida atr&g de microscopia elginica de tansmis§o. Barra de escala = ffn. (B) Imagem obtida atrés
de microscopia elefinica de varredura. Barra de escala = {180
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Paraobservacao emicroscopia Oticéoram realizadastapas que consistiram em
analisar a amostra em microscépio estereoscopio e selecionar o fragmento com
conceptaculos ou soroseguido de @scalcificgdo do fragmento em acido nitrico
desidratacdo do matat em série crescente de etanol 70%, 90% e 166#% pelonenos
1 h de duracdo em cada concentrag@ersdoem uma solucdo do infiltracdapos a
polimerizacddoram realizado®s cortes por meio de uma navalha de aco (Lf@da)
em micrétomo rotatorio (Spencer Lens co. 3533) com espessura reguladd p@ra.2 m
O material foi corado e colocado em laminas para seguir com as obsereatdes
microscépio 6Otico de campo claro (Olympus BX43) com camera digital acoplada e
utilizando-se dosoftwarede processamento de imag&to®pdmage DynamicPro

Para analises em microscopia eletronica de varregargdes do materidbram
retiradoscom alicate de cortgara obter cortes da regido de interesse do tlo
posicionadoem um porespécimede aluminio $tub com fita adesiva dupla face de
carbono O material passou por processanitalizac&o, utilizando ouro (cerca de 20 nm
de espessurg)ara observacdm microscopio eletrénico de varredura (Zeiss SEM EVO

40) sob uma aceleracde voltagem de 15 kv.

3.4 Anélises Moleculaes
3.4.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraidodos exemplarestilizandoQiagenDNeasy Blood and Tissue

Kit® (Qiagen, Crawley, UK) seguindo protocolo deBroom et al (200§ com

modificacdes.
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Figura7. Uso demicrodrillpara retirada de tecido para exigéo de
DNA. Seta indicandddgino gerado durante a macegéo.

Para a remocao de amostras de tecido dos espécimes, foram selecionadas areas livres
de epibiontes em microscopio estereoscopitilizandoum microdrill (Dremef 3000,
Breda, Netherlandsom broca de ponta esféricgedindo25 mm. A regido selecionada
foi desgastada, buscando remover a camada mais superficial da alga, obtendo um pa6 fino

para extracdo do DNA totalom umabiomassa rica em DNAFigura 7)

3.4.2 Amplificacdo do DNA (PCR)

A amplificacdodos marcadres de interessgravés de PCRPplymerase Chain
Reaction foi realizadautilizandoo kit lllustra PuReTaq Readyo-Go PCR Bead§GE
Healthcare,Chelfont Amersham, UK)Desta forma as condicbes da PCR como
temperaturas e tempie cada etapa variou entre os marcadores. Estas condi¢cdes estdo

detalhadas seguir.

3.4.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores utilizado®ste estudo foraros cloroplastidiaigpsbA e rbcL. O
Photosystem Il thylakd membrane DpsbA, ~950 pb é ummarcador de natureza

altamentevariavel (Bitner et al. 2011) proposto para espécies proximas geneticamente.
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E um gene considerado de facil amplificag@s.primers utilizados para amplificacio
deste marcador foranmsbAF1 x psbAR2. Os ciclos dasreacbes de seguciamento
foram realizadis com primersda PCR e maisdois primersinternos o psbA500F e o
psbAS50R (Yoon et al 2002; TorraneSilva et al 2014)aumentand@ qualidade das
sequéncias consenso.

As etapas da PCRara amplificacdo dpsbA consistiram em uma desnaturacao
inicial & 94°C por 5min; seguido de 35 los com é@snaturacdo &4°C por 30s,
anelamento pot5 sa52°C,e alongamento &2°Cpor 1 min;um ciclo final a94°Cpor
30s;e extensdo final &2°Cpor 7 min A temperatura de anelamento variou, para algumas
amostras, em até 2°C.

O MarcadorRibulosel,5-bisphosphate carboxylase large subyricL, ~1,350
pb) é amplamente utilizado emndises filogenéticas do grupe estudos déNA
barcodinge foi aplicado amplamengeessas algas pbreshwateet al (1994).0 uso da
extremidade8 6 d e s thel-3g eemesendo utilizado com sucesso em estudos que
envolvem material histéricalepositado em herbari®igsin et al 2014), gerando um
banco de dadade suma importancia

As etapas da PCPRara amplificacdo ddocL consistiram em uma desnaturacao
inicial & 94°C por 5 min; seguido de 35 loie com @snaturacdo 84°C por 30s,
anelamento pot5 sa45°C, e alongamento #2°Cpor 1 min;um ciclo final a94°Cpor
30s;e extensao final 322°Cpor 7 min A temperatura de anelamento variou, para algumas
amostras, em até 2°C.

O material amplificadma PCRfoi visualizado em gel dagarose para avaliagao
do éxitodo ensaie purificado utilizand kit lllustra GFX PCR DNAPurification kit
(GE HealthcareChelfont Amersham, UK3eguindo o protocolo do fabricante.

Parao sequenciamento @nbos os marcadoreskioBigDyeTM Terminair v3.1
SequencingApplied Biosystems, WalthaiMassachusetts, EUA) fotilizado seguindo
o protocolo do fabricantés amostras foram submetidas a 40 cicl®8% por 10s, 50°C
por 20s e 60°C por 4min no termociclad®{A ABI 3730 (Applied Biosystems As
seqiéncias de consenso foram construidas usasdtiwareSequench&® (v4.1.4,Gene
Codes Corporation e cromatogramas foram visualmenterificades quanto a

ambguidades.
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ABSTRACT

Two new Melobesioidead,ectolithon flumineresgen et sp. novandCrustaphytum
atlanticumsp. nov, were describetiased on specimens collected at defstha 2 to 30
m in a tropical to subtropical transitionagionof SoutheasBrazil. Analyseof the
plastidencodednarkes psbA andrbcL demonstrated that these taxonomic novelties
belongto the clade formed by the typically subarctic/ar@iathromorphuncomplex.
Tectolithon fumineng has tetrébisporangial and carposporangial concelesthat
typically become buried in the thallb&caiseof an enveloping processausedy the
development of a&egetativerim thatgrowsfrom the margins of the conceptaclée

rim thenfuses and creatga vegetative cover. The development of this vegetative cover
is described in detadnd its possibleonvergent evolutiom other taxas discussed.
Crustaphytum atlanticurdiffered morpheanatomicallyfrom thegeneritypeC.
pacificum(the only other known species in this genbg)thallus thicknessnaximum
number of epithallial cell layerselative size of subepithallial initials and
tetrabisporangial conceptacle chamloénensiors. The observation of specimefiem
TectolithonandCrustaphytunwith subepithallial initialghat are botlongerand
shorter than their immediateward derivaivesindicates that this morpkanatomical

character should be used with cautiongeneric delimitation in th&lelobesioideae.

KEY WORDS

CorallinophycidagMelobesioideaeMorpho-anatomy; Norgeniculate coralline algae;

psbA; rbclL; Taxonomy
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INTRODUCTION
The SoutheastE) Brazilian coastline is largely represented by rocky shore habitats
wherenon-geniculatecoralline algae (Corallinales, Hapalidiales and Sporolithales
CorallinophycidaeRhodophyta) thrive among the dominant benthic organardare
poorly studied (Yoneshigue 1985, Babiaal 2014, Tamegat al.2015). This coast
lies in a transitioal region between tropical and subtropical zotlest, isperiodically
influenced by upwlling, associated with the local wind regime and bathymetiat is
prevalent during spriigummer(Valentin 2001) Theseupwelling conditionsre
charactesed by high nutrient concentratioasd coastal sea surfaimperature
below 18°C, with tempeatures occasionallyeaching as low as I'E (Valentin 1984;
Guimaraens & Coutinho 199@)jowever, diring the norupwelling period, coastaea
surface waters are characsed by lower nutrient concentratiorsndtemperatures
above 21°C. Suchvariability in environmental conditions may help explain why this
region is considered the richesarinearea ofthe southwesAtlantic, supporting
typically tropicaland subtropicalaxa, as well as temperate taxa adapted to colder
waters (Yoneshigu®alentin & Valentin 1992, Guimaraes 2003, Brasilegtaal. 2009).
Knowledge of corallinelgalspecies composition and distribution worldwide
has been greatly improved since the incorporation of DNA sequencing in taxonomic
studies, particularly after the development of successful methodsdoencingld
type specimens (Gabrielsehal.2011; Hird et al.2014; Sissinet al.2014,Bassoet
al. 2015;Richardset al.2017). Within thefamily Hapalidiaceae (Hapalidiales), the
main advances were related to generic and specific circumscyigsiovell ago

diversity assessmeswvithin the subfamily Mlobesioideae (Pefe al.2011, 2014,
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2015; Carrcet al.2014; HernandeKantunet al.2014; Pardet al.2014; Sissinet al.
2014; Adeyet al.2015, 2018; Melbournet al.2017; Liuet al.2018).

By sequencing three geng3SU,rbcL andpsbA), Adeyetal. (2015) found that
patterns of cell division, cell elongation and calcificatioraddition to ecological and
distribution datacouldbe used to distinguish typically subarctic/arctic genera in this
subfamily, in what they calletthe Clathromorphunctomplex (vhichincludes
Clathromorphuntoslie NeopolyporolithorWW.H.Adey & H.W.Johansereptophytum
W.H.AdeyandCallilithophytumP.W.Gabrielson, W.H.Adey, G.P.Johnson &
HerndndezKantun. Despite the reports @lathromorphunspecies irthe Southern
Hemisphere (Chamberlaet al. 1995; Mendoza & Cabioch 1985; Mendaataal.

1996) DNA sequence data are stidlquiredto confirm the occurrence of this genus in
thatregion

Recently by gathering evidence fromme moleculamarkers SSU anpshA, Liu
et al.(2018)described a new genuSrustaphytuni..-C.Liu & S-M.Lin, which was
shown to blong tothe clade formed by thélathromorphuncomplex. However, unlike
the typically coldwater genera from this comple@rustaphytums currently known
only from thetropical b subtropicaMWestern Pacifi©ceann both theNorthern
(Taiwan) andsouthern (New Caledonidiemisphers. Following their finding, Liuet
al. (2018) proposed tHellowing suite of morpheanatomical charactets distinguish
genera of th€lathromorphuntomplex:(1) thallus thicknesg2) growth form(e.g.
encrusting, warty, foliose)3j habit (epilithic, epiphyticor parasitic)(4) hypothallus
growth pattern (coaxiahon-coaxial);(5) anatomy of prithallial eells during thallus
growth @ll cellsgradually elongateanly cells in meristematic layer elongat€6l)

orientation of calde crystals in the meristenoiily radially, bothvertically and
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radially); (7) number of epithallial celayers; (8) sporangiadrmation (only
tetrasporangiaoth bisporangia and tetrasporang(8) dimensionsof
tetrabisporangial conceptactdhhambes; (10) structure otetrabisporangial conceptacle
roof at maturity (flattopped protruding sunken) and11) nature ofspermatagial
systemgbranchedunbranched).

During the course of investigaty nonrgeniculatecoralline algae from SE
Brazil, we found several specimens with multiporate conceptacles attributafée to
MelobesioideaesgnsuHarveyet al. 2003). Molecular analyses indicdtinat they
belongdto the same clade as tBé&athromorphuntomplex §ensuAdey et al.2015)
and supportetivo distincttaxonomic noveltiesa new genuslectolithon and a new
species oCrustaphytumThis paper descrigsboth speciesising a moleculaassisted
alpha taxonomne approach $aunders 200%nd discusses the taxonomic implications

for thecircumscription of taxa withithe Melobesioideae.

MATERIAL AND METHODS

Specimen Collection and Preparation

Specimens were collected fromid30 mdepthsusing SCUBA diving and frediving
during 2015 and 2016nrocky shore®ff the coast of Rio de Janeiro StaBeazil (from
21°18' to 23°22'S). Detailed site and collection informaisgorovidedin Table S1.
Fragments ranging fronparoximately2 to 7 cm were collected from substrates using a
hammer and chisel. Sampléxcluding those selected for morphaatomical analysijs

were brushed to remove epibionts, air dried, and preserved in silica gel,.
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Morpho-anatomical Analyses

Samples for light microscopy examination were prepared using the histological smethod
described by Maneveldt & van der Merwe (2012). Samples for scanning electron
microscoly (SEM) were prepared according to Baétal.(2010). For spees
descriptiors, the growthform terminology followed Woelkerlingt al.(1993) and the
thallus anatomical terminology followed Adey & Adey (1973istance between
primary pit connections was determined for cell length measurenh&axenum cell
lumen & right angle to the length was measured for cell diameter. Conceptacle
measurements followed Adey & Adey (197Rp uniform number of celland
chambersveremeasuredvhich explains whyanges and not averages with meaires
provided For these rangetf)e same criteria adopted by Manevetal (2017) were
considered. External onphdogical analysesvereperformed on alsequenced
specimenskrom thesegight sequenced specimenslettolithon fluminersandboth
sequenced specimenfCrustaphytum atlanticurwere selected fdurtheranatomical
analyses an(lTable S1)All specimensvere deposited in the Herbarium of the Rio de
Janeiro Botanical Garden (RBijerbarium abbreviations followed Thiers (201

continuously updated)

DNA Sequence and Phylogenetic Analyses

Extraction and amplification of DNA were carried out at the Instituto de Pesquisas
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, BraBINA extractions wer@erformed using
fragments of thalli that were visually clean and freembionts. A microdrill (Dremel®
3000, BredaNetherlandswas used to grind the surface (pinkish) of the thallus,

resulting in a powded material that was used for extractian15 mg). DNA was
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extracted using the Qiagen DNed&igod and Tissue Kit® (Qiagen, Crawley, UK)
following the modified protocol of Broorat al. (2008).Two plastidencodednarkers
(pskA andrbcL) were amplified The psbA genewasamplified usinghe pairs of
primerspsbAF x psbAR2 (Yoon 2002) Consensus sgience wa833 base pairshe
rbcL gene was amplified using twaairs of primersvith the combinatioaF57x R1150
andF753 x RrbeS (Freshwater and Rueness 1984d the onsensus sequence
generatedvas1356 base pairs
Molecular markers were PC&nplified with an Illustra PuReTag Readp-Go
PCR Beads kit (GE Healthca@helfontAmershamUK) followingthema nuf act ur er 0 ¢
protocol in a final volume of 25 pThe PCR steps for both markers were the same
except for the annealing temperaturbe procedureconsisted of an initial denaturation
at 94 °C for 5 min; 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, anndaiid§ sat 52
°C for psbA and at 45 °C forbcL, and elongation at 72 °C for 1 min; one final cycle at
94 °C for 30 s; and a final &snsion at 72 °C for 7 min. PCR products were visadli
and quantified in agarose gedad purified using an lllustra GFX PCR DNA
Purification kit (GE HealthcareChelfontAmershamUK)f ol | owi ng t he manuf
protocol.Sequencing reactions were fmmed at Universidade de S&o Paulo, Brazil.
Cycle sequence reactions werrformedwith PCR primers pluthetwo internal
primerspsbA500F andosbA5S50R (Yoon et al.2002, TorraneSilvaet al.2014) For
both markersthe BigDyeM Terminator v3.1 Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Waltham,MassachusettdSA)wasused ol | owi ng t he manufacturer
Sequences were obtained in an ABI 3730 DNA AsalyApplied Biosystems).
Consensus sequences were built using Sequenche®4(v@ene Codes Corporation)

and chromatograms were visually checked for ambiguities.
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Dataset werebuilt using sequences of the new species generated in this study
plusanadditional 29sbA and 20rbcL sequencedownloaded from GenBankhe
Clathromorphum complexand other representative MelobesioideagSporolithon
[outgroup]specimens)including sequences of type specimens when available

Phylogenetic relationships were analyskecugh ML withRAXML 8
(Stamataki014)with 1000bootstrap replicas(Felsenstein 198pandMr. Bayes
(Huelsenbecland Ronquist 200Mith four Monte Carlé Markov chainswhichwere
run for 5 million generationdrees were sample@very 1000 generationwith
1,25Q000trees discarded as buimandusing the remaining trees to build the 50%
majority rule consensusees All phylogenetic analyses weperformed in Geneious

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

RESULTS

We generatd 17 psbA sequences frorspecimens here attributedTectolithon
flumineng, all of whichpresentedntraspecificsequencelivergenceof 01 0.3%
(Table S2) Additionally, we generatetivo identicalpsbA sequencefom specimens
here attributed t€rustaphytum atlanticupall collected along the coast of the Rio de
Janeiro State (Fid.,, Table S1)Theresultant phylogram showelat the Brazilian
specimens belomglto theClathromorphuntomplex (Fig 1). The analyss resolved
two cladeswithin this complex: (Awasrepresented by sequencegolistaphytum
pacificumL.C.Liu & Showe M.Lin C. atlanticum Crustaphytunsp.andTectolithon
flumineng; and (B)wasrepresented by sequence<Ctdithromorphum compactum
(Kjellman) Foslie Clathromorphum circumscriptuiftromfelt) Foslie

Clathromorphumereostratuniebednik Callilithophytum parcun{Setchell & Foslie)

41



P.W.Gabrielson, W.H.Adey, G.P.Johnson & Hernargdartin Neopolyporolithon
arcticum(Kjellman) P.W.Gabrielson$S.C.Lindstrom & HugheyandN. reclinatum
(Foslie) W.H.Adey & H.W.Johansen. The gefiiestolithonformed a highly supported
clade, divergingrom theclosely related genuSrustaphytunby 6.3%(Fig. 1, Table
S3) Within CrustaphytumC. atlanticumformed a highly supported clade, diverging
from the holotype ofC. pacificum(generitype) byl.6% and fronthe New Caledonia

specimerby 1%
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Fig. 1. Phylogenetic tree inferred from RAXML and Bl analyseshafpsbA (833 bp)
dataset Bootstrap suppor1000 replicatesand Bayesian posterior probabilitiéBP)
indicated at nodesSpecimens off ectolihton fluminersand C. atlanticummarked in
bold. Sars (s) are sequencedrom type material triangles (z ) arespecies whose
identification is confirmed by comparison of DNA sequences with type material
diamonds DZdenote topotypesNumbers betweemarenthess represent number of
identical sequencdseyond the two representadeach clade ofectolithon(see Table
S1). The ldters P and Anextto thelocalities indicatePacific and Atlantic Ocears,
respectivelyBootstrap alues lower thai@0% and PP lower than Oa8enot shown
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