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1.- INTRODUCCIO GENERAL

Quan estudiem amb detall qualsevol grup taxonomic, ens hi trobem molts tipus de
diversitat: diversitat morfologica, ecologica, comportamental, etc. Ara sabem, gracies al
treball de sintesi d’en Charles Darwin, que tota aquesta diversitat no és deguda a I’atzar,
sind que és principalment el resultat d’un procés d’adaptacido dels éssers vius a la
diversitat de medis que es troben a la natura (Darwin, 1859). Si partim del fet que les
caracteristiques d’un individu tendeixen a passar als seus descendents de forma més o
menys constant 1 que alguns individus aporten més descendents que altres a la segiient
generacio, les caracteristiques genctiques d'aquests individus seran més freqiients dins la

poblacio al llarg del temps i la composicié genetica de la poblacié canviara paulatinament

(Fig. 1).

Noves formes aparéixen per mutacio
Algunes desapareixen per seleccio negativa
Els supervivents segueixen reproduint-se i variant

I d’aquestos sols els millor adaptats podran sobreviure...

...i reproduir-se! Fixen-vos com canvia la poblacio
des del principi fins ara.

Fig. 1. Representacid grafica del concepte Darwinia d’evolucioé biologica. Un organisme pateix mutacions
(canvis) que es poden transmetre a la descendeéncia. Alguns d’aquestos canvis seran deleteris (seleccid
negativa), mentre altres descendents podran sobreviure i reproduir-se. Aquells millor adaptats aportaran un

nombre major de descendents a la segiient generacio.

A mesura que aquest procés continui al llarg de les generacions, es produiran
noves especies (Coyne and Orr, 2004). Aixi, la gran varietat d'especies actuals s'hauria
generat per un procés continuu de divergencia i separacid de llinatges, a partir

d'avantpassats comuns, com si tots els éssers vius formaren una gran familia.



Una conseqiiéncia logica d’aquest procés de divergeéncia al llarg del temps és
I’existencia d’una serie d’ancestres comuns per als diferents grups d’organismes
analitzats, siguin phyla, families, espécies o poblacions d’una mateixa especie. L’estudi,
mitjancant les técniques d’analisi molecular, de la variabilitat genética present en els
organismes actuals, ens permet “fer un viatge cap al passat” i reconstruir aquest procés de
divergencia entre grups d’organismes, reconstruir la seua filogenia (filo = fulla, branca;
genesi = origen, naixement). Aixi, les eines d’analisi molecular ens permeten estudiar la
diversitat genética a diferents nivells evolutius, des de divergéncies que van ocoérrer fa
centenars de milions d’anys fins a divergéncies entre les poblacions actuals d’una
mateixa especie. Per exemple, per tal d’estudiar divergeéncies antigues, compararem les
seqiiéncies de gens que participen en el funcionament basic de la cel.lula, com els que
codifiquen per RNA ribosomals i histones, ja que son els més indicats per a 1’estudi de
I’origen dels grans grups actuals: phyla, ordres o families (Larson, 2004). Aixi, la
reconstruccid filogeneética ens permetra definir la probabilitat que les diferents hipotesis

evolutives hagen produit les seqiiéncies observades.

En el cas concret d’aquesta tesi, es pretén resoldre les relacions evolutives a
diferents nivells en llagostes del grup Achelata, des de les divergéncies antigues
(relacions entre families dins de I’infraordre) fins als processos més actuals (diferenciacid
genctica entre poblacions d’una espécie concreta). L’eleccid d’aquest grup d’organismes
per a desenvolupar un treball de recerca en genética evolutiva esta clarament justificada.
Els Achelata son crustacis decapodes que es caracteritzen principalment per la preséncia
d’una zoea molt especialitzada per a la dispersié pels oceans, la larva filosoma (Fig. 2).
En algunes especies, la filosoma pot passar fins a 24 mesos (2 anys!) en aigiies
oceaniques, arribant a desplagar-se milers de kilometres. Aixi, una capacitat dispersiva
tan gran i ’aparent manca de barreres a la dispersido que trobem en el medi mari, fan
d’aquest grup d’organismes un cas paradigmatic i molt interessant. En teoria, aquest
mecanisme tan especialitzat de dispersio larval hauria de fer que el flux geénic entre
poblacions dins d’una especie fora molt elevat, i per tant, la diferenciacid genetica fora

molt baixa. Tanmateix, és un fet que els aquelats sén molt diversos i que han sigut



capagos de colonitzar diferents ambients a gairebé tots els oceans del mon, ja que es

poden trobar des d’arran de costa fins a més de 900m de profunditat (Holthuis, 1991).

Fig. 2. Larva filosoma de Scyllarus pygmaeus Bate, 1888.

1.1.- Divergéncies antigues: Viatge cap al passat més llunya

Les implicacions dels estudis de sistematica sén molt importants, ja que la
reconstruccid filogenética ens permet definir la classificacio dels organismes actuals de
manera que es reflectisca millor les relacions evolutives entre grups (Hennig, 1950). Aixi,
una correcta classificacio i identificacio dels organismes és fonamental per tal de realitzar
qualsevol tipus d’estudi biologic. Si no som capagos de discriminar entre els diferents
tipus d’organismes, podriem estar realitzant inferéncies a partir de grups heterogenis
d’especies, 1 aixo invalidaria els resultats (Frankham et al., 2002). El principal problema
amb les classificacions basades en la morfologia dels organismes €s que els processos de
convergencia adaptativa fan que organismes amb origens molt distants tendeixen a
semblar-se, la qual cosa ens portaria a agrupar especies que pertanyen a llinatges
diferents. A més a més, un altre problema important és que moltes caracteristiques
morfologiques es poden haver perdut en un llinatge pel tipus de cicle vital, com passa
sovint en especies parasits. Les noves eines d’analisi molecular i 1’estudi de llargs
segments d’ADN ens proporcionen milers de caracters variables nous per a I'estudi de les
relacions evolutives entre organismes. Tanmateix, per tal d’interpretar tot aquest nou

maremagnum de dades, també necessitem noves eines d’analisi de dades. Aixi, per



reconstruir la historia evolutiva d’un grup taxonomic a partir de dades moleculars,
necessitem un model d’evolucié que ens explique com canvien les molecules al llarg del

temps.

1.1.1.- Inferéncia filogencética i seqiiencies d’ADN: La revolucid bayesiana.

L’estadistica bayesiana ha revolucionat la genética moderna, aportant una nova
eina d’analisi 1 revifant arees d’estudi que havien quedat estancades des de feia décades.
Gracies als metodes bayesians, podem treballar amb models evolutius molt més
sofisticats. En el mdn real ens trobem amb casos complexos que no podem explicar de
forma directa. Aquests tipus de casos, en els quals el valor resultant d’una gran quantitat
d’interaccions no es pot predir amb certesa, s’expliquen mitjangant models probabilistics.
En Destadistica classica, la probabilitat d’un succés s’interpreta com la proporcid dels
casos en que es realitza el succés; per posar I'exemple més conegut, el nombre de cares
obtingudes quan llancem una moneda ‘x’ vegades. Aquesta probabilitat es considera un
valor absolut. Tanmateix, en inferéncia bayesiana, les probabilitats no s’interpreten com a
freqiiéncies o proporcions, sind més aviat com a graus de certesa (Bolstad, 2004). Es
evident que mai podrem arribar a la veritat absoluta sobre el mon real, perd conforme
acumulem evidéncies, el nivell de credibilitat d’una hipotesi varia. En definitiva, cal tenir
en compte que un conjunt d’observacions suposa un mitja per a canviar el nivell de
credibilitat de la nostra hipotesi, no una forma d’aconseguir la veritat absoluta.
L’estadistica classica rebutja una hipotesi quan creu que les dades no responen a alldo que
calia esperar sota unes condicions determinades, mentre que la inferéncia bayesiana fa
per proporcionar-nos el nivell de credibilitat d’una hipotesi després d’observar les dades
(Shoemaker et al., 1999). Els bayesians no creuen escaient especificar una hipotesi i
decidir simplement si rebutjar-la o no rebutjar-la. Per ells, les lleis de probabilitat han
d’indicar-nos quines hipotesis hem de creure i fins a quin nivell podem confiar-hi, sense

descartar-ne cap.

Recentment, 1’aplicaci6 de ’analisi bayesiana ha suposat una revolucid qualitativa

a I’hora de reconstruir les relacions de parentiu entre espécies usant models probabilistics



d’evolucié molecular. L'is de models probabilistics d’evolucio de I’ADN ens permet
extreure una quantitat considerable d'informacié a partir de dades de seqiiencies. La
inferéncia bayesiana ens permet especificar un model evolutiu i una distribucio de
probabilitats a priori, i aleshores, determinar la probabilitat posterior de cada arbre
filogenetic (Beaumont and Rannala, 2004). Donada la gran quantitat de parametres que
contenen, les funcions de versemblanc¢a per als models filogenétics basats en seqiliéncies
d’ADN sén massa complexes com per ser integrades analiticament, aixi que les
aproximacions bayesianes actuals es recolzen en métodes Markov Chain-Monte Carlo
(MCMC). Mitjangant els metodes MCMC es genera una distribucid de probabilitats,
seguint una scrie de passos encadenats, de forma que el pas segiient s’obté mitjancant
I’alteracid aleatoria d’algun dels parametres del model (Rousset and Raymond, 1997). La
localitzacié en 1’espai parameétric suposa una descripcié de ’arbre 1 una especificacié del
model evolutiu (Huelsenbeck et al., 2001). Si el pas que hem donat ens proporciona una
probabilitat posterior més elevada, acceptem el moviment, si no, normalment sera
rebutjat (no sempre, ja que alguns passos enrere son acceptats). La cadena de passos
creada representa un desplagament pels diferents conjunts d’arbres i models evolutius
(Gelman et al., 2003). Per definicio, la proporcié del temps que una cadena passa en una
regi6 concreta de I’espai paramétric es pot fer servir com a estimacid de la probabilitat
posterior d’eixa regid. Si tot va bé, la cadena tendira a romandre en regions amb una
probabilitat posterior elevada. Al final de I’analisi, tenim una estima de la probabilitat de
I’arbre filogenétic donades les dades, que é€s el que ens interessa. Per suposat, aquesta
estima es basa en un model evolutiu concret i en que les distribucions a priori siguen

raonables.

1.1.2.- Sistematica dels Achelata

Les llagostes Achelata (Scholtz and Richter, 1995) tenen una historia evolutiva
relativament llarga, ja que estan entre els primers crustacis decapodes que apareixen al
registre fossil (Schram, 2001). Actualment, les llagostes del grup Achelata es classifiquen
en tres families principals: Palinuridae Latreille, 1802 (I1lagostes o palindrids); Scyllaridae

Latreille, 1825 (castanyoles o escil.larids) i Synaxidae Bate, 1881 (llagostes del corall o



sinaxids). Aquestes families es poden distingir facilment segons les seues caracteristiques
morfologiques (Fig. 3), encara que alguns autors i1 els resultats d’aquesta tesi han

questionat recentment la validesa del grup Synaxidae (Davie, 1990; George, 2006).

Palinuridae Latreille, 1802 Scyllaridae Latreille, 1825 Synaxidae Bate, 1881

Fig. 3. Principals families que formen 1’infraordre Achelata Scholtz and Richter, 1995.

Dins dels Palinuridae, les relacions evolutives també presenten algunes incerteses.
Parker (1884), va ser el primer a dividir els géneres de palintrid en Stridentes (Linuparus,
Palinustus, Puerulus, Palinurus, Panulirus 1 Justitia) i Silentes (Jasus 1 Projasus), segons
la preséncia/absencia d’organ estridulant. L’0rgan estridulant permet als Stridentes fer un
soroll fort fregant una extensid de la base de cada antena (el plectre) sobre la placa
antenular 1 representa una adaptacio evolutiva per a la comunicacid i defensa (Moulton,
1957; Patek and Oakley, 2003). En un dels primers estudis de 1’evolucié biologica en el
medi mari, George and Main (1967), basant-se en la forma del pledopode de la femella en
el segon segment abdominal, consideraven el parell de generes Linuparus/Puerulus com
a representants de les llagostes stridentes ancestrals. Posteriorment, Baisre (1994) va
trobar suport per a algunes de les relacions filogenétiques suggerides per George and
Main (1967) usant caracters larvals, tot i que, en aquest cas, Puerulus s'agrupava amb
Palinurus (Fig. 4). Aixi, s’han proposat diferents relacions evolutives entre les families
d’Achelata en base a la seua morfologia 1 el registre fossil, perd encara no s’ha pogut
concloure de forma objectiva quin €s l’origen d’aquests organismes tan peculiars i

interessants.



AMONG FAMILIES

- Polinuridee 7 Palinuridae
|: Pueriiliy Seyllaridas
Linuparss Palir i,
Seypllaridae Paiibytis
WITHIN FAMILIES
(5] |: Profasus 1 Projatus W Profaics
Jazus —_.I:.Mrm A Sasus

— Pafimaro Puerulis :|
————— Pailituras
Justitin = Palinusius Pannlirus
|: Palinurus — Panulirus = Palinustus
Panulirus Jusiitia = Suniitia

Fig. 4. Diferents hipotesis evolutives de les relacions entre families d’Achelata basades en A) evidencia
paleontologica (Forster), i B) evidéncia morfologica (Holthuis). Hipotesis d'evolucié dins de Palinuridae:

C) George and Main (1967), D) Baisre (1994) i E) George (2006).

Un cas especialment interessant és el de la familia Synaxidae, que inclou només

tres especies bastant rares pertanyents a dos generes diferents (Palybithus 1 Palinurellus)

(Fig. 5).

Fig. 5. La familia Synaxidae esta formada per 2 géneres: A) Palybithus i B) Palinurellus.

Tot i que agrupades a partir de caracters compartits i unics dins dels Achelata com
ara la preseéncia de rostre, una closca sense espines frontals i un torax estret, Patek 1

Oakley (2003) indicaven en un estudi molecular recent que potser tant Palybithus com



Palinurellus s'haurien de col-locar entre els Palinuridae, tot i que els seus resultats no eren
concloents. Sota lI'esquema de classificacid tradicional, la presencia d'organ estridulant a
Palybithus 1 I’abséncia a Palinurellus implicarien que: o aquesta estructura especialitzada
ha aparegut dues vegades (una vegada en el llinatge Synaxidae i una altra vegada als
Stridentes) o que ha desaparegut dues vegades (una vegada en el llinatge Synaxidae i una
altra vegada als Silentes) (Holthuis, 1991). Tanmateix, si Palybithus 1 Palinurellus
pertanyen a llinatges independents, ens trobariem front a un cas de convergéncia
morfologica. Aixi, resoldre les relacions entre els diferents llinatges actuals implica un

canvi radical en la nostra interpretacié del procés evolutiu dins dels Achelata.

1.2.- Divergéncies recents: Viatge cap a un passat no tant llunya

Tot 1 I'is generalitzat de les seqiiencies d’ADN codificant per tal d’inferir
relacions evolutives entre diferents grups d’espécies, aquestes seqiiéncies sols ens
serveixen per a estudiar les divergéncies que han ocorregut en una escala temporal molt
llarga. Aixi, es pot considerar que un gen nuclear presenta un canvi per mutacio cada
milié d’anys com a mitjana (més o menys!) i aixo fa que, entre especies que han divergit
fa menys de 5 milions d’anys, no trobem gairebé cap diferéncia amb els marcadors
genetics tipics (p.e. gens ribosomals o codificant per histones). Per exemple, la seqiiéncia
de la proteina histona H3 no ens permet discriminar entre un huma i un ximpanzé, i sols
trobem dos canvis d’aminoacid en comparar un huma i una rata (temps de divergeéncia:
25-80 milions d’anys). Quan volem estudiar les relacions evolutives entre espécies que
fa relativament poc de temps que han divergit, necessitem marcadors genétics especifics i

que tinguen una taxa de mutacid especialment elevada.

1.2.1.- ADN mitocondrial (mtDNA) i Microsatel.lits (VNTRs)

Els marcadors genétics amb una taxa de mutacid especialment elevada més
utilitzats son I’ADN mitocondrial (mtDNA) i els microsatel.lits (VNTRs). Per una banda,
les taxes de mutacid de mtDNA son generalment més altes que els de les seqiiencies

d’ADN nuclear codificant per gens. Brown et al. (1982) va demostrar que la taxa



d'evolucio de seqiiencia de mtDNA en primats esta al voltant d'un 2% per milié d’anys 1
que la taxa d'evolucid del genoma mitocondrial sol ser unes 10 vegades més elevada que
la taxa de mutaci6 del genoma nuclear. Gracies a 1’obtencid d’estimes directes de les
taxes de mutacié de mtDNA en ocells (Lambert et al. 2002), nematodes (Denver et al.
2000), 1 humans (Howell et al. 2003), ara sabem que la selecci6 juga un paper molt
important en l'evolucido del mtDNA. Aixo, i el fet que I’ADN mitocondrial s’herete
solament per via materna en la majoria d’animals, fa que aquest genoma ens presente una
visio molt peculiar de la historia evolutiva de les especies. L’ADN mitocondrial s’ha fet
servir principalment per a estudis de filogeografia, ja que permet integrar distribucid
geografica 1 relacions filogenétiques entre al.lels d’una forma directa (vegeu més

endavant).

Microsateél.lit amb 4 repeticions

vl

2\ S

Fig. 6. El model mutacional ‘stepwise’ intenta explicar el procés mutacional dels marcadors microsatel-lit.
Per aixo, com ens mostra la imatge superior, dues mutacions, una pérdua d’una repeticid (-1) seguida per

un guany (+1) retorna el marcador a la seva llargada original.

Per altra banda, fa escassament 30 anys que es van descobrir els microsatel.lits
(VNTR: Repeticions en Tandem de Nombre Variable; Tautz, 1989). Els microsatel.lits
son seqiiencies d’ADN consistents en repeticions en tandem de 1 a 5 parells de bases
(mono-, di-, tri-, tetra- o pentanucleotids) (Queller et al, 1993). Aquestes seqiiéncies estan
distribuides al genoma de tots els eucariotes analitzats fins ara i també en el genoma
cloroplastic de plantes (Jarne and Lagoda, 1996), perd gairebé sempre situades en regions
no codificants, ja que el guany o la perdua de les repeticions pot provocar canvis en la

pauta de lectura del gen per a tots els tipus de repeticions a excepcid dels trinucleotids



(Hancock, 1999). La seva densitat depen de 1'espécie i solen presentar elevats nivells de
polimorfisme, ja que tenen una taxa de mutacid molt elevada (Féral, 2002). Aquesta
elevada taxa de mutacio és deguda al fet que el nombre de repeticions varia facilment per
les dificultats de I’ADN polimerasa per a replicar un fragment amb seqiiencies
repetitives. El procés de mutacid de seqiiencies repetitives per I’ADN polimerasa sol ser
‘stepwise’, €s a dir, que el canvi normalment suposa un augment o disminucio en 1 unitat
de repeticio (Fig. 6). Per altra banda, en especies en que s’ha pogut estimar la taxa de
mutacid directament, s’ha descrit que també es poden produir al-lels nous a partir de

guanys de més d’una unitat de repeticio (Vazquez et al., 2000; Seyfert et al., 2008).

En els darrers anys, trobem els microsatel.lits entre els marcadors moleculars més
utilitzats en estudis poblacionals (DeWoody and Avise, 2000; Hutchinson et al, 2001).
A¢d ¢és perque presenten elevats nivells de polimorfisme, son codominants, son
generalment neutres, només es necessita una petita quantitat de teixit per realitzar les
analisis 1 es poden analitzar un gran nombre de marcadors de forma simultania (Jarne and
Lagoda, 1996). Totes aquestes qualitats fan que els microsatel.lits siguen els marcadors
moleculars més indicats per estudiar variabilitat inter- i intra- poblacional, ja que la seva
gran diversitat permet diferenciar poblacions 1 estimar el flux génic entre aquestes d'una
forma molt més clara que amb qualsevol altre marcador molecular (Estoup et al. 1998).
El principal problema que presenta 1'is de loci microsatel.lits és que s'han d'aillar de novo
per a la majoria d'especies que s'han d’estudiar per primer cop, ja que, en trobar-se en
regions no codificadores, les seves regions flanquejants estan generalment poc
conservades. A causa d'aquestes complicacions per tal d’amplificar un mateix set de
microsatel.lits en diferents espécies, només un nombre molt limitat d'estudis
experimentals s'han dut a terme per provar l'aplicabilitat de microsatel-lits per a la

inferéncia filogenetica sobre processos d’especiacid recent (Guo et al., 2005).
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1.2.2.- Processos d’especiacid al medi mari i el génere Palinurus

L’existéncia de marcadors amb una taxa de mutacid relativament elevada ens
permet dur a terme ’analisi de processos d’especiacié recent. Alhora, ’estudi de la
variabilitat i les relacions filogenetiques entre espécies que han divergit fa poc ens permet
definir quins processos historics han tingut un major impacte sobre els organismes marins
1, més concretament, definir quin €s el model d’especiacido més adequat per a organismes
que evolucionen en un medi, el medi mari, sense barreres a la dispersio tan aparents. La
major part de biolegs evolutius accepten el concepte biologic d'especie proposat per
Mayr: I’espécie esta formada per grups de poblacions d'organismes que poden encreuar-
se 1 donar descendéncia fertil, aillats reproductivament d'altres grups (Mayr, 2001).
L'aillament reproductor, conjuntament amb la seleccio i la deriva genetica han contribuit
a crear 1 estendre les diferéncies morfologiques que existeixen entre les especies. Per tant,
entendre 1'origen d'aquest aillament és entendre 1'origen de les especies (Heads, 2005).
Segons els neodarwinistes, el model més important d’aillament és degut a 1’existéncia de
barreres entre les poblacions. Aquest aillament fisic o al.lopatria, portaria inevitablament
a la divergencia evolutiva mitjangant la selecci6 natural i/o la deriva genctica (Kimura,
1983). Després d'un temps suficient, l'aillament reproductor es desenvoluparia com una

conseqiiencia més d'aquesta diferenciacié genctica.

El génere Palinurus representa un cas especialment interessant per tal d’estudiar
el procés d’especiacio en el medi mari, ja que només es troba a 1’ Atlantic Central 1 Nord-
oriental, Mar Mediterrania, i a I’Indic Sud-occidental i compta amb sis espécies actuals
(Groeneveld, 2007). Tres especies viuen a I'hemisferi nord (P. elephas Fabricius, 1787, P.
mauritanicus Gruvel, 1911 1 P. charlestoni Forest & Postel, 1964) 1 tres més a I'hemisferi
sud (P. gilchristi Stebbing, 1900, P. delagoae Barnard, 1926 i P. barbarae Groeneveld et
al., 2006). P. elephas 1 P. mauritanicus es troben a 1’ Atlantic nord-oriental i Mediterrania
mentre P. charlestoni és una espécie endémica de les Illes de Cabo Verde, a 1’Atlantic
Central Oriental (Zariquiey-Alvarez, 1968; d'Udekem d'Acoz, 1999). La distribucio
batimeétrica de P. elephas esta compresa entre 5 1 200 m de profunditat en substrat rocos;

P. mauritanicus es troba preferentment entre 150 i 400 m, en esculls coral-lins i substrats
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fangosos prop d'afloraments de roca i P. charlestoni es troba en fons rocosos de marcat
pendent, a profunditat de 50-350 m i1 probablement aigiies més profundes (Abello et al.,
1988; Groeneveld et al., 2007). Pel que fa a les especies de 1'hemisferi sud, P. gilchristi és
endémica de la costa sud de Sud-Africa, al voltant de 50 i 200 m de profunditat i P.
delagoae és una especie d'aigua més profunda (150-600 m) distribuida entre les latituds
17° S (Mogambic) a 32° S (Sud-Africa oriental). Finalment, P. barbarae és una espécie
recentment descoberta que es troba en roques trencades i costerudes a més de 100 m de

profunditat a Walters Shoals, Madagascar Ridge (Groeneveld et al., 2006).

Les relacions evolutives entre les sis espécies incloses en el geénere Palinurus
s'han estudiat recentment mitjancant els gens mitocondrials COI i 16S (Groeneveld et al.,
2007). Groeneveld et al. (2007) han suggerit que la distribucid geografica actual indica
una divergeéncia pre-Miocenica (14-23 milions d’anys), amb dos llinatges separant-se
amb el tancament de la connexié marina que unia Mar Mediterrania amb ocea Indic
(Rogl, 1999). Els resultats obtinguts per aquests autors també donaven suport a la
monofilia del génere i indicaven que P. charlestoni podria, de fet, haver estat originat
d'un avantpassat Sudafrica que hagués colonitzat les illes de Cap Verd. Nogensmenys, hi
ha una certa controversia sobre els modes de filogeografia i especiacio en diferents grups
d’espécies presents a 1’Atlantic i 1'Ocea Indic oriental (p.e. algues: Verbruggen et al.,
2005; garotes: Lessios et al., 2001; peixos: Rocha et al., 2005). Aquests estudis
suggereixen que tant esdeveniments més vells (p.e. obertura de I’ Atlantic central durant
el Jurassic) com processos oceanografics més recents (p.e. afloraments africans i
glaciacions) podrien haver influit en els processos d’especiacié de molts organismes
marins. Per aix0, la utilitzacio conjunta de gens nuclears i mitocondrials ens pot
proporcionar una millor comprensié de les relacions filogenétiques entre aquestes
especies 1 ens pot permetre contestar a preguntes importants pel que fa als processos

d'especiacio i radiacio en organismes marins.
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1.3.- Genética de poblacions en organismes marins: “poner puertas al mar”

Finalment, I’estudi de la variabilitat genctica dins d’una mateixa espécie ens
apropa de forma directa al mon de la genética de poblacions i a I’ambit més actual de
I’evolucio. Definir els patrons filogeografics de distribucido de variabilitat geneética 1
estudiar els patrons d’estructuracié d’aquesta variabilitat ens ajuda a entendre quin ha
estat ’origen 1 quin pot ser I’impacte de diferents factors sobre la variabilitat genética
d’una espécie. Des d’un punt de vist economic, tota aquesta informacio té un pes molt
més important quan tractem de gestionar els stocks d’especies sotmeses a explotacio

pesquera, com és el cas de la llagosta vermella (Palinurus elephas).

1.3.1.- Marc conceptual: Filogeografia i Teoria de la coalescencia.

La filogeografia és un camp de coneixement molt recent i que ha experimentat un
creixement rapid durant els darrers anys (Beheregaray, 2008). S’origina a partir de les
tecniques moleculars aparegudes al voltant dels anys 1980 que permeten determinar, de
forma sistematica, la variacié en seqliencies d’ADN a nivell poblacional 1 per tant
reconstruir genealogies de gens. Aixi, la filogeografia adreca l'estudi dels processos
historics que expliquen la distribucié geografica actual de la variabilitat genética de les
especies. Aixo s'acompleix estudiant la distribuci6 geografica dels individus en base a les
relacions evolutives entre els al.lels que contenen. Per aquesta rad, la filogeografia es
troba a mig cami entre la genética de poblacions classica 1 la filogenctica. Com que es
posa un eémfasi explicit en el passat biogeografic, es tracten principalment esdeveniments
que han ocorregut en el passat més recent d’una especie, com ara expansions
poblacionals, reduccions drastiques en les grandaries poblacionals (colls d’ampolla),
processos de vicarianca (és a dir, que la poblacio ha quedat dividida per 1'aparicié d'una
barrera determinada o l'extincié de poblacions intermedies) i migracid. La filogeografia
integra conceptes de la teoria de la coalescencia (veure més endavant) i la informacio
geografica per a poder inferir la importancia relativa de cadascuna d'aquestes forces

historiques en la formacid dels patrons actuals.
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Tot 1 aixod, cal tenir en compte que cada seqiiencia d’ADN té la seva propia
genealogia, 1 la historia evolutiva de I’especie €s la suma de moltes genealogies de gens
diferents. L'is de marcadors diversos, tant mitocondrials com nuclears, indica que les
conclusions obtingudes a partir d'un Gnic marcador molecular poden ser enganyoses. A
m¢és, els diversos metodes d'analisi investiguen aspectes diferents de la historia evolutiva.
En conseqiiencia, per tal de reconstruir la historia filogeografica d'una especie, hom
hauria d’usar idealment una amplia gamma de seqiiéncies, incloent-hi marcadors
nuclears, autosomals, relacionats al sexe, marcadors neutres, i sempre incloent-hi
marcadors que cobrisquen un ampli espectre de taxes de mutacio (Avise, 1998). Una
filogeografia basada en I’estudi d'uns quants loci independents ens proporcionara una
visio de la historia molt més completa i més fiable, perd necessitem un marc conceptual

que ens permeta integrar aquesta informacio.

La teoria de la coalescéncia proporciona els fonaments teorics de la genctica
molecular de poblacions i la genomica actuals. Es el marc conceptual per a estudis de
variabilitat molecular dins 1 entre espécies, 1 és la font d'eines essencials per a realitzar

inferéncies sobre el procés evolutiu (Wakeley, 2005).
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La teoria de la coalescéncia €s un model retrospectiu que localitza tots els al-lels
d'un gen en una mostra, des d'una poblaci6é determinada fins a una copia ancestral unica
compartida per tots els membres de la poblacié (Kingman, 1982a). Aquest €s I’anomenat
ancestre comu més recent (MRCA) (Fig. 7). Les relacions d'heréncia entre al-lels es
representen tipicament com a genealogia de gens, similar en forma a un arbre genealogic.
La teoria de la coalescéncia pretén descriure les propietats estadistiques d’aquesta
genealogia de gens. En el cas més simple, la teoria de la coalescéncia no assumeix
recombinacio, seleccid, ni flux geénic o estructuracié de les poblacions (Hudson, 1991).
Els avencos en la teoria de la coalescéncia, tanmateix, permeten ampliar el model basic, 1
incloure recombinacid, seleccio, 1 virtualment qualsevol model demografic arbitrariament
complex. La teoria matematica de la coalesceéncia va ser desenvolupada originalment
durant els anys 1980 per John Kingman (1982b), i intenta predir la quantitat de temps
passat entre la introduccié d'una mutacid i la distribucid de I’al-lel o gen particular en una
poblaci6. Sabem que la deriva genctica tendeix a fixar un dels al-lels presents a la
poblacio, de forma que resulta més probable que es fixi 1'al-lel més abundant en abséncia

d'accid d'altres forces evolutives (Kimura, 1968, 1989).
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Fig. 8. Canvi en la freqiiéncia d’un al.lel que no pateix 1’efecte de la seleccid, per a una poblacié amb un
tamany efectiu de Ne = 10 (dalt) i Ne = 100 (baix). Aquests al.lels evolucionaran de forma “neutra”, aixi
que alguns desapareixeran i uns altres es fixaran per atzar. La velocitat (en nombre de generacions) amb

que s’arriba a la fixacio o pérdua d’un al.lel neutre depén de la grandaria efectiva de la poblacio.
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A més, la velocitat de fixacio d'un al-lel guarda una relacio inversa amb el nombre
d'individus de la poblacio (Fig. 8). En general, la deriva genética és un mecanisme lent,
sobretot en poblacions grans, perd esdevé important quan un nombre petit d'individus
funda una nova poblacio o les poblacions estan aillades (Gavrilets, 1999). Per tant, definir
els patrons de connectivitat entre poblacions d’una espécie té una importancia fonamental
per tal de mantenir 1 gestionar la diversitat biologica de les especies (Frankham et al.,
2002). De fet, en els plans de conservacid dels recursos marins, cal tenir en compte les
relacions de flux génic entre poblacions d’especies amenagades per tal de localitzar arees

protegides alla on 1’efecte positiu siga major.

1.3.2.- Dispersio larval i connectivitat: Barreres actuals

En la practica, a I’hora d’establir una zona protegida, sembla més convenient
preservar aquelles poblacions que tenen una capacitat reproductiva major i que son
capaces d’exportar individus de forma efectiva cap a altres arees (Palumbi, 2004).
Tanmateix, els estudis de dispersid en organismes marins sén generalment escassos a
causa de la natura de 1'ambient que ocupen (Avise, 1998). Per tal de respondre aquestes
quiestions de forma definitiva, caldria seguir els propaguls microscopics a través de
I'ambient pelagic, des de I’eclosié de les larves fins als llocs de reclutament. Com que
aixod no és factible en la majoria de les espécies (Moran and Marko, 2005), les dades
genetiques ens presenten una oportunitat excepcional per tancar buits en el coneixement
dels patrons de connectivitat i demografia de les poblacions (Avise 2004). Els marcadors
genetics poden proporcionar-nos evidéncies molt fortes del fet que una poblacid és
tancada perque la diferenciacid genética és molt sensible a la migraci6. Aixi, un grau
elevat de dispersid es troba habitualment associat amb un menor grau de diferenciacid

genctica al llarg de ’area de distribucid de I’especie (Palumbi et al., 2003).

Per a molta gent, no coneixedora de I’heterogenia real de la mar, pot semblar que
I'ambient mari és com un espai sense barreres, continu i homogeni al llarg de grans
distancies. D’acord amb aquesta visid, generalment es troba que els organismes marins

presenten uns valors de diferenciacid genética (Fst < 0.005) comparativament més baixos
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que organismes terrestres (Fst > 0.01) (Waples, 1989). No obstant aixo, 1’existéncia de
transicions entre diferents mars o la preséncia d’estructures oceanografiques complexes,
com ara girs i remolins, fa que el medi mari estiga més estructurat del que sembla a
primer cop d’ull (Rocha et al., 2005). Aixi, barreres oceanografiques, aillament per
distancia, limitacions comportamentals a la dispersio, seleccio i historia recent de les
poblacions poden causar subdivisio poblacional (Palumbi, 1994). De fet, la duracié de la
larva pelagica (PLD) sembla ser un factor important per a entendre els patrons de
dispersid i el grau de connexio entre poblacions al medi mari (Shanks et al., 2003). Aixi,
les especies de crustaci amb una elevada PLD solen presentar poblacions grans i amb
arees de distribucié amples (Shanks and Eckert, 2005; Teske et al., 2006). Tanmateix,
encara que les larves potencialment podrien dispersar-se llargues distancies, estudis
recents apunten que pot existir estructuracid poblacional en escales molt menors que el
limit teoric de dispersid larval (Rocha et al., 2005), indicant que el comportament de les
larves 1 la seua localitzacio en les diferents masses d’aigua també poden tindre un paper
important en el grau de dispersié (Naylor, 2005, 2006). El fet que I’estructuracid
poblacional i la diversitat genética estiguen estretament relacionades, fa que 1’estudi de la
variabilitat 1 1’estructuraci6 de les poblacions d’organismes marins ens permeta
determinar 1’efecte que els factors oceanografics tenen sobre la capacitat dispersiva i els

patrons de connectivitat dels organismes marins sotmesos a explotacio (Rice, 2004).

1.3.3.- Biologia i pesca de Palinurus elephas

La llagosta europea (Palinurus elephas Fabricius, 1787) és una espécie comercial
present en la Mediterrania i la costa de 1’Atlantic Occidental entre Marroc (28°N) i
Noruega (60°N). Les captures de llagosta han minvat de forma continuada durant els
darrers anys, amb la mitjana de captures descendent de forma alarmant tot al llarg de la
seua distribucié geografica (Gofii and Latrouite, 2005). Tot i que la present normativa
regula una talla minima de captura i estableix un periode de veda de sis mesos i un
maxim per a la quantitat de xarxes per vaixell, un percentatge considerable de les
captures de llagosta podrien escapar al control de les administracions (Groeneveld, 2003).

Atés que sembla impossible controlar la pesca indiscriminada per tota 1’area de
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distribucid, €s evident que la regulacid de les pesqueries de llagosta ha de passar per
I’establiment d’arees protegides que permeten d’abastir les zones sobreexplotades (Carr,
2000). La llagosta europea ¢és una espécie candidata per als plans de proteccio i
conservacid dels recursos marins sotmesos a explotacio pesquera dins 1’ambit de la Unid
Europea, inclosa en la llista d’espécies protegides en 1’annex 3 de la Convencio de Berna
(1979) 1 I’annex I de la llista d’espécies prioritaries per a la conservacié de la SAC
(AdriaMed, 2007). Per tal de desenvolupar programes de conservacié adequats és molt

important realitzar estudis previs sobre la connectivitat de les poblacions.

Les llagostes adultes no solen desplagar-se llargues distancies, aixi que les
connexions entre poblacions han de ser degudes principalment a la dispersié larval
(Hepper, 1977; Relini and Torchia, 1997). Les primeres fases del desenvolupament de les
llagostes inclouen una fase larval planctonica adaptada a una llarga vida en 1’ocea obert,
on augmenten les probabilitats de dispersid via els corrents marins (Booth and Phillips
1994). Aixi, la durada de la fase filosoma en la llagosta europea (P. elephas) s’ha estimat
en 9 mesos a la natura (Hunter, 1996). La fase larval és seguida per una metamorfosi a la
fase de puerulus (post-larva), la qual esta encarregada de I’assentament al fons mari i la
transicio a juvenil de llagosta (Palero et al., 2008). Els juvenils d’algunes espécies de
llagosta poden migrar fins a 700 km (Goeneveld and Branch, 2002), i en el procés de
migraci6 podrien compensar I’efecte dispersiu de la fase larval (Booth, 1997). Aquest
mecanisme de dispersio larval 1 migracions bentoniques faria pensar que el flux génic
entre poblacions és extens, i1 per tant, que 1’estructuracidé genctica és molt baixa. Tot i
aixo, els moviments de les masses d’aigua que afecten la dispersio larval soén temporals i,
de vegades, canvis en el patrd de corrents poden fer que algunes poblacions queden
aillades. D’aquesta manera, sistemes oceanografics semitancats, com ara la Mediterrania,
poden conduir al desenvolupament de poblacions geneticament divergents (Pollock,

1993).

Estudiar I’estructura poblacional és un pas fonamental per definir 1’existéncia
d’unitats de gestid geneticament diferenciades, especialment en P. elephas, donada la

seua rellevancia economica i la implicacidé de diferents estats de la Unié Europea i el
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Nord d’Africa en la seua explotacié comercial. A més a més, I’existéncia d’una fase
larval de tan llarga duracid ens permet utilitzar P.elephas com a model per tal de testar la
relaci6 entre la durada de la fase larval i ’estructuracié genctica en les poblacions

d’organismes marins.
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2.- OBJECTIUS

1- Revisar els metodes actuals d'inferéncia filogenética posant émfasi en la inferéncia a
partir de dades moleculars. Assenyalar els trets més importants dels metodes de maxima
parsimonia (MP), métodes de distancies, maxima versemblanca (ML) i inferéncia

Bayesiana (BI).

2- Proporcionar noves perspectives sobre les relacions evolutives entre llagostes de
I’infraordre Achelata utilitzant marcadors moleculars, tant d’evoluciéo lenta com
d’evoluci6 rapida, i calcular el temps de divergéncia entre taxa utilitzant el meétode del

rellotge molecular relaxat.

3- Desenvolupar una genoteca per a la llagosta europea Palinurus elephas per tal

d’obtenir un conjunt de marcadors microsatel-lit polimorfics.

4- Comparar les mesures de diversitat genetica i grandaria efectiva obtingudes en les sis
especies descrites del génere Palinurus a partir dels marcadors microsatel-lit préviament

desenvolupats.

5- Estudiar les relacions filogenctiques entre especies del geénere Palinurus i testar el
suport de les dades moleculars a diferents hipotesis evolutives, utilitzant els métodes
classics basats en distancies, 1 métodes recents basats en la teoria de la coalescéncia, com

la Computacié Bayesiana Aproximada (ABC).

6- Estudiar la filogeografia de la llagosta europea utilitzant una porcid del gen
mitocondrial COI com a marcador geneétic 1 P. mauritanicus com a outgroup, 1 analitzar si
la variabilitat genetica i I’estructura de les poblacions de P. elephas estan influides per

factors actuals 1/0 historics.

7- Avaluar l'estructura genetica de les poblacions de P. elephas dins 1 entre les conques

atlantica 1 mediterrania i estudiar 'efecte de les diferents estructures oceanografiques
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sobre aquesta estructuracio utilitzant el conjunt de marcadors microsatel-lit préviament

desenvolupat.
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OBJECTIVES

To review phylogenetic inference methods with a special emphasis on inference
from molecular sequence data. To point out the most relevant traits of methods
such as maximum parsimony (MP), distance methods, maximum likelihood (ML)

and Bayesian inference (BI).

To provide new insights on the evolutionary relationships among Achelata
lobsters using both slow and fast-evolving molecular markers, and to date the

divergence time among taxa using the relaxed molecular clock.

To develop a genomic library from a specimen of the European spiny lobster

Palinurus elephas in order to obtain a set of polymorphic microsatellite markers.

To compare genetic diversity levels and estimates of effective population size for
the six known species of Palinurus using the microsatellite markers previously

developed for P. elephas.

To ascertain the phylogenetic relationships between species of the genus
Palinurus and to test among conflicting evolutionary hypotheses, using both the
classic distance-based and the more recently developed coalescent-based

Approximate Bayesian Computation (ABC) methods.

To study the phylogeography of the European spiny lobster using a portion of the
COlI gene as genetic marker and to analyse whether the present genetic variability
and population structure of P. elephas is influenced by current and/or historical

factors using P. mauritanicus as an outgroup.

To assess the genetic structure of P. elephas populations between and within

Atlantic and Mediterranean basins and to study the effect of the different
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oceanographic events on this structuring using the previously developed set of

microsatellite markers.
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3.- PUBLICACIONS

3.1. Reconstruccio Filogenética: Estudi de divergencies antigues als Achelata.

Publicacid 1 Phylogenetic Inference Using Molecular Data

Publicacié 2 Phylogenetic relationships between spiny, slipper and coral lobsters

(Crustacea, Decapoda, Achelata)

3.2. Reconstruccio Filogeneética: Estudi de divergéncies recents a Palinurus.

Publicacio 3 Isolation and characterization of microsatellite loci in

Palinurus elephas

Publicaci6 4 Cross-species amplification and microsatellite variability in spiny lobsters

of the genus Palinurus Weber, 1795

Publicacio 5 Rapid radiation in spiny lobsters (Palinurus spp) as revealed by classic

and ABC methods using mtDNA and microsatellite data

3.3. Diversitat genética i diferenciacio en poblacions de llagosta vermella (Palinurus

elephas) de I’ Atlantic i la Mediterrania.

Publicacié 6 Phylogeography of the European spiny lobster (Palinurus elephas):

Influence of current oceanographical features and historical processes

Publicacié 7 Influence of long larval phase and oceanic boundaries on population

structure and conservation strategies of European spiny lobster
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3.1. Reconstruccio Filogenetica: Estudi de divergéncies antigues als Achelata.

Publicacié 1 Phylogenetic Inference Using Molecular Data

Publicacid 2 Phylogenetic relationships between spiny, slipper and coral lobsters

(Crustacea, Decapoda, Achelata)
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Inferéncia filogenética a partir de dades moleculars.

En aquest treball revisem els diferents metodes d'inferéncia filogenetica
disponibles actualment, posant un eémfasi especial en la inferéncia a partir de dades
moleculars. Es comenca amb un comentari general sobre la inferéncia filogenetica
utilitzant seqiiencies d’ADN, seguides per una declaracié directa de la importancia d'una
bona alineaci6 de seqiiencies. Llavors proporcionem una descripcié general de diferents
models d'evolucidé de seqiiéncia, incloent-hi models evolutius que expliquen
I'heterogeneitat en la taxa de mutaci6 al llarg de les seqiiéncies d’ADN o una estructura
secundaria complexa (gens ribosomals). Es presenta una descripcid global dels metodes
d'inferéncia més utilitzats, centrant-nos en conceptes clau d'interés general. Assenyalem
els trets més caracteristics de meétodes com la maxima parsimonia (MP), métodes basats
en matrius de distancia, maxima versemblanca (ML) i inferéncia Bayesiana (BI).
Finalment, parlem de diferents mesures de suport per als nodes d'una reconstruccio

filogenetica particular.
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Publicacio 1 (pag. 27-49)

Palero, F. and K.A. Crandall (2009) Phylogenetic inference using
molecular data. In: Decapod Crustacean Phylogenetics. Editors: Joel W.
Martin, Keith A. Crandall, Darryl L. Felder. CRC / Taylor & Francis.
ISBN: 9781420092585.



Relacions filogenétiques entre llagostes, castanyoles i llagostes dels esculls de corall

(Crustacea, Decapoda, Achelata).

Les dades moleculars ens poden ajudar en la resolucié d'hipotesis evolutives en
conflicte generades a partir de dades morfologiques i/0 un registre fossil incomplet. A
més, la reconstruccid de relacions filogenétiques a partir de dades moleculars pot ajudar a
tracar l'origen d'innovacions morfologiques que poden haver tingut un impacte essencial
en la radiacié d'un grup taxonomic. En aquest treball, usem diferents seqiiencies de gens
nuclears (18S, 28S 1 H3) 1 mitocondrials (16S i COI) obtingudes en un total de 35
especies d'Achelata per a testar hipotesis en conflicte i per resoldre els desacords
taxonomics. El conjunt combinat de dades moleculars recolza fortament la hipotesi que
Achelata és un grup monofilétic compost de dues families principals: Palinuridae i
Scyllaridae. Es troba que Synaxidae €s un grup polifilétic, que s'hauria d'incloure dins de
Palinuridae. Consegiientment, els nostres resultats indiquen que l'origen de 1'0rgan
estridulant hauria ocorregut només una vegada durant 1’evolucid dels Achelata.
Finalment, les dues clades principals trobades dins dels Scyllaridae estarien d'acord amb
inferéncies prévies basades en dades morfologiques d’adults. La datacié de la divergéncia
dins d'Achelata obtinguda amb un model de rellotge relaxat és compatible amb les

hipotesis previes d'un origen Triassic del grup Achelata.
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Publicacio 2 (pag. 51-61)

Palero, F., Crandall, K.A., Abello, P., Macpherson, E. and M. Pascual
(2009) Phylogenetic relationships between spiny, slipper and coral lobsters

(Crustacea, Decapoda, Achelata). Molecular Phylogenetics and Evolution
50, 152-162.



3.2. Reconstruccio Filogeneética: Estudi de divergéncies recents a Palinurus.

Publicacio 3 Isolation and characterization of microsatellite loci in

Palinurus elephas

Publicacio 4 Cross-species amplification and microsatellite variability in spiny lobsters

of the genus Palinurus Weber, 1795

Publicacio 5 Rapid radiation in spiny lobsters (Palinurus spp) as revealed by classic

and ABC methods using mtDNA and microsatellite data
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Aillament i caracteritzacio de loci microsatél-lit en Palinurus elephas.

Les captures de llagosta europea (Palinurus elephas) han patit una caiguda
alarmant durant décades recents tot al llarg de la seva area de distribucié a causa d’una
sobre-explotacié incontrolada, cosa que fa d’aquesta espécie un objectiu directe per als
plans de conservacid. S’han aillat un total de 164 loci microsatél-lit a partir d'una
genoteca de P. elephas enriquida per a repeticions CA, GA, CAA i GATA. Un total de 15
loci polimorfic s’han genotipat en 48 individus. S'ha detectat un elevat nombre d'al-lels
per locus (mitjana de 20 + 10.5) 1 una heterozigositat observada alta (mitjana de 0.789 +
0.197). Cap dels parells de loci no mostrava desequilibri de lligament significatiu. Dos
del loci (Paell i Pael2) mostraven un desviament significatiu de l'equilibri Hardy-
Weinberg a Sagres, mentre que Pael38 mostrava desviament significatiu a Tunis. Aquests
marcadors altament polimorfics seran utils per determinar els patrons espacials de

diversitat genética entre 1 dins de poblacions de Palinurus elephas.
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Palero, F. and M. Pascual (2008) Isolation and characterization of
microsatellite loci in Palinurus elephas. Molecular Ecology Resources 8,
1477-1479.



Amplificacio creuada i variabilitat genética de microsatél-lits en especies de llagosta

del génere Palinurus Weber, 1795.

La majoria de les pesqueries de les llagostes del geénere Palinurus s'han
sobreexplotat durant les darreres décades, la qual cosa ha algat una preocupacioé creixent
per tal de dissenyar espais marins protegits (MPAs) per a aquest valuds recurs. Per
dissenyar reserves marines eficaces, s'haurien de definir els patrons de connectivitat entre
poblacions de llagosta, de forma que marcadors altament polimorfics son necessaris.
Recentment s’han desenvolupat un total de 13 microsatel-lits en Palinurus elephas. En
aquest treball utilitzem aquestos marcadors per avaluar els nivells de diversitat genética
en poblacions de les sis especies conegudes del geénere Palinurus. Els marcadors
microsatel-lits mostren polimorfisme en totes les especies de Palinurus, amb valors de
diversitat que varien de 0.650 + 0.077 (P. barbarae) fins a 0.792 + 0.051 (P. elephas).
Conseglientment, el conjunt de marcadors microsatel-lit proposat és adequat per avaluar
la diversitat genctica i analitzar 'estructura de poblacions en totes les especies del génere
Palinurus. A més a més, quan tenim en compte la distribucio en profunditat, es troba que
les especies d'aiglies superficials tenen grandaries efectives major que els seus homolegs
d'aigua profunda. Per aquesta rao, les espécies d'aigua profunda serien més sensibles a la
sobrepesca, 1 per tant, la sobreexplotacid tindria un efecte a llarg termini molt més gran

sobre la diversitat genética en aquestes especies.
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ABSTRACT

Most Palinurus spiny lobster fisheries have been overexploited during the last
decades, and a growing concern on management decisions for this valuable resource has
been raised. In order to design efficient marine reserves, connectivity patterns among
spiny lobster populations should be defined, and neutrally-evolving, highly polymorphic,
markers are needed. A total of 13 microsatellite DNA loci recently developed in
Palinurus elephas were used to assess cross-species amplification and genetic diversity
levels in the six known species of the genus Palinurus. Microsatellite markers showed
polymorphism in every species, with gene diversity values varying from 0.650 + 0.077
(Palinurus barbarae) to 0.792 + 0.051 (P. elephas). Therefore, the proposed set of
microsatellite markers was found to be suitable for genetic diversity assessment and
population structure analysis in every Palinurus species. Most importantly, when depth
distribution was taken into account, shallow water species of Palinurus were consistently
found to have larger historical effective population sizes than their deep-water
counterparts. For this reason, deep-water species could be more sensitive to overfishing,
and a larger effect on the long-term genetic diversity of the species would be caused by

overexploitation.
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INTRODUCTION

The family Palinuridae Latreille, 1802, commonly known as spiny or rock
lobsters, is one of the most commercially important groups of decapod crustaceans
worldwide (FAO 2008). Palinurid lobsters are distinguished from the Nephropidae or true
lobsters by their lack of chelae and their rostrum being absent or reduced to a single spine
(Holthuis 1991). Adult spiny lobsters are epibenthic animals adapted for crawling and
inhabiting holes and crevices of rocky and coralline habitats (Booth and Phillips 1994).
They are long-lived crustaceans, with generally one reproductive season per year and a
long incubation period after which the phyllosoma, a planktonic larval phase, emerges
(Pollock 1995; Palero and Abelld 2007). The phyllosoma larva is a specialized form of
zoea, particularly adapted to spending a long life in the open ocean (4—12 months; even
two years in some Indo-Pacific species), where wide opportunities for both dispersal and
retention via ocean currents exist (Booth 1997; Palero et al. 2008a). The phyllosoma
larval period of spiny lobsters is followed by metamorphosis into a puerulus (decapodid)
stage, which settles on the seafloor and moults into a juvenile spiny lobster (Guerao et al.
2006; Palero et al. 2008b). Finally, juveniles of some species have been shown to migrate
long distances back to adult breeding grounds, and in the process would redress dispersal

of larvae by ocean currents (Groeneveld and Branch 2002).

The genus Palinurus has six extant species and a restricted distribution (Holthuis
1991; Groeneveld et al. 2006a; Palero et al. 2008c). Three species occur in the northern
hemisphere (Palinurus elephas Fabricius, 1787, Palinurus mauritanicus Gruvel, 1911,
and Palinurus charlestoni Forest and Postel, 1964) and another three in the southern
hemisphere (Palinurus gilchristi Stebbing, 1900, Palinurus delagoae Barnard, 1926 and
Palinurus barbarae Groeneveld et al. 2006b). Palinurus elephas and P. mauritanicus are
distributed in the northeastern Atlantic and Mediterranean Sea while P. charlestoni is an
endemic species from the Cape Verde Islands in the eastern central Atlantic (Zariquiey-
Alvarez 1968; d’Udekem d’Acoz 1999). Palinurus elephas is found between 5 and
around 200 m depth on rocky substrate with caves and crevices, P. mauritanicus is found

preferentially between 300 and 600 m, on deep coral reefs and muddy substrates near
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rocky outcrops, and P. charlestoni is found on steep rocky bottoms at 50-350 m depth
(Abell6 et al. 1988; Groeneveld et al. 2007). As for the southern hemisphere species, P.
gilchristi is endemic to the south coast of South Africa, where it occurs between around
50 and 200 m, P. delagoae is a deeper water species (150-600 m) distributed from 17° S
(Mozambique) to 32° S (eastern South Africa) and P. barbarae is found in steep broken
rocks deeper than 100 m at Walters Shoals, Madagascar Ridge (Gopal et al. 2006;
Groeneveld et al. 2006b).

All six species known in the genus are of present or potential commercial interest
and most of them have been historically overexploited (Holthuis 1991; Groeneveld et al.
2006a). For example, some populations of P. elephas have been fished for human
consumption since ancient Greek and Roman times (Apicius I AD). Most Palinurus
species are currently targeted by trammel net and trap-fisheries (Palha de Sousa 2001)
and can also be found as a minor by-catch in multi-species trawl fisheries (Fennessy and
Groeneveld 1997). Increased levels of exploitation during the second half of the twentieth
century had a great impact on population structure, reproductive potential and population
size of exploited species of Palinurus (Hunter 1996; Groeneveld 2003). Therefore, a
growing concern on management strategies for these valuable resources, such as
designing marine protected areas (MPAs), has been raised (Follesa et al. 2007). P.
elephas and P. mauritanicus have recently been included in ANNEX I of the SAC
Priority species list for conservation (AdriaMed 2007). However, in order to design an
efficient management policy of these species, connectivity patterns among spiny lobster
populations should be defined and, therefore, neutrally-evolving, highly polymorphic
markers are needed (Palumbi 2003).

About two decades ago, microsatellites were introduced as a novel molecular
marker (Litt et al. 1989; Tautz 1989; Weber et al. 1989). This class of DNA evolves
mostly under neutrality, and several thousand loci are typically present in eukaryotes
(Schlotterer 2000). Microsatellites are also highly polymorphic nuclear loci that show
great variability amongst others within marine species (DeWoody and Avise 2000). They

have also been widely employed to solve population structuring on a wide range of
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geographical levels (Carreras-Carbonell et al. 2006; Calderon et al. 2008). Different
markers such as microsatellites and mtDNA sequence data sometimes yield different
levels of genetic differentiation between populations, with microsatellites generally
providing a higher power of statistical resolution due to their higher polymorphism
(Estoup et al. 1998). Most importantly, their neutral behavior and the development of
specific metrics to detect demographic changes makes microsatellites an appropriate
molecular marker for genetic diversity assessment and past demography inference

(Kimmel et al. 1998; Bos et al. 2008).

The present study aims to test the suitability of a set of microsatellite markers,
recently developed from Palinurus elephas, for future intra-specific population structure
analyses in other species of the genus Palinurus. This will allow for a comparison of
genetic diversity estimates previously obtained using mitochondrial markers and
estimates obtained using nuclear markers. Finally, estimates of historical effective
population size will be compared for the six known species of Palinurus from the Eastern

Atlantic and Western Indian Ocean.

72



MATERIALS AND METHODS

Tissue samples of P. elephas (n = 24; Western Mediterranean: Cullera), P.
mauritanicus (n = 17; Atlantic waters: Morocco-Tanger), and P. charlestoni (n = 5; Cape
Verde Islands: Ilha do Sal) were obtained directly from fisheries and fixed in ethanol.
DNA was obtained from P. gilchristi (n = 20; South coast of South Africa; Tolley et al.
2005), P. delagoae (n = 20; S-KZN2 South Africa; Gopal et al. 2006) and P. barbarae (n
= 18; Madagascar Ridge: Walters Shoals; Gopal et al. 2006). We used the polymorphic
microsatellite loci isolated from P. elephas in Palero and Pascual (2008), with the
exception of loci Paell, Pael2 and Pael38, which were excluded because amplifications
were poor and allele sizing misleading. An extra locus (Pael48) was included (EMBL
Accession no. FFEEEEHEAREE) that can be amplified with the forward primer 5'-
ACTGGTGCAAGTCCCTTTTG-3' and the reverse primer 5'-
GCTATCGGCAACAAGAACAAC-3' at 55°C annealing temperature. Multiplex PCR
amplifications were carried out under conditions described in Palero and Pascual (2008).
Amplified products of a total of 13 microsatellite markers were scored using an ABI 3700
automatic sequencer from the Scientific and Technical Services of the University of
Barcelona. Alleles were sized by PeakScanner™ software, with an internal size marker

CST Rox 70-500 (BioVentures Inc.).

Genotypes were assigned for each individual based on allele size data. Mean
number of alleles per locus, observed heterozygosity (Ho) and Nei’s genetic diversity
estimated using the average heterozygosity across all loci were computed using the
Microsatellite Toolkit version 3.1 (Park 2001). Species sample size was standardized
(A[n=5]) before comparing allelic richness estimates among different species using
rarefaction-based methods (Petit 1998). Allele distribution and frequency across species
for each locus, and relationship between allelic richness and individual number in every
species were also plotted using a modified version of the allele.freq.plot() and
allele.genotype.plot() functions as implemented in standArich v1.00 (available at
http://www.ualg.pt/ccmar/maree/software.php, F. Alberto, University of Algarve, Faro,
Portugal). The software CONVERT v1.2 was employed to transform the spreadsheet-
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based dataset into different formats to be run by other population genetic programs
(Glaubitz 2004). F; estimates according to Weir and Cockerham (1984) and probability
tests of Hardy-Weinberg equilibrium based on Markov chain approaches (5000
iterations) were obtained using the GENEPOP package version 4.0.7 (Rousset 2008).
Where multiple tests were involved, significance levels were adjusted according to the
sequential Bonferroni procedure (Rice 1989). FreeNA was used for estimating null allele
frequency at different loci (ENA method for estimating Fgr values; Chapuis and Estoup
2007). Pairwise Fgr values obtained with FreeNA were used to determine the degree of

differentiation among species of Palinurus.

Estimating effective population size is particularly relevant for conservation studies
since it interacts with selection to influence the fixation probabilities of deleterious
mutations (Wright 1969). Furthermore, conservation of genetic variability is important to
the health of populations because decreased genetic variability leads to increased levels
of inbreeding and reduced fitness (Frankham 2003). In the present study, historical
effective population size was directly estimated based on microsatellite heterozygosity
using Ohta and Kimura’s (1973) formula Ne = (1/[1 — He]* — 1)/8u and assuming
mutation rates () from 1.16 x 10—4 to 7.11 x 10—5 mutations/locus/generation (Seyfert
et al. 2008). The population parameter theta (6 = 4Nep) was also used to estimate
historical effective size based on all 13 microsatellite loci. RoyChoudhury and Stephens
(2007) have shown that the homozygosity estimator (0y) of Kimmel et al. (1998) is an
accurate and unbiased estimator of the scaled population mutation rate. Consequently, we
use this estimator of 0 to calculate the historical effective population size using the above

mutation rates.

The species under study may have undergone past changes in demography, such as
a bottleneck, for which the genetic signature is still manifest (Tolley et al. 2005; Gopal et
al. 2006). Therefore, two different microsatellite-based approaches were used to test for
signatures of recent population changes in each species. First, we used the program
BOTTLENECK ver. 1.2.02 (Cornuet and Luikart 1997), assuming an infinite allele

model (IAM), a stepwise mutation model (SMM), or a two-phase model of mutation
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(TPM, with 70% SMMs). BOTTLENECK can identify strong and very recent reductions
in effective size by comparing heterozygosity from observed data to heterozygosity in a
simulated population at neutral mutation—drift equilibrium (Pascual et al. 2001). The
method of Luikart et al. (1998) was used to compare the distribution of allele frequencies
observed in a population suspected to have undergone bottleneck to the distribution
expected in a non-bottlenecked population (so-called mode-shift distortion). A Wilcoxon
signed-rank test was used to determine if a statistically significant number of loci
displayed a heterozygote excess compared to expectations based on the observed number

of alleles.

Secondly, a metric analogous to the mismatch distribution but comparing the
distribution of length differences among microsatellite alleles was also used to detect
demographic changes in these species (Kimmel et al. 1998; King et al. 2000). We
calculated the variance estimator (0y) and the homozygosity estimator (0y) from
equations (14) and (15) of Kimmel et al. (1998). The difference in the natural logarithm
of these estimators, averaged over all microsatellite loci, is the natural logarithm of the
imbalance index (Inf). This statistic relies on an imbalance between the allele size
variance and heterozygosity to detect population growth (Bos et al. 2008). The imbalance
index should be < 1 for expanding populations whose pre-expansion history is stable, but
is characteristically > 1 in populations with a reduction in size that precedes a detectable
growth phase. The Inf} metric was chosen because of its power and ability to detect
historic signals of population expansion (King et al. 2000). The analysis method of
Kimmel et al. (1998) has been implemented in R and is available from the authors upon

request.
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RESULTS

All markers were found to be polymorphic in every tested species, with the
exception of Palinurus barbarae (92.3%), for which no variability was found when
analysed using the Paell0 locus (Fig. 1; supplementary data, S1). The mean allele
number per locus varied from 4.92 + 1.98 (P. charlestoni; n=5) to 11.38 + 7.39 (P.
elephas; n=24) (Table 1). However, even though a smaller mean number of alleles was
found in P. charlestoni (probably due to the smaller sample size), this species presented
the second largest allele richness (5.07) when sample size was standardized using
rarefaction methods. Allele distribution and frequency across species for each locus
indicates that allele size range is slightly larger in the northern hemisphere species (Fig.
1). The mean gene diversity over loci (He = 0.721 + 0.010) and the mean observed
heterozygosity (Ho = 0.601 + 0.009) indicates high similar values across species (Table
1). In spite of this similarity, comparatively higher allele richness values were found in
the shallow water species (P. elephas, P. gilchristi and P. charlestoni), than in the deeper

water species (P. mauritanicus, P. delagoae and P. barbarae) (Table 1; Fig. 2).

Overall F;; value was similar for most species (mean F;; = 0.179) except for the very
low value of P. charlestoni (F;; = -0.067) and the higher value found in P. delagoae (F;; =
0.446). Three loci presented high F;; values in all species (Pael31, Pael44 and Pael53)
(supplementary data, S2). This result may be due to the presence of null alleles in these
loci as indicated by the FreeNA analyses. However, genetic differentiation estimates did
not vary significantly when using the raw dataset (Fsr = 0.1542) or when correcting for
the presence of null alleles (Fs7 = 0.1451), which indicates that presence of null alleles is
not particularly high and has little effect on global differentiation estimates. The lowest
Fgr values were found in pairwise comparisons between the Southern Hemisphere species

(Table 2). Significant Fgy values were found in comparisons between all species pairs.
Historical effective population sizes estimated using Ohta and Kimura’s (1973)

formula ranged from 8,000 to 59,000 depending on the species (Table 3). Larger

historical effective population sizes were found in P. elephas, P. gilchristi and P.
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charlestoni, while smaller sizes were consistently found in P. mauritanicus, P. delagoae
and P. barbarae. The same pattern and almost identical values were found when effective
population sizes were estimated using the homozygosity estimator (0y) of Kimmel et al.
(1998) (Table 3). In all species but P. charlestoni, observed heterozygosity values were

lower than heterozygosity values expected under the different mutation models (Fig. 3).

Wilcoxon signed-rank one-tail tests did not identify any recent demographic
changes for Palinurus species when the TPM model was assumed. However, significant
heterozygote excess, indicating a recent bottleneck, was found in P. elephas (P=0.013)
and P. gilchristi (P=0.001) when the IAM model was assumed, and heterozygote
deficiency, indicating a recent population expansion, was found in all deep-water species
P. mauritanicus (P=0.040), P. delagoae (P=0.047) and P. barbarae (P=0.032), when the
SMM model was assumed. When the full dataset (13 microsatellites) was used, the
observed values for the variance estimator (8y) were particularly high for P. gilchristi and
P. barbarae (data not shown). A detailed examination of the variance estimator (Ov)
values obtained for each locus indicated a large effect of the locus Pael44, which is the
only imperfect microsatellite analysed and which therefore had a repeat mutation step of
just 1bp. When locus Pael44 was excluded from the analysis, the variance estimator (6v)
presented similar values for every species of Palinurus (Table 4). In all cases, the
imbalance index () was > 1, which is typical in populations with a reduction in size that

precedes a detectable growth phase.
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DISCUSSION

The present study indicates that microsatellites developed for Palinurus elephas
give successful amplification in every known Palinurus species, with all of them being
polymorphic in every tested species with the exception of P. barbarae. Previous studies
in marine fish had indicated a significant negative relationship between phylogenetic
distance and microsatellite amplification success, estimated as proportion of amplified
loci (Carreras-Carbonell et al. 2008). Interestingly, Groeneveld et al. (2007) recently
found that the largest mtDNA sequence divergence between two Palinurus species
(8.24%) was between P. elephas in the Atlantic and P. barbarae in the Indian Ocean.
This pattern of lower amplification success with larger phylogenetic distance could also
explain the higher number of null alleles found in the southern hemisphere species for
some Palinurus elephas microsatellite loci. Interspecific comparisons of microsatellite
loci have previously shown that loci are more variable in the species from which they are
derived (focal species) than are homologous loci in other (non-focal) species (Forbes et
al. 1995; Rubinsztein et al. 1995). Analysing two Drosophila species using microsatellite
data, Hutter et al. (1998) showed that this can be due to an ascertainment bias during the
cloning and locus selection processes, with heterozygosity and number of alleles being
significantly higher in the focal species than in the nonfocal species (but see also Amos et

al. 2003).

The amount of variability, gene diversity measures and F; values found in
Palinurus species using microsatellite markers are similar to those found in other marine
decapod crustaceans (Robainas et al. 2002; Urbani et al. 1998; Yap et al. 2002). Despite
the differences in sample size for the species included in the present study, rarefaction-
based methods allowed the comparison of allelic richness values among Palinurus
species (Fig. 2). Generally, widespread species tend to have higher levels of genetic
diversity than rare, endemic, and otherwise geographically restricted species (Avise and
Hamrick 1996; Cole 2003). Contradicting this trend, P. charlestoni showed the second
highest genetic diversity values (Table 1). In fact, the trend found in the present study

was for allelic richness and heterozygosity to be consistently higher in shallow water
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species than in their deep water counterparts regardless of the number of genotypes
analysed (Fig. 2). Estimated historical effective population size values for shallow water
species generally double those of deep water congeners (Table 3), and therefore, lower
genetic diversity in P. mauritanicus, P. delagoae or P. barbarae could be due to
populations being smaller in deep water than in shallower water species. However,
ascertainment bias causing this pattern cannot be excluded and it should be pointed out
that genetic distances were smaller between P. elephas and both P. charlestoni and P.

gilchristi when analysed using mtDNA data (Groeneveld et al. 2007).

Population genetics theory suggests that only very small populations suffer
significant loss of genetic diversity, with minimum effective population sizes (Ne)
required to maintain genetic diversity being about 50-500 individuals (Ellstrand and Elam
1993). For marine fisheries, even “collapsed” stocks usually have census sizes (N) of
several million individuals so that there is generally little concern about the genetic
diversity of exploited species, even though the effects of overfishing on species diversity
and abundance are well documented (Hutchings 2000; Law 2007). Nevertheless, most
marine organisms are characterized by type III survivorship curves, with a combination
of high fecundity and high juvenile mortality, and such life-history traits generate a very
high variance in reproductive success, which can depress Ne substantially and cause
extremely low Ne/N ratios (Hedgecock 1994). For example, Ne can be several orders of
magnitude smaller than census size in marine fishes, producing Ne/N ratios varying from
10° to 10 (Hauser et al. 2002; Turner et al. 2002). Therefore, many exploited marine
stocks may be in danger of losing genetic variability, despite their large spawning stock

biomasses.

The phylogeography of several species included in the genus Palinurus has been
recently addressed using mitochondrial genes such as CR and COI (Tolley et al. 2005;
Gopal et al. 2006; Palero et al. 2008c). In all cases, mtDNA presented fairly high
haplotype diversity levels with the presence of one or a few abundant haplotypes and a
large number of closely related haplotypes (Tolley et al. 2005; Gopal et al. 2006; Palero
et al. 2008c). Such a pattern of haplotype distribution could indicate the presence of a
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genetic bottleneck caused by demographic fluctuations shaping genetic variation
(Harpending 1994). However, selection acting on the mtDNA molecule would also cause
the present day haplotypes to coalesce at a recent time (Stephens 2007). If mtDNA
genetic diversity patterns are shaped by selection, a more complete understanding of the
genetic diversity distribution found in these species will be gained using neutral nuclear
markers. As for the inference of recent changes in demography for which the genetic
signature is still manifesting, the program BOTTLENECK did not provide conclusive
results for any of the species analysed. Nevertheless, all Palinurus species showed some
sign of bottleneck when using Kimmel et al. (1998) method, in agreement with the
mtDNA studies. It is not surprising to get this bottleneck signal in all species analysed,
since computer simulations indicate that if the population experiences a bottleneck
preceding expansion, there will be a long (e.g., several thousand generations) time period
during which b(t) > 1 before showing the signature of expansion alone [b(t) < 1].
Therefore, this signal of demographic change does not mean that the effect of selection

on mtDNA should be discarded.

The comparison between shallow and deep water congeners using mtDNA showed
deep water species to have higher haplotype diversity levels than their shallower water
counterparts (Table 1). If only demographic factors were shaping the distribution of
genetic diversity of a species, we would expect the same effect on different markers,
either mitochondrial or nuclear loci. However, species with higher gene diversity for
microsatellite markers (shallow water species) were the ones that showed a lower
haplotype diversity value when using mtDNA sequence data. A likely cause for the
observed pattern would be that selection on mtDNA has been stronger in shallower water
species, since deep-water environments tend to be more stable regarding temperature
variation. Thus, selective sweeps would make mtDNA diversity values to be smaller in
shallow water species in spite of their larger historical effective population sizes as

indicated by nuclear markers (Bazin et al. 2006).

In conclusion, it has been confirmed that microsatellite markers developed for

Palinurus elephas give successful amplification and show polymorphism for every
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known Palinurus species and thus can be used in future studies inferring the population
structure of all these species. Most importantly, it was found that deep-water species
present lower historical effective population sizes compared to their shallow water
counterparts. Therefore, deep-water species could be more sensitive to overexploitation
and, consequently, overfishing would have a much larger long-term effect on the genetic

diversity of these species.

81



ACKNOWLEDGEMENTS

The present study could not have been carried out without the willing help of those
listed below in collecting spiny lobster specimens and providing helpful information and
discussions: J Gironés, E Palero, N Pascual and D Diaz. This work was supported by a
pre-doctoral fellowship awarded by the Autonomous Government of Catalonia to FP
(2006FIC-00082). Research was funded by projects CGL2006-13423, CTM2004-05625
and CTM2007-66635 from the Ministerio de Educacion y Ciencia and 119/2003 from the
Spanish Ministerio de Medio Ambiente. The authors are part of the research groups

2005SGR-00191, 2005SGR-00277 and 2005SGR-00995 of the Generalitat de Catalunya.

82



BIBLIOGRAPHY

Abelld P, Valladares FJ, Castellon A (1988) Analysis of the structure of decapod
crustacean assemblages off the Catalan coast (North-West Mediterranean). Mar Biol 98:
39-49.

AdriaMed (2007) Some considerations on the concept and on criteria for defining
"priority species" for fishery assessment and management purposes in the GFCM area.
FAO-AdriaMed Scientific Cooperation to Support Responsible Fisheries in the Adriatic
Sea.

Amos W, Hutter C, Schug M, Aquadro CF (2003) Directional evolution of size
coupled with ascertainment bias for variation in Drosophila microsatellites. MBE 20:
660-662.

Apicius (1936) Cookery and Dining in Imperial Rome.

Avise JC (2004) Molecular Markers. Natural History and Evolution. Chapman &
Hall, New York.

Avise JC, Hamrick JL (1996) Conservation genetics. Case histories from nature.
Chapman & Hall, New York.

Bazin E, Glémin S, Galtier N (2006) Population size does not influence
mitochondrial genetic diversity in animals. Science 312: 570-572.

Booth JD (1997) Long-distance movements in Jasus spp. and their role in larval
recruitment. Bull Mar Sci 61: 111-128.

Booth JD, Phillips BF (1994) Early life history of spiny lobster. Crustaceana 66:
271-294.

Bos DH, Gopurenko D, Williams RN, DeWoody A (2008) Inferring population
history and demography using microsatellites, mitochondrial DNA, and major
histocompatibility complex (MHC) genes. Evolution 62: 1458-1468.

Calderdn I, Ortega N, Duran S, Becerro M, Pascual M, Turon X (2007) Finding the
relevant scale: clonality and genetic structure in a marine invertebrate (Crambe crambe,

Porifera). Mol Ecol 16: 1799-1810.

83



Carreras-Carbonell J, Macpherson E, Pascual M (2006) Population structure within
and between subspecies of the Mediterranean triplefin fish Tripterygion delaisi revealed
by highly polymorphic microsatellite loci. Mol Ecol 15: 3527-3539.

Carreras-Carbonell J, Macpherson E, Pascual M (2008) Utility of pairwise mtDNA
genetic distances for predicting cross-species amplification and polymorphism success in
fishes. Conserv Genet 9: 181-190.

Chapuis MP, Estoup A (2007) Microsatellite null alleles and estimation of
population differentiation. MBE 24: 621-631.

Cole CT (2003) Genetic variation in rare and common plants. Annu Rev Ecol Evol
Syst 34: 213-237.

Cornuet JM, Luikart G (1997) Description and power analysis of two tests for
detecting recent population bottlenecks from allele frequency data. Genetics 144: 2001-
2014.

DeWoody JA, Avise JC (2000) Microsatellite variation in marine, freshwater and
anadromous fishes compared with other animals. J Fish Biol 56: 461-473.

Ellstrand NC, Elam DR (1993) Population genetic consequences of small
population size: Implications for plant conservation. Annu Rev Ecol Evol Syst 24: 217-
242.

Estoup A, Rousset F, Michalakis Y, Cornuet JM, Adriamanga M, Guyomard R
(1998) Comparative analysis of microsatellite and allozyme markers: a case study
investigating microgeographic differentiation in brown trout (Salmo trutta). Mol Ecol 7:
339-353.

FAO (2008) Fishstat Plus: Universal software for fishery statistical time series
(version 2.32) with the dataset "Capture production 1950-2006": Web-site at
http://www.fao.org/fi/statist/fisoft/FISHPLUS.asp.

Fennessy ST, Groeneveld JC (1997) A review of the offshore trawl fishery for
crustaceans on the east coast of South Africa. Fisheries Manag Ecol 4: 135-147.

Follesa MC, Cuccu D, Cannas R, Sabatini A, Cau A (2007) Emigration and
retention of Palinurus elephas (Fabricius, 1787) in a central western Mediterranean
marine protected area. Sci Mar 71: 279-285.

Frankham R (2003) Genetics and Conservation Biology. CR Biol 326: S22-S29.

84



Glaubitz J (2004) CONVERT: a user-friendly program to reformat diploid
genotypic data for commonly used population genetic software packages. Mol Ecol 4:
309-310.

Gopal K, Tolley K, Groeneveld J, Matthee C (2006) Mitochondrial DNA variation
in spiny lobster Palinurus delagoae suggests genetically structured populations in the
southwestern Indian Ocean. MEPS 319: 191-198.

Groeneveld J, Gopal K, George R, Matthee C (2007) Molecular phylogeny of the
spiny lobster genus Palinurus (Decapoda : Palinuridae) with hypotheses on speciation in
the NE Atlantic/Mediterranean and SW Indian Ocean. MPE 45: 102-110.

Groeneveld JC (2003) Under-reporting of catches of South Coast rock lobster
Palinurus gilchristi, with implications for the assessment and management of the fishery.
Afr J Mar Sci 25: 407-411.

Groeneveld JC, Branch GM (2002) Long-distance migration of South African deep-
water rock lobster Palinurus gilchristi. MEPS 232: 225-238.

Groeneveld JC, Goni R, Latrouite D (2006) Lobsters of commercial importance:
Palinurus species. In: Phillips BF (ed) Lobsters: Biology, Management, Aquaculture and
Fisheries. Blackwell, Scientific Publications, Oxford.

Groeneveld JC, Griffiths CL, van Dalsen AP (2006) A new species of spiny lobster,
Palinurus barbarae (Decapoda, Palinuridae) from Walters Shoals on the Madagascar
Ridge. Crustaceana 79: 821-833.

Guerao G, Diaz D, Abello P (2006) Morphology of puerulus and post-puerulus
stages of the spiny lobster Palinurus mauritanicus (Decapoda: Palinuridae). JCB 26: 480-
494.

Harpending H (1994) Signature of ancient population growth in a low-resolution
mitochondrial DNA mismatch distribution. Hum Biol: 591-600.

Hauser L, Adcock GJ, Smith PJ, Ramirez JHB, Carvalho GR (2002) Loss of
microsatellite diversity and low effective population size in an overexploited population
of New Zealand snapper (Pagrus auratus). PNAS 99: 11742-11747.

Hedgecock D (1994) Does variance in reproductive success limit effective
population sizes of marine organisms? In: Beaumont AR (ed) Genetics and evolution of

aquatic organisms. Chapman & Hall, London.

85



Holthuis LB (1991) FAO species catalogue. Marine lobsters of the world. An
annotated and illustrated catalogue of species of interest to fisheries known to date. FAO
Fisheries Synopsis: 125.

Hunter E, Shackley SE, Bennett DB (1996) Recent studies on the crawfish
Palinurus elephas in South Wales and Cornwall. JIMBA 76: 963-983.

Hutchings JA (2000) Collapse and recovery of marine fishes. Nature 406: 882-885.

Hutter C, Schug M, Aquadro C (1998) Molecular variation in Drosophila
melanogaster and Drosophila simulans: a reciprocal test of the ascertainment bias
hypothesis. MBE 15: 1620-1636.

Kimmel M, Chakraborty R, King JP, Bamshad M, Watkins WS, Jorde LB (1998)
Signatures of population expansion in microsatellite repeat data. Genetics 148: 1921-
1930.

King JP, Kimmel M, Chakraborty R (2000) A power analysis of microsatellite-
based statistics for inferring past population growth. MBE 17: 1859-1868.

Langergraber KE, Siedel H, Mitani JC, Wrangham RW, Reynolds V, Hunt K,
Vigilant L (2007) The Genetic Signature of Sex-Biased Migration in Patrilocal
Chimpanzees and Humans. PLoS ONE 2: €973.

Law R (2007) Fisheries-induced evolution: present status and future directions.
MEPS 335:271-277.

Litt M, Luty JA (1989) A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. Am J Hum
Genet 44: 397-401.

Luikart G, Allendorf F, Cornuet J, Sherwin W (1998) Distortion of allele frequency
distributions provides a test for recent population bottlenecks. J Heredity 89: 238-247.

Ohta T, Kimura M (1973) A model of mutation appropriate to estimate the number
of electrophoretically detectable alleles in a finite population. Genet Res 22: 201-204.

Palero F, Abello P (2007) The first phyllosoma stage of Palinurus mauritanicus
(Crustacea: Decapoda: Palinuridae). Zootaxa 1508: 49-59.

Palero F, Guerao G, Abello P (2008a) Morphology of the final stage phyllosoma
larva of Scyllarus pygmaeus (Crustacea: Decapoda: Scyllaridae), identified by DNA
analysis. JPR 30: 483-488.

86



Palero F, Guerao G, Clark PF (2008b) Palinustus mossambicus Barnard 1926
(Crustacea: Decapoda: Achelata: Palinuridae); morphology of the puerulus stage.
Zootaxa 1857: 44-54.

Palero F, Abell6 P, Macpherson E, Gristina M, Pascual M (2008c) Phylogeography
of the european spiny lobster (Palinurus elephas): influence of current oceanographical
features and historical processes. MPE 48: 708-717.

Palero F, Pascual M (2008) Isolation and characterization of microsatellite loci in
Palinurus elephas. Mol Ecol Resources 8: 1477-1479.

Palha de Sousa B (2001) Fishery for the deep-water spiny lobster Palinurus
delagoae in Mozambique, 1980 to 1999. Mar Fresh Res 52: 1535-1540.

Palumbi S (2003) Population genetics, demographic connectivity, and the design of
marine reserves. Ecol Appl 13: S146-S158.

Park SDE (2001) Trypanotolerance in West African Cattle and the Population
Genetic Effects of Selection. University of Dublin, Dublin.

Pascual M, Aquadro CF, Soto V, Serra L (2001) Microsatellite variation in
colonizing and Palearctic populations of Drosophila subobscura. MBE 18: 731-740.

Petit RJ, El mousadik A, Pons O (1998) Identifying populations for conservation on
the basis of genetic markers. Conserv Biol 12: 844-855.

Rice WR (1989) Analyzing tables of statistical tests. Evolution 43: 223-225.

Robainas A, Monnerot M, Solignac M, Dennenbouy N, Espinosa G, Machado EG
(2002) Microsatellite loci from the pink shrimp Farfantepenaeus notialis (Crustacea,
Decapoda). Mol Ecol Notes 2: 344-345.

Robertson A, Hill WG (1984) Deviations from hardy-weinberg proportions:
Sampling variances and use in estimation of inbreeding coefficients. Genetics 107: 703-
718.

Rousset F (2008) Genepop'007: a complete reimplementation of the Genepop
software for Windows and Linux. Mol Ecol Resources 8: 103-106.

Roychoudhury A, Stephens M (2007) Fast and accurate estimation of the
population-scaled mutation rate, from microsatellite genotype data. Genetics 176: 1363-

1366.

87



Rubinsztein D, Leggo J, Amos W (1995) Microsatellites evolve more rapidly in
humans than in chimpanzees. Genomics 30: 610-612.

Schlétterer C (2000) Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromosoma
109: 365-371.

Seyfert AL, Cristescu MEA, Frisse L, Schaack S, Thomas WK, Lynch M (2008)
The Rate and Spectrum of Microsatellite Mutation in Caenorhabditis elegans and
Daphnia pulex. Genetics 178: 2113-2121.

Stephens M (2001) Inference under the coalescent theory. In: Balding DJ, Bishop
M, Cannings C (eds) Handbook of statistical genetics. John Wiley and Sons, West
Sussex, UK.

Tautz D (1989) Hypervariability of simple sequences as a general source for
polymorphic DNA markers. NAR 17: 6463-6471.

Tolley K, Groeneveld J, Gopal K, Matthee C (2005) Mitochondrial DNA panmixia
in spiny lobster Palinurus gilchristi suggests a population expansion. MEPS 297: 225-
231.

Turner TF, Wares JP, Gold JR (2002) Genetic effective size is three order of
magnitude smaller than adults census size in an abundant, estuarine-dependant marine
fish (Scianops ocellatus). Genetics 162: 1329-1339.

Udekem d'Acoz C (1999) Inventaire et distribution des crustacés décapodes de
I'Atlantique nord-oriental, de la Méditerranée et des eaux continentales adjacentes au
nord de 25°N. Patrimoines naturels (M.N.H.N./S.P.N.).

Urbani N, Sevigny JM, Sainte-Marie B, Zadworny D, Kuhnlein U (1998)
Identification of microsatellite markers in the snow crab Chionoecetes opilio. Mol Ecol 7:
357-358.

Weber JL, May PE (1989) Abundant class of human DNA polymorphisms which
can be typed using the polymerase chain reaction. Am J Hum Genet 44: 388-396.

Weir BS, Cockerham A (1984) Estimating F-statistics for the analysis of population
structure. Evolution 38: 1358-1370.

Wright s (1969) Evolution and the Genetics of Populations, Vol. 2: The Theory of

Gene Frequencies. University of Chicago Press, Chicago.

88



Yap ES, Sezmis E, Chapin JA, Potter IC, Spencer PBS (2002) Isolation and
characterization of microsatellite loci in Portunus pelagicus (Crustacea: Portunidae). Mol
Ecol Notes 2: 30-32.

Zariquiey Alvarez R (1968) Crustaceos decapodos ibericos. ICM-CSIC, Barcelona.

&9



Figure Legends.
Fig 1 Allele frequency distributions across species and locus.

Fig 2 Relationship between allelic richness (A) and number of genotypes in a
sample. Each line represents a different species. Each point in the line is the mean of all

replicates for sub-samples of size x obtained using rarefaction methods.

Fig 3 Expected heterozygosity values under an infinite allele model (IAM), a
stepwise mutation model (SMM), or a two-phase model of mutation (TPM, with 70%
SMMs). In all species but for P. charlestoni, observed heterozygosity values were lower

than expected heterozygosity values under the different mutation models.
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Table 1 Diversity measures for each species of Palinurus.

Species (Si:;?\r,)ilgus::) MNA = sd Ho #sd di\c/-:‘eerr;?ty t sd ri§:§2:s t sd mtDNA diversity (source)

P. elephas 24 11.38 + 7.39 0.642 + 0.027 0.792 +0.05 540 +0.28 0.603 Palero et al., 2008

P. mauritanicus 17 7.69 +4.82 0.596 + 0.034 0.682 + 0.06 456 +0.27 0.905 Palero et al., 2008
P. charlestoni 5 492 +1.98 0.762 + 0.054 0.762 +0.05 5.08 +0.00 0.800 Groeneveld et al., 2007

P. gilchristi 20 9.38 + 6.34 0.654 + 0.030 0.759 +0.07 5.00 +0.26  0.858 Tolley et al., 2005

P. delagoae 20 7.62 + 3.50 0.420 + 0.033 0.683 + 0.07 418 +0.24 0.977 Gopal et al., 2006

P. barbarae 18 7.00 + 4.20 0.529 + 0.035 0.650 + 0.08 4.09 +0.30 0.960 Gopal et al., 2006

MNA: Mean number of alleles; Ho: Observed heterozygosity.
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Table 2 Fst values among species pairs before (below diagonal) and after (above diagonal) correcting for the presence of null alleles
using the ENA method (Chapuis and Estoup, 2007).

P. elephas P. mauritanicus P. charlestoni P. gilchristi P. delagoae P. barbarae

P. elephas - 0.165 0.165 0.143 0.170 0.211
P. mauritanicus 0.179 - 0.184 0.125 0.163 0.182
P. charlestoni 0.166 0.191 - 0.138 0.138 0.197
P. gilchristi 0.151 0.128 0.129 - 0.074 0.096
P. delagoae 0.197 0.182 0.135 0.085 - 0.028
P. barbarae 0.221 0.191 0.188 0.094 0.023 -
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Table 3 Historical effective population sizes in Palinurus species as estimated both from Ohta and Kimura’s (1973) formula and from
the homozygosity estimator (8y) of Kimmel et al. (1998).

Range Ne Range Ne
(Ohta and Kimura, 1973) (6H)

P. elephas 35,011 - 57,121 36,220 - 59,094
P. mauritanicus 12,876 - 21,007 10,028 - 16,361
P. charlestoni 25,033 - 40,842 13,539 - 22,088

P. gilchristi 28,105 - 45,854 20,977 - 34,223

P. delagoae 13,819 - 22,546 9,973 - 16,271

P. barbarae 11,011 - 17,964 7,696 - 12,555
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Table 4 Estimates of the imbalance index for Palinurus species. The imbalance index relies on an imbalance between the allele size
variance and heterozygosity to detect population growth (Bos et al. 2008) and is characteristically > 1 in populations with a reduction
in size that precedes a detectable growth phase. Estimates obtained using 12 microsatellite markers (excluding Pael44).

P. elephas P. mauritanicus P. charlestoni P. gilchristi P. delagoae P. barbarae

theta.variance (6y) 23.654 23.350 27.459 33.130 25.662 21.900
mean.homozigosity (P,) 0.164 0.303 0.257 0.215 0.305 0.343
theta.homozigosity (64) 18.031 4.951 7.087 10.318 4.879 3.739
imbalance index (B) 1.312 4.716 3.875 3.211 5.259 5.857
In.imbalance (Inf3) 0.271 1.551 1.354 1.167 1.660 1.768
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Supplementary data.

S1 Gene diversity values obtained for each locus using the program BOTTLENECK ver. 1.2.02 (Cornuet and Luikart 1996).

P. elephas | P. mauritanicus | P. charlestoni | P. gilchristi | P. delagoae | P. barbarae

PE10 0.351 0.166 0.533 0.050 0.097 -

PE11 0.634 0.494 0.378 0.789 0.645 0.733
PE12 0.937 0.882 0.933 0.867 0.883 0.870
PE14 0.926 0.757 0.911 0.918 0.869 0.902
PE20 0.865 0.954 0.956 0.959 0.883 0.918
PE21 0.918 0.765 0.711 0.722 0.774 0.743
PE22 0.520 0.568 0.714 0.603 0.520 0.542
PE28 0.821 0.770 0.778 0.701 0.500 0.703
PE31 0.899 0.803 0.929 0.868 0.864 0.517
PE44 0.964 0.938 0.933 0.969 0.956 0.960
PEA48 0.794 0.570 0.889 0.879 0.881 0.694
PE49 0.882 0.775 0.511 0.776 0.709 0.661
PE53 0.782 0.405 0.733 0.765 0.323 0.223
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S2 Fis estimates according to Weir and Cockerham (1984) and probability tests of Hardy-Weinberg equilibrium based on Markov
chain iterations. Significant Fis values are indicated in bold characters.

P. elephas | P. mauritanicus | P. charlestoni | P. gilchristi | P. delagoae | P. barbarae
PE10 0.172 0.652 -0.600 - 1.000 -
PE11 0.414 0.292 -0.067 0.444 0.664 0.644
PE12 -0.023 -0.069 -0.081 -0.040 -0.075 -0.023
PE14 0.148 -0.103 0.135 -0.092 0.091 0.064
PE20 0.250 0.077 0.180 0.222 0.433 0.127
PE21 0.095 0.079 -0.143 -0.112 0.257 -0.126
PE22 0.605 0.422 -0.500 -0.139 0.214 0.081
PE28 -0.016 -0.072 -0.333 0.075 0.406 0.134
PE31 0.132 0.241 0.500 0.267 0.821 0.533
PE44 0.313 0.317 0.385 0.299 0.590 0.529
PE48 0.164 -0.032 -0.143 -0.083 0.210 0.204
PE49 0.056 0.170 -0.200 0.034 0.544 0.022
PE53 0.419 0.279 0.200 0.744 0.643 -0.058
All Loci 0.210 0.173 -0.067 0.135 0.446 0.178
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Radiacio rapida en llagostes (Palinurus spp.) revelada mitjancant metodologia

classica i métodes ABC a partir de dades de loci mitocondrials i microsatél-lits.

Les eines moleculars poden ajudar a descobrir processos d’especiacid recents i fins i
tot encara en marxa en una amplia varietat de taxa, de forma que ens proporcionen pistes
sobre els mecanismes, ritme i geografia dels processos d'especiacid en organismes
marins. El génere de llagostes Palinurus té una distribucio particular amb dos grups de
tres especies cadascun presents en el Nord-Est Atlantic (P. elephas, P. mauritanicus 1 P.
charlestoni) i el Sud-Oest de I’Indic i el Sud-Est de I’ Atlantic (P. gilchristi, P. delagoae i
P. barbarae). En aquest estudi, obtenim una comprensié més completa de les relacions
filogenetiques entre aquestes especies, testant entre hipotesis en conflicte, tant pel que fa
a la taxa de mutacio, com a la topologia dels arbres utilitzant els metodes d'ABC 1
analitzant un conjunt de dades combinant marcadors nuclears (microsatel-lits) i
mitocondrials. Les nostres analisis donen suport a un patr6 d’especiacié Nord-Sud a
Palinurus, amb totes les espécies sudafricanes formant una clada monofilética.
Curiosament, els temps de divergencia obtinguts per a les especies de Palinurus amb les
taxes de mutacio estandards, concorden bé amb els processos relacionats amb glaciacions

ocorreguts durant els darrers 2 My.
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ABSTRACT

Molecular tools may help to uncover closely related and still diverging species from
a wide variety of taxa and provide insight into the mechanisms, pace and geography of
marine speciation. The spiny lobster genus Palinurus has a particular distribution with
two groups of three species each present in the Northeastern Atlantic (P. elephas, P.
mauritanicus and P. charlestoni) and Southeastern Atlantic and Southwestern Indian
Oceans (P. gilchristi, P. delagoae and P. barbarae). In the present study, we obtain a
more complete understanding of the phylogenetic relationships among these species, by
testing among conflicting hypotheses on both the mutation rate and tree topology by
using the recently developed ABC methods and analyzing a combined dataset with both
nuclear and mitochondrial markers. Our analyses support a North-to-South pattern of
speciation in Palinurus with all the South-African species forming a monophyletic clade.
Interestingly, divergence times obtained for Palinurus species using the combined
mtDNA-microsatellites dataset and standard mutation rates for mtDNA agree with known

glaciation-related processes during the last 2My.
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INTRODUCTION

The high dispersal potential of planktonic larvae usually results in genetic
homogeneity over large distances in marine species, unless local adaptation or
oceanographic barriers counteract this dispersal (Lessios et al., 2006). Because of such
dispersal potential, ranges of marine organisms have frequently been considered to be
vast, even though marine species can also exhibit cryptic speciation and fine-scale
endemism (Knowlton 1993; Meyer et al., 2005). In fact, despite a supposed random
mixing of larvae, large contact zones in apparently continuous sea regions have been
found to sustain genetic differences (Gardner 1997). In most cases it is not clear if such
differences are due to an ongoing process of sympatric speciation or correspond to
secondary contact after allopatric divergence (Butlin et al., 2008). Allopatric speciation in
marine organisms is mainly thought of a vicariance process, where a species’ geographic
range becomes fragmented following changes in oceanographic conditions or the
disconnection of populations by lower sea levels, with a consequently divergence due to
genetic drift (Barber et al., 2002). However, allopatric speciation could be also result
from a founder effect, where a new population is established by a small number of
individuals, often by long-distance dispersal, with subsequent restricted gene flow

leading to speciation (Ridley, 1993).

Spiny lobsters (Palinuridae Latreille, 1802) are one of the most commercially
significant groups of decapod crustaceans, with large and important fisheries worldwide
(Holthuis, 1991; FAO, 2008). Palinurid lobsters are long-lived benthic scavengers
generally found near rocky habitats, even though they are considered key predators in a
variety of habitats (Phillips et al., 1980). The most striking feature of these lobsters is
their flat-bodied crystalline larval phase, the phyllosoma larva, which is specially adapted
for dispersal in oceanic waters (Booth, 1994; Palero and Abelld, 2007). The phyllosoma
larva has a long planktonic life (up to 24 months) before metamorphosing into the
puerulus stage, which is the transitional stage from planktonic to a benthic existence
(Diaz et al., 2001; Palero et al. 2008a). Since it is generally assumed that such a long
planktonic larval duration (PLD) should promote high levels of gene flow and effectively
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counterbalance the speciation process (Avise, 2000; Coyne and Orr, 2004), life history
traits make spiny lobsters a suitable model for better understanding the speciation process

in marine organisms with large dispersal capabilities.

The genus Palinurus, a typically cold-water genus within the Palinuridae (George
and Main, 1967), is particularly indicated for such studies, since it has a well-defined
distribution with two groups of three species each present in the Mediterranean and
Northeastern Atlantic (P. elephas Fabricius, 1787, P. mauritanicus Gruvel, 1911, and P.
charlestoni Forest and Postel, 1964) and Southeastern Atlantic and Southwestern Indian
Oceans (P. gilchristi Stebbing, 1900, P. delagoae Barnard, 1926 and P. barbarae
Groeneveld et al. 2006) (Groeneveld et al., 2007). In fact, the phylogeny of the Palinurus
species has been recently addressed using 16S and COI mtDNA sequences and maximum
parsimony and bayesian phylogenetic reconstruction methods (Groeneveld et al., 2007).
The results obtained by Groeneveld et al. (2007) supported the monophyly of each
species within the genus and indicated that the Northern Hemisphere species P.
charlestoni could actually have been originated from a South-African ancestor colonizing
Cape Verde islands, even though results were inconclusive. The authors propose that the
present geographical distribution of Palinurus species indicates a pre-Miocene allopatric
divergence, with two main lineages separating after the northward collision of Africa
with Eurasia that closed the marine gateway between Mediterranean Sea and Indian

Ocean (11.2—-23 Mya) (Rogl, 1999).

Such interpretation of the results implied that the Palinurus mtDNA (COI and 16S
rRNA combined) has evolved no faster than 0.18% (lower bound) to 0.36% (upper
bound) per lineage per million years. Those rates of evolution would be 3-7 times slower
than reported for other decapod taxa (Schubart et al., 1998), with Palinurus showing
among the slowest mtDNA mutation rate reported to date (Groeneveld et al., 2007). In
relation to this question, there is a certain controversy on the phylogeography and
speciation modes of the Eastern Atlantic and Western Indian species of some taxa, e.g.
algae (Verbruggen et al., 2005), sea urchins (Lessios et al., 2001), fishes (Rocha et al.,
2005, Teske et al., 2007). These studies suggest that either older events, e.g. the widening
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of the central Atlantic during the Jurassic or recent oceanographic processes, e.g. western
African upwellings (Shannon, 1985) could have influenced the phylogeny of many
marine taxa. Therefore, a more complete understanding of the phylogenetic relationships
among Palinurus species, will allow us to answer important questions regarding the
speciation processes in marine taxa with an Eastern Atlantic and Western Indian Ocean

distribution.

Moreover, it should be noticed that, even though the mtDNA results provide
comforting genealogical support to the classical view of species as qualitatively distinct
taxa (Mayr, 2001), the reconstruction provided by mtDNA is not representative of most
of the genome and may bias perceptions of evolutionary diversification (Hare et al.,
2002). Actually, some doubts had been previously raised on the phylogenetic
relationships of the extant species of the spiny lobster genus Palinurus, since they show
very few morphological differences, with overlaps between the Indian and Atlantic
Ocean taxa (Berry and Plante, 1973). If the specific monophyly assumption is false,
species relationships may be incorrectly inferred. Furthermore, the demographic context
of differentiation is not taken into account in most mtDNA studies because single loci
offer low precision on estimates of historical population size (Edwards and Beerli, 2000)
and because the relatively shallow coalescent time for this molecule limits the temporal
window for demographic inferences (Knowles et al., 1999). For a given divergence time,
historical population size is a key factor determining whether a species is polymorphic at
most loci and whether genes are expected to accurately trace the species phylogeny.
Large populations undergoing rapid speciation, such as in some marine species, could
create intermingled genealogical tracings containing very little phylogenetic information

among species divergence (Palumbi, 1994).

The present study aims to ascertain the phylogenetic relationships and monophyly
patterns in species of the genus Palinurus from the Eastern Atlantic and Western Indian
Ocean using mitochondrial DNA sequence data and a set of 13 microsatellite markers
previously developed in Palinurus elephas. In order to solve the phylogenetic tree

topology and test among opposite evolutionary hypotheses, we will use both the classic
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distance-based and the recently developed coalescent-based Approximate Bayesian
Computation methods, which have been successfully used to trace complex colonizing
scenarios (Pascual et al., 2007). Coalescent-based methods will allow us to define the
likelihood for different mutation rates and tree topologies to have produced the observed
dataset and consequently test the importance of a strict vicariance mechanism (i.e. closure
of marine gateway) versus a peripatric mechanism (i.e. leading edge hypothesis) in the

origin of the Palinurus species.
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MATERIAL AND METHODS

DNA was obtained from P. elephas (n = 331; Palero et al., 2008b), P. mauritanicus
(n = 17; Atlantic Morocco; Palero et al., 2008¢c), P. charlestoni (n = 5; Cape Verde
Islands; Palero et al., 2008c), P. gilchristi (n = 20; Southcoast South Africa; Tolley et al.
2005), P. delagoae (n = 20; S-KZN2 South Africa; Gopal et al. 2006) and P. barbarae (n
= 18; Madagascar Ridge: Walters Shoals; Gopal et al. 2006). Multiplex PCR
amplification using the polymorphic microsatellite loci isolated from P. elephas (Palero
and Pascual, 2008; Palero et al., 2008c) were carried out under conditions described in
Palero et al. (2008b). Amplified products were scored using an ABI 3770 automatic
sequencer from the Scientific and Technical Services of the University of Barcelona.
Alleles were sized by PeakScanner™ software, with an internal size marker CST Rox
70-500 (BioVentures Inc.). The 16S rRNA (Palumbi, 1996), and the COI (Folmer et al.,
1994) sequences were obtained as in Groeneveld et al. (2007) and Palero et al. (2008d).
All samples and microsatellite markers included in Palero et al., (2008c) were used for
classic distance-based analysis, while the combined dataset including mtDNA sequence
data and 10 microsatellite loci (after excluding Pael22, Pael31 and Pael44, since they do
not follow a “stepwise” change in allele size) were used for coalescent-based ABC

analysis.

We employed CONVERT 1.2 to transform the excel-based microsatellites dataset
into different formats to be run by other population genetic programs (Glaubitz 2004).
Pairwise differentiation estimates (Fst) for microsatellite data were obtained using the
GENEPOP package version 4.0.7 (Rousset 2008), while average GTR corrected sequence
divergence was obtained for mtDNA data as in Groeneveld et al. (2007). In order to test
for a correlation among the genetic distance matrix obtained from mtDNA sequence data
and the Fst distance matrix based on microsatellites, a Mantel test was carried out. The
rows and columns of one of the matrices were subjected to 700 random permutations,
with the correlation being recalculated after each permutation. Moreover, the patterns of
spatial genetic structure described as isolation-by-distance (IBD) models (Wright 1943)

were evaluated using a Mantel test between the matrix of geographic distance and each
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genetic distance matrix. The Mantel test analysis for a multiple set of distance matrices
(modified from Reynolds, 2001) has been implemented in R and is available from the

authors upon request.

Moreover, the distance measure of Cavalli-Sforza and Edwards (1967) was
obtained from microsatellite data, and phylogenetic trees (based on individuals or
species) were built using the Neighbor Joining algorithm as implemented in the Software

Populations v1.2.30 (http://bioinformatics.org/~tryphon/populations/). A total of 1000

bootstrap replicates over loci were obtained to asses support for each clade. Previous
phylogenetic analyses indicate that the species found in the Northernmost part of the
distribution area of the genus, Palinurus elephas, would be the most basal species of the
group, and therefore it has been consistently used to root the trees (Groeneveld et al.,

2007; Palero et al., 2008e¢).

ABC METHODS

When inferring phylogenies under the “Isolation with migration” model
(Wakeley, 1996), likelihoods can only be computed for relatively simple scenarios
containing few parameters (Hey and Nielsen, 2007). Indeed, likelihood function of
complex demographic scenarios can be very difficult, practically impossible, to solve
analytically (Marjoram et al., 2003). This problem has been recently tackled by the use of
an approximate Bayesian computation approach (Estoup et al. 2004; Hickerson et al,
2006b; Pascual et al., 2007). The advantage of this approach is the easiness to compare
alternative models marginal to the parameter values without the need of calculating
likelihoods (Beaumont et al, 2002). For this reason the employ of ABC methods to solve
phylogenetic related problems has become of great interest (Hickerson et al, 2006a;
Fagundes et al, 2007; Legras et al, 2007). The method relies on the simulation of large
numbers of data sets using known parameters under a given model. In the present study,
the population models were simplified to a sequence of five divergence events, from the
ancestral population to the six modern ones. Selection pressures were considered absent,

and each locus was assumed to have segregated independently of each other, as shown by
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the absence of linkage disequilibrium among loci (Palero et al., 2008b). The used
divergence models also assume that there should not be other populations that are more
closely related to the sampled populations than they are to each other; and there should
not be other unconsidered populations exchanging genes with the studied populations or

their own ancestors (Nielsen and Wakeley, 2001).

Approximate Bayesian computation implementation:

When dealing with coalescent-based inference, we rely on simulating genetic data
based on a coalescence model and computing summary statistics from the simulated
datasets. A typical ABC approach involves two steps (Beaumont et al, 2002): a rejection
step and a regression adjustment and weighting step. The rejection step consists of
accepting only the simulations whose summary statistics are close to the values of
summary statistics computed from the observed dataset. To assess this closeness, a
Euclidian distance is computed between the entire set of normalized summary statistics
and the normalized summary statistics calculated from the data. A set of values of the
parameters is accepted when its Euclidian distance is within a certain percentage of the
closest points to the studied data (as in Beaumont, 2008). The second step is a local linear
regression adjustment that attempts to model the relationship between the parameter
values and the summary statistics. This linear regression is performed only for the
accepted set of values of the parameters. We assume that in the vicinity of the target
summary statistics the relation between parameters and summary statistics is close to
linear. By using this adjustment, more points can be accepted, which allows a better
characterization of the space problem (Estoup et al, 2004). Also in this step, each
accepted set of parameter values is given a weight between zero and one that declines
quadratically until a defined distance from the studied data set (as in Hickerson et al,

2006b).

To reduce heteroscedasticity in the regression, all demographic parameter values
were transformed on a log scale. The transformed values of the parameters were adjusted

one at a time using a general linear regression on the accepted points. Adjusted values
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were then back-transformed taking the exponential for all parameters, to express posterior
densities on a normal scale (see for example Beaumont et al, 2002; Estoup et al, 2004;
Hamilton et al, 2005). Occasionally, points outside the prior distribution can be obtained
when performing the local adjustment in the neighbourhood of the boundaries. These
points were then discarded since we considered that this practice does not transgress the

Bayesian thinking.

To simulate genetic data a standard backward coalescent process was implemented (see
Hudson, 1990; Nordborg, 2001). Genetic data are obtained by adding mutations under a
stepwise mutation model (Kimura and Ohta, 1978) for STRs and an infinite sites model
(Kimura, 1969) for sequence data. Hamilton and co-workers (2005) suggest running
several hundreds of thousands to millions of simulations, depending on the complexity of
the underlying model. In our simulations 1,000,000 values of the summary statistics sets
were generated and a tolerance 6 = 0.01 was used to give 10,000 points from which
parameters were estimated. When performing model-choice between the suggested
different scenarios 2,000,000 points were simulated and a tolerance of & = 0.005 was
used. We used the mode of the posterior distributions as a point estimate of the
parameter. The credible intervals were calculated around the mode, following previous

studies by Hamilton et al. (2005) and Beaumont (2007).

In order to decrease the time of simulations the model-choice studies were
performed on the joined simulated data sets of the considered models. A program
developed by Lopes was used to simulate genetic data in an “Isolation with migration”
model for any number of modern populations. This software allows the use of STR’s and
SNP’s data at the same time. Another program developed by Lopes was used to perform
the rejection-step. Both programs were based on implemented code by Beaumont (2007).
The regression step was performed in the version 2.5.0 of the package R (Ihaka and
Gentleman 1996; cran.r-project.org). A script developed by Beaumont was used to
perform the step (makepd.r, www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/). For all the posterior density
estimation from the adjusted sample of parameter values we used the locfit function

(Loader 1996).
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Prior distributions of parameters

The prior distributions used for inferences based on the North-to-South speciation
model (topology 1, with P. charlestoni originating from a P. mauritanicus-like ancestor)
are given in table 1, and those based on Groeneveld et al. (2007) main hypothesis
(topology 2, with P. charlestoni originating from a south-african ancestor), are given in
table 2. They were chosen according to information available from the literature. The
mutation rates for each locus were treated as a nuisance parameter. Although we intended
to make general inferences about these parameters, that is, differentiate between standard
and slow mutation rates, it was not intended to infer their exact values. A broad prior was
then used for these rates to account for the uncertainty. The variation in mutation rate
between loci was accounted for by using a hierarchical Bayesian framework (Storz and
Beaumont, 2002). The mutation rates for each locus were sampled as in Beaumont
(2007). Namely, they are drawn from a lognormal distribution (priors) with mean
sampled from a normal distribution and the standard deviation being the absolute value
sampled also from a normal distribution (hyper-priors). The use of hyper-parameters
within ABC methods has been pioneered by work from Hickerson et al. (2006b),
Rosemblum et al. (2007) and Beaumont (2007).

Choice of summary statistics:

Our choice of summary statistics was made then primarily because of their
success in previous ABC studies (Beaumont, 2007). For mtDNA, 3 summary statistics
were calculated for each sampled deme: number of haplotypes, k; number of segregating
sites, S; and the average number of pairwise differences, m. For STR data, three within-
deme summary statistics were decalculated for each sampled deme: allele number, k;
heterozygosity, H ; and variance in allele length, Var(length). All this 6 statistics were
computed for each of the six populations taken individually and for each of the fifteenth
pairs of populations pooled together. Hence, the Euclidian distances were computed from

a total of 126 normalized summary statistics.
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Comparison of scenarios using approximate Bayesian computation

In order to test between Groeneveld et al. (2007) proposed hypotheses, we considered
four scenarios which differed in the population tree topology and in the mutation rate: (1)
A sequential expansion from the Northern hemisphere, passing by Cape Verde, South
African coast, ending in the Indian Ocean and considering a fast mutation rate (Pliocene-
Pleistocene speciation); (2) The same North-to-South expansion, but considering a slower
mutation rate; (3) A secondary colonization of the Northern hemisphere, with P.
charlestoni originating from a P. gilchristi-like ancestor and considering a fast mutation
rate; and (4) The same vicariant event and considering a slow mutation rate (Miocene
speciation). Therefore, an ABC framework was used to discriminate among our four
different scenarios. This model-selection step was performed before estimating the final
demographic historic parameters, which were done conditional under the most likely
scenario. The prior probability for each scenario in all the comparisons were set to be
equal (i.e. Y5 for each two-scenario comparison). The posterior probability of each model
was estimated then by performing the rejection-step followed by a logistic regression [as
suggested in (Beaumont, 2007)]. Priors for divergence times were made broad enough to
consider both a Miocene and a Pleistocene speciation pattern, with total divergence time

being longer than 11 My (Table 1).

Beaumont (2007) indicated that it is possible to sample the model indicator (i.e.
{1, 2,..., m}) for “m” models (M1, M2,..., Mm) from a prior and treat this as a
categorical random variable, Y, in the ABC simulations. We can then apply a categorical
regression to estimate P(Y=y1|S=s’), where y = 1, 2,..., m is the indicator for model My
and s’ is the vector of the summary statistics that summarize our observed data. A scheme
of weighting can be also used, with weights given by the Epanechnikov kernel, as done in
a standard regression procedure. The regression-step was performed using Beaumont’s R
script calmod (http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/), which needs the VGAM package (Yee
and Wild, 1996). This procedure has been shown to substantially improve previous

methods to select among different models using ABC (Beaumont, 2007).
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RESULTS

The Mantel test (R = 0.626; P = 0.003) revealed a significant correlation between
the genetic distance matrix obtained from mtDNA sequence data and that obtained from
microsatellites. Moreover, the correlation between the matrix of geographic distance and
each genetic distance matrix was always significant although higher for the microsatellite
dataset (R = 0.585; P = 0.001) than for the mtDNA dataset (R = 0.237; P = 0.033). The
distance measure of Cavalli-Sforza and Edwards (1967) agrees with placing P.
charlestoni samples next to P. elephas samples and showing a southern hemisphere
species clade when phylogenetic trees are built using the individual-based matrices and
the Neighbor Joining algorithm (Fig. 1). When dealing with species instead of
individuals, a well supported monophyletic southern hemisphere clade was obtained,
even though phylogenetic relationships among northern hemisphere species were not well

resolved with the microsatellite dataset alone (Fig. 2).

ABC methods

The posterior distribution of 2 models comparisons are presented in table 3. The
tests for mutation rate of both topology models gave a better support for a standard
mutation rate. This support is fairly strong giving about 90% of probability of having a
fast mutation. The comparisons between the two different speciation models [North-to-
South (top1) and Groeneveld et al. (2007) main hypothesis (top2)] both considering a fast
and a slow mutation rate strongly support the North-to-South speciation model. When

considering the fast mutation rate this support is again about 90% (Table 3).

Demographic parameters were estimated by conditioning the ABC runs to the
most supported model (North-to-South speciation with a standard mutation rate).
Estimations of the modern population effective sizes were quite significant, pointing to
about 50,000 individuals for populations of P. barbarae, P. delagoae, P. gilchristi and P.
elephas and between 80,000 to 100,000 individuals for P. mauritanicus and P.

charlestoni. In most cases, estimates of the ancestor population effective size were not
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very informative. The estimation of the second ancestor population, however, had a quite
informative posterior distribution, showing a value of about 10,000 individuals. This
ancestor population refers to the original population from the South Africa coast that later
originated the P. gilchristi and from which the P. barbarae and P. delagoae come from.
This value corresponds to the effective population size so it is not straightforward to infer
the census population size from it. Nevertheless these results seem to point out an

expansion event of the referred south-African ancestral population.

In this ABC study the demographic parameters which estimations had a better
support were the ones regarding splitting time. When conditioning for a North-to-South
speciation pattern, all the five splitting times show a posterior distribution considerably
different from the prior and quite tight around the mode (Table 4). The splitting time that
originated the ancestor of both P. elephas and P. mauritanicus seem to be placed around
2 Million years ago (Mya), the separation between P. mauritanicus and P. charlestoni
lineages happend about 1 Mya, the colonization of South of Africa seem to have taken
place only 0.5 Mya and the appearance of both P. delagoae and P. barbarae would be
placed at about 0.2 Mya and 0.1 Mya, respectively.
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DISCUSSION

Our within-genus phylogenetic analyses using a new set of polymorphic nuclear
loci and the classic distance-based methods consistently support a North-to-South pattern
of speciation in Palinurus with all the South-African species forming a monophyletic
clade (Fig 2). Moreover, the combination of nuclear and mtDNA markers under the
recently developed coalescent-based ABC methods has allowed us to test for the
previously suggested hypothesis of P. charlestoni originating from a P. gilchristi-like
ancestor (Groeneveld et al., 2007), so that it can be confirmed that a North-to-South
speciation pattern is more consistent with the observed dataset. This North-to-South
speciation process would be congruent with the overall geographic patterns of surface
water currents along the western coast of Africa. The Canary current flows year-round
towards the equator (Wooster et al. 1976; Batten et al. 2000), while the ocean surface
Angola current flows in a southerly direction near western Africa's coast from 2°N to
20°S. Teleplanic larvae like phyllosoma could have also been transported by the Angola
current, which communicates with the turning branch of the Benguela current, facing
south. Therefore, some larvae could have colonized South African waters using a
conveyor-belt-like system. However, rather than if larvae could have reached southern
Africa, there seems to be a more important question to solve: have ever South-African

waters been a suitable environment for Palinurus to survive and proliferate?

A previous phylogeographic study using the COI region and the standard rates for
decapoda found the divergence times for P. elephas and P. mauritanicus to be much
more recent than proposed by Groeneveld et al. (2007) (Palero et al. 2008d). Also, a
previous study on the Achelata infraorder evolutionary relationships showed no genetic
variation to be present among all Palinurus species (but P. elephas) when analyzed using
sequence data from several nuclear genes (Palero et al. 2008e). In agreement with
previous evidence, the coalescent simulations carried out in the present study indicate that
the observed molecular dataset is not likely to result from a low mutation rate while the
standard (faster) mutation rate is supported regardless of the speciation hypothesis

assumed. Interestingly, divergence times obtained for Palinurus species using the
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standard rates agree with known glaciation-related processes during the last 2 My (Prange
et al. 2002). It is well-known that the late Pliocene changes in the climate system, both in
the Northern and the Southern Hemisphere, had a large impact on the evolution of many
terrestrial organisms (deMenocal, 2004). Therefore, the question directly arises: How did
all these changes affect the ocean circulation patterns in the southern Atlantic and,

particularly, how did it affect southern Africa marine environment?

During the Pliocene, the most important change in ocean circulation was related
to the gradual closure of the Panama Isthmus between 5 and 3 Mya (Marlow et al., 2000;
Prange et al. 2002). Exchange of tropical Atlantic and Pacific water masses was stopped
and a present day circulation established with a strong influence of North Atlantic Deep
Water on global circulation, with a strong intensification of the Benguela Current
upwelling system (Prange and Schulz, 2004). Even though upwelling off Namibia
probably started during the mid-Miocene (Siesser, 1980), the Matuyama diatom
maximum (~2Mya) marked the transition from a warm to a cold mode of trade-wind
controlled upwelling along the southwest African coast with enhanced advection of sub-
Antarctic water masses (Lange et al., 1999). Marlow et al. (2000) have shown that the
Benguela Current upwelling system became pronounced at 2.1 to 1.9 Mya and intensified
during the period leading to the onset of the 100 kyr glacial cycles at ~0.6 Mya. The
intensification of Benguela Current upwelling had a direct regional influence by cooling
the marine waters of southern Africa (Marlow et al., 2000). The average sea surface
temperature in southwest African waters was directly affected by this upwelling system,
shifting from about 26°C in the mid-Pliocene (3.5 Mya) to approximately 18°C in
modern times (Marlow et al., 2000). Therefore, water temperature would not have
allowed the expansion of a cold-water genus like Palinurus in southern Africa until the
late Pleistocene, since Palinurus species are generally found between 11-18°C. Indeed,
according to ABC divergence time estimates, P. charlestoni and P. gilchristi lineages
would have diverged only about 550ky ago, after southwest African waters became

suitable to live in for Palinurus species.
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Moreover, the individual-based analyses have shown that monophyly patterns in
species of the genus Palinurus from the Eastern Atlantic and Western Indian Ocean are
not well supported. This result is in agreement with the coalescent theory, which claims
that polyphyletic gene lineages can persist in species long enough after divergence
(Tajima 1984; Hare et al., 2002). It should be taken into account that with an ancestral
population effective size of about 20,000 (see results) and a generation time of 4-10
years, a total of 160-400 kyr will be needed for gene lineages to get fixed. This would be
in agreement with divergence times estimates obtained from the combined dataset, since
the individual-based analyses show that incomplete lineage sorting is most pronounced in
the most recently evolved species pair, P. delagoae and P. barbarae (divergence time:
~89 kyr). Therefore, the combination of markers from both nuclear and mitochondrial
genomes under an ABC-coalescent framework has proven to be effective for testing
among conflicting evolutionary hypothesis in Palinurus and indicates the importance of

using multiple markers when dealing with closely-related species.

CONCLUSION

The Palinurus speciation pattern is a typical example of a series of rapid speciation
events occurring within a group, with very short branches separating the different species.
Molecular tools have helped to uncover closely related and still diverging species from a
wide variety of taxa and have provided insight into the mechanisms, pace and geography
of marine speciation (Knowlton, 1993; Palumbi and Cipriano, 1998; Lessios et al., 2001).
Coupled with information about geological history of regions, faunistic affiliations of
species found in particular regions, and the oceanic currents that may provide dispersal
corridors, molecular data can greatly help document the geographic pattern and relative
timing of species formation. Indeed, recent genetic evidence suggests that many species
groups are relatively new, originating after the onset of the Pleistocene, during the last
two million years (Palumbi 1996; Barber et al. 2002). These recent speciation events
provide a great opportunity to analyze the speciation process in marine taxa, and allow a
combination of genetic, morphological, behavioural and biogeographic data to be used to

answer questions about speciation mechanisms. Footprints of species formation are most
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likely to be identified when comparing recently diverged species, initial differentiation of
which can be correlated with the different proposed speciation processes. Finally, the
present study highlights the necessity of a larger effort to be made in order to test the
suitability of microsatellites and other fast-evolving markers and to develop new
statistical methods when inferring genealogical relationships after a rapid speciation

Pprocess.
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Table legends.

Table 1.- Priors used for the North-to-South speciation scenario with the standard and the

slow mutation rate for the mtDNA data.

Table 2.- Priors used for the Groeneveld et al. (2007) speciation hypothesis with the

standard and the slow mutation rate for the mtDNA data.

Table 3.- Amount of support the ABC framework is giving to the different mutation and

tree topology models.
Table 4.- Estimates for the mode and the 95% credible intervals for each demographic

historic parameter when the simulation is conditional to the most supported scenario

(North-to-South speciation with a standard mutation rate).
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Figure legends.

Fig. 1- Phylogenetic tree built using the individual-based distance matrix. Species are
coded by colors. The Neighbor Joining algorithm under Cavalli-Sforza and Edwards
(1967) distance measure agrees with placing P. charlestoni samples next to P. elephas

samples.
Fig. 2- Species tree obtained using the Neighbor Joining algorithm on the Cavalli-Sforza

and Edwards (1967) distance matrix. When dealing with populations instead of

individuals, a well supported monophyletic southern hemisphere clade was obtained.
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Table 1.

Demographic parameters

Prior distribution

Ne,;
Ne,
Ne,
Ne,
Nes
Neg
Nea;
Nea,
Nens
Neas
Neps
t
t
ts
ty
ts

P. barbarae population size

. delagoae population size

. gilchristi population size

. charlestoni population size

. mauritanicus population size
. elephas population size
First ancestral population size

D v D v >

Second ancestral population size
Third ancestral population size
Forth ancestral population size
Fifth ancestral population size
First splitting time

Second splitting time

Third splitting time

Forth splitting time

Fifth splitting time

Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (0, 2My)

t1 values + Uniform (0, 1,5My)
t2 values + Uniform (0, 1,5My)
t3 values + Uniform (0, 2My)
t4 values + Uniform (0, 5My)

Mutation rate for mtDNA

Marker Hyper-parameters standard slower
Vstrm  Mean of mutation rate for STR's locus Normal (-3.5, 0.25) Normal (-3.5, 0.25)
Vstred St. dev. of mutation rate for STR’s locus Abs[Normal (0, 0.5)] Abs[Normal (0, 0.5)]
Vsnem  Mean of mutation rate for SNP’s locus Normal (-4.630784, 0.25) Normal (-5.267606, 0.25)
Vswpsg ~ St. dev. of mutation rate for SNP’s locus Abs[Normal (0, 0.5)] Abs[Normal (0, 0.5)]
Table 2.

Demographic parameters

Prior distribution

Ne,
Ne,
Nes
Ney
Nes
Neg
Neas
Nen,
Neas
Neas
Neas
4
t
t3
ty
ts

P. barbarae population size

P. delagoae population size

P. charlestoni population size
P. gilchristi population size

P. mauritanicus population size
P. elephas population size

First ancestral population size
Second ancestral population size
Third ancestral population size
Forth ancestral population size
Fifth ancestral population size
First splitting time

Second splitting time

Third splitting time

Forth splitting time

Fifth splitting time

Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (1000, 100000)
Uniform (0, 2My)

t1 values + Uniform (0, 1,5My)
t2 values + Uniform (0, 1,5My)
t3 values + Uniform (0, 2My)
t4 values + Uniform (0, 5My)

Mutation rate for mtDNA

Marker Hyper-parameters standard slower
VsTRm mean of mutation rate for STR’s locus Normal (-3.5, 0.25) Normal (-3.5, 0.25)
VsTRsd st. dev. of mutation rate for STR’s locus  Abs[Normal (0, 0.5)] Abs[Normal (0, 0.5)]
Vsnpm mean of mutation rate for SNP’s locus Normal (-4.630784, 0.25) Normal (-5.267606, 0.25)
Vsnpsd st. dev. of mutation rate for SNP’s locus  Abs[Normal (0, 0.5)] Abs[Normal (0, 0.5)]
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Table 3.

Topology Mutation rate | Probability
topology 1 slow 0.1
(North-to-South) standard 0.9
topology 2 slow 0.11
(Groeneveld et al., 2007) standard 0.89
topl 0.88
P standard
top2 0.12
topl 0.7
p slow
top2 0.3
Table 4.

Parameters Description Mode 0.95 C.I.
Nel P. barbarae population size 57,079 32,208 97,228
Ne2 P. delagoae population size 49,030 25,139 89,307
Ne3 P. charlestoni population size 49,752 26,376 92,307
Ne4 P. gilchristi population size 97,604 63,970 100,000
Ne5 P. mauritanicus population size 87,317 49,406 100,000
Ne6 P. elephas population size 47,426 25,733 86,020
NeA1l First ancestral population size 34,762 1,000 87,000
NeA?2 Second ancestral population size 11,634 1,000 21,851
NeA3 Third ancestral population size 28,861 1,000 66,139
NeA4 Forth ancestral population size 14,881 1,000 50,861
NeA5 Fifth ancestral population size 46,089 1,000 62,218

t1 First splitting time 89,209 15,602 213,021
t2 Second splitting time 200,220 80,858 358,436
t3 Third splitting time 552,555 280,528 886,589
t4 Forth splitting time 975,198 532,753 1,474,347
t5 Fifth splitting time 1,765,377 952,895 2,625,863
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Fig. 1

Fig 2.
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3.3. Diversitat genética i diferenciacio en poblacions de llagosta vermella (Palinurus

elephas) de I’ Atlantic i la Mediterrania.

Publicacié 6 Phylogeography of the European spiny lobster (Palinurus elephas):

Influence of current oceanographical features and historical processes

Publicacié 7 Influence of long larval phase and oceanic boundaries on population

structure and conservation strategies of European spiny lobster
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Filogeografia de la llagosta europea (Palinurus elephas): Influéncia dels trets

oceanografics actuals i processos historics.

La llagosta europea (Palinurus elephas) €s un organisme idoni per estudiar els
efectes de la historia demografica i els processos oceanografics actuals en la diversitat
genctica 1 I’estructuracié poblacional d'una especie marina amb una fase larval de llarga
durada. En el present treball, hem seqiienciat una porcié del gen COI en 227 individus
d'un total de 11 localitats, cobrint la major part de la distribucié de l'espécie. La
divergencia trobada entre les regions atlantiques 1 mediterranies podra ser explicada per
una restriccid de flux geénic entre poblacions. A més, una analisi de components
principals ens va permetre detectar diferéncies dins de cada conca. L'existéncia de
diferenciacid genctica entre Bretanya i les poblacions d'Escocia i Irlanda es podria
relacionar amb I'efecte del corrent del Golf, mentre que els processos de meso-escala que
pateixen les aigiies atlantiques quan penetren a la Mediterrania podrien ser responsables
de la diferenciaci6 genética dins d’aquesta. A més, els processos historics podrien ser
responsables d'una reduccio de la variabilitat genética global de P. elephas. La distribucio
haplotipica trobada en P. elephas, amb la preséncia d'un haplotip majoritari i un gran
nombre d’haplotips estretament relacionats, €s tipica d'especies que han experimentat una
reduccidé forta en la variabilitat i subsegiients expansions. Les fluctuacions climatiques
relacionades amb cicles glacials podrien explicar el nivell present de diversitat
nucleotidica trobada. Interessantment, aquests esdeveniments glacials no semblen haver
tingut el mateix impacte en altres espeécies del mateix genere. Els nostres resultats
indiquen que els esdeveniments glacials recents podrien haver tingut un impacte més baix
en Palinurus mauritanicus, una especie que presenta una area de distribucié superposada

perd que es troba en aigilies més fredes que P. elephas.
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Influéncia d’una fase larval llarga i de les barreres oceaniques en I’estructuracio

poblacional i les estratégies de conservacio de la llagosta vermella

Sembla ampliament acceptat que l'estructuracié poblacional ve determinada
principalment per la connectivitat entre poblacions, la qual depén directament de
I'habilitat dispersant de l'especie. Consegilientment, s'esperaria que la llagosta europea
presentara una estructuracid poblacional baixa, pels elevats nivells de connectivitat
provocats per la filosoma, una fase larval adaptada especialment per a una dispersié de
llarga durada. En efecte, el present estudi mostra que la diferenciacié global entre
poblacions de Palinurus elephas és molt baixa perd significativa (Fst = 0.0083). Les
conques atlantica i mediterrania mostren diferéncies significatives, indicant que I’especie
no es comporta com una unitat panmitica senzilla i que una certa estructuracio genética és
present. A més, l'estudi mostra que, tot i que la sobrepesca ha reduit dramaticament les
captures per tota la seva area de distribucio, la grandaria efectiva historica de P.elephas
s’ha mantingut considerablement gran (Ne = 13,000-47,000) i per tant la sobreexplotacid
seria massa recent per a ser detectada. A més a més, aquesta grandaria efectiva
provocaria valors de Fst extremadament baixos fins i tot per a poblacions amb nivells
restringits de dispersio. Els nostres resultats il-lustren la importancia de considerar
parametres demografics per tal d’avaluar els patrons de connectivitat en organismes
marins 1 estudiar els efectes de la sobrepesca sobre I'estructuracid genética d'una espécie

comercial.
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ABSTRACT

It is widely recognised that population structuring is mainly determined by
population connectivity, which directly depends on the dispersal ability of the species.
Consequently, low population structuring is expected in the European spiny lobster,
given the enhanced connectivity levels caused by the phyllosoma, a larval phase specially
adapted for long time dispersal. Indeed, the present study shows that very weak global
population differentiation is found in Palinurus elephas (Fst = 0.0083). Nevertheless,
Atlantic and Mediterranean basins showed significant differences, indicating that
population do not behave as a single panmictic unit and that slight genetic structuring is
present. Moreover, the present study shows that even though over-fishing has reduced
catches dramatically all over its distribution area, historical effective population size of
P.elephas is considerably large (Ne = 13,000-47,000) and overexploitation is too recent
to be detected. Most importantly, this large effective population size would cause Fst
values to be extremely small even for populations with restricted levels of dispersal. Our
results illustrate the importance of considering historical demography and life history
parameters when evaluating connectivity patterns in marine organisms and studying the

effects of overfishing on the genetic structuring of exploited species.
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INTRODUCTION

One of the most puzzling questions in marine molecular ecology is the cause behind
population structuring patterns in marine organisms. It is widely recognised that
population structuring is mainly determined by population connectivity, which directly
depends on the dispersal ability of the species (Palumbi 2003; Shanks et al. 2003).
However, direct studies of dispersal in marine organisms are generally scarce due to the
nature of the environment occupied (Avise 1998). Definitive estimates of larval dispersal
in the ocean require the ability to track microscopic propagules through the pelagic
environment, from spawning locations to recruitment sites. Since this is not feasible for
all species (but see Moran and Marko 2005), exceptional opportunities are afforded for
genetic data to close gaps in knowledge concerning organismal behaviours, natural
histories and current and past population demographic factors (Avise 2004). Genetic
surveys of marine species can provide an average picture of dispersal patterns by
examining long-term mean population connectivities and therefore contribute to improve
our understanding of marine population dynamics (Palumbi 2003). For example,
planktonic larval duration (PLD) is known to be a key factor in shaping patterns of
dispersal and degree of connectivity between populations of marine species (Thorson
1950; Scheltema 1986). Species with a longer PLD should exhibit extensive gene-flow
(panmixia) and, therefore, low or no population structuring. However, even though long
PLD should enhance connectivity among demes, larval behaviour coupled with
oceanographic structures at different scales may be conducive to larval retention (Naylor

2006; Galarza et al. 2008).

Moreover, not only life history traits but also human impact could affect population
genetics in marine species. High levels of exploitation may not only affect the census size
(N) of target species, but also its genetic constitution and population connectivity (Tufto
and Hindar 2003). The depletion of linking populations, which enhances isolation
between demes, would also cause a reduction in overall genetic diversity and population
effective size (Ne) (Whitlock and Barton 1997). This reduction would have a larger effect

in marine species, in which a very high variance in reproductive success generally causes
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extremely low Ne/N ratios (Hedgecock 1994). Moreover, observed Ne/N ratios, varying
from 10 to 107 in marine organisms, imply that even stocks of several million
individuals may be in danger of losing genetic variability in the long term, since they
would actually represent much smaller effective population sizes (Hauser et al. 2002;
Turner et al. 2002). Therefore, defining the real effect of larval dispersal on population
connectivity patterns has direct implications on the management of exploited marine
resources. Marine reserves must be able to sustain the populations of organisms within
the reserve while serving as a reseeding source for populations outside the reserve
(DeMartini 1993; Jennings 2000). A population that exports most of its larval production
but is dependent on overexploited stocks will be finally exhausted. Given that population
effective size and population connectivity are tightly intertwined and highly dependent on
the biology of the organism (Rice 2004), efficient management and conservation
strategies should integrate information on the biology, genetic diversity and population

differentiation of the protected species.

Spiny lobsters (Palinuridae Latreille, 1802) are one of the most commercially
important groups of decapod crustaceans and are characterized by the presence of the
phyllosoma, a larval phase specially adapted for long time dispersal (Holthuis 1991). The
main palinurid species exploited in the Mediterranean Sea and along North eastern
Atlantic coasts is the European spiny lobster (Palinurus elephas) (Ceccaldi and Latrouite
1994). P. elephas is a long-lived decapod crustacean that has a lifespan of up to 25 years
and attains functional reproductive maturity at 5 years age (Marin 1987). The adult spiny
lobsters are sedentary, with observed mean annual displacement of generally less than 5
km (Follesa et al. 2007), but estimates of the duration of larval development are among
the longest for a marine species, being in the range of 5-6 months in the Mediterranean
and one year in the Atlantic (Hunter 1999; Palero and Abellé 2007). Assuming a mean
velocity for marine currents of 10cm/s, which would be in the low end for the
Mediterranean Sea (Rio et al. 2007), such a long planktonic life would correspond to a
potential dispersal distance of 1,300-2,500km. Stock over-exploitation has made mean
annual catches of P. elephas to decrease alarmingly along its entire distribution area

during recent decades (Goiii and Latrouite 2005). Diving for spiny lobster off Cornwall
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virtually eliminated the species from shallow water during the 1960s (Hepper 1977) and a
substantial decline (>50%) of lobsters in transect counts has been recorded over the last
10 years within the Medes Islands in the Western Mediterranean (Mari et al. 2002). In
order to protect this valuable resource from complete depletion, several marine reserves
have been recently designed in Mediterranean waters (Columbretes Islands, Goiii et al.

2006; Sardinia, Follesa et al. 2008).

In spite of its relevance in marine reserve design, little is known about the genetic
structure and connectivity of European spiny lobster populations across their distribution.
Given the large dispersal potential of the phyllosoma, a plausible hypothesis would be
that no population structuring is present in P. elephas and that all established marine
reserves are interconnected. However, regardless its long PLD, several oceanographic
barriers found within the distribution area of the European spiny lobster could reduce
larval dispersal. One of them, the Almeria-Oran Front (AOF), formed by the encounter of
the incoming Atlantic surface water with the modified higher density Mediterranean
water (Tintoré et al. 1995) has been found to be responsible of some degree of genetic
differentiation in most species, but with some exceptions (Patarnello et al. 2007). A
previous study using the mtDNA COI region, found shallow genetic partitioning for
Palinurus elephas along its distribution area, probably caused by the Almeria-Oran Front,
but also related to mesoscale processes within the Mediterranean (Palero et al. 2008a).
The Mediterranean Sea has a highly complex system of water mass circulation, mainly
influenced by the Algerian Current (western basin) and Libyo-Egyptian Current (eastern
basin), which generate anticyclonic eddies and gyres (Millot 2005). Furthermore, several
biogeographical boundaries have been observed along the northeastern Atlantic (i.e. ca.
40°N-50°N, separating North Atlantic current and subtropical gyre, Gulf Stream) which
tend to occur in association with major oceanographic gyres and main currents
(Longhurst et al. 1995; Macpherson 2003). The role of these boundaries in the population
structure of marine species is still unknown, although Palero et al. (2008a) observed a
certain genetic differentiation between populations from Brittany and Ireland-Scotland

(see also Gysels et al. 2004; Hoarau et al. 2007).
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In order to study the variability and genetic differentiation found in exploited
populations of the European spiny lobster, a total of 331 Palinurus elephas individuals
from 10 different localities were analysed using 13 microsatellite markers. This sampling
scheme, from Scotland to Greece and covering most of the present distribution of the
species, will allow us to assess the genetic population structure between and within
Atlantic and Mediterranean basins and to infer the effect of different oceanographic
barriers. Furthermore, we also aim to analyse whether the present genetic variability and
population structure of P. elephas is influenced by current and/or historical factors and

describe the historical demography of the species.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue samples of P. elephas individuals (n = 331) were obtained from several
localities covering most of the present distribution of the species (Table 1, Fig. 1). The
sampled area included 10 different localities (Fig. 1): Western Scotland (WSCO): Oban;
Western Ireland (WIRE): Galway; Brittany (BRIT): Le Conquet; Bay of Biscay (BISC):
Gijon; South Portugal (SPOR): Sagres; Western Mediterranean (WMED): Cullera; North
Western Mediterranean (NWME): Cap de Creus; Tunisia (TUNI): Tunis; Sicily (SICI):
Isola delle Femmine; Greece (GREC), Dia Island. Total genomic DNA extraction was
performed using the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN Inc). Multiplex amplification
reactions were carried out in a 10-uL reaction containing 30 ng of genomic DNA, 0.5x
QIAGEN Multiplex PCR Kit 2% and 0.2x of equimolar (I mM) primer mix. The PCR
thermal profile used was 94 °C for 10 min for initial denaturation, followed by 27 cycles
of 94 °C for 30 s, 54 °C for 40 s and 72 °C for 30 s, and a final 20-min extension at 60 °C
in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). The same set of 13 polymorphic
microsatellite loci as in Palero et al. (2008b) was used. Amplified products were scored
using an ABI 3770 automatic sequencer from the Scientific and Technical Services of the
University of Barcelona. Alleles were sized by PeakScanner™ software, with an internal

size marker CST Rox 70-500 (BioVentures Inc.).

We employed CONVERT 1.2 to transform the excel-based dataset into different
formats to be run by other population genetic programs (Glaubitz 2004). Mean number of
alleles per locus, and observed (Hp) and expected (Hg) heterozygosities for each
population were estimated with Microsatellite Toolkit v3.1 (Park 2001). Fis estimates
according to Robertson and Hill (1984) and exact tests for conformity to Hardy-Weinberg
expectations were obtained using the GENEPOP package version 4.0.7 (Rousset 2008).
Where multiple tests were involved, significance levels were adjusted according to the
sequential Bonferroni procedure. FreeNA was used for estimating null allele frequency at
different loci and population differentiation taking null alleles into account (ENA method
for estimating Fsr values; Chapuis and Estoup 2007). Given that the most suitable means

of quantifying microsatellite allele frequency differentiation between samples is still a
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matter of argument, depending upon the mutational model adopted, we follow O'Connell
and Wright (1997) recommended conservative approach of conventional F-statistics.
Therefore, pairwise Fsr values obtained with FreeNA were used to determine the degree
of population subdivision among different populations. Moreover, the patterns of spatial
genetic structure described as isolation-by-distance (IBD) models (Wright 1943) were
evaluated using a Mantel test between the matrix of pairwise population differentiation in
terms of Fg1/(1-Fsr) and the matrix of the natural logarithm of geographic distance as
implemented in GENEPOP v4.0.7 (Rousset 2008). The distribution of genetic variance at
different geographical levels was estimated by analyses of molecular variance (AMOVA)
using Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2005). We also ran the Bayesian clustering method
of STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000), by assuming admixture, correlated allele
frequencies between K groups, and no prior information on sample location for
individuals. Models were run at K=1-10, and replicated 20 times at each K to confirm

consistency of log-likelihood probabilities (Pritchard et al. 2000).

Finally, in order to carry out a multivariate analysis, an allele counting table was
built and the empty cells with missing data were filled with the kth nearest neighbor
algorithm implemented by the knn() function in the EMV package under R (Troyanskaya
et al. 2001). For each individual with a missing value for a particular characteristic
(locus), the method works by finding k individuals that have been scored for that
characteristic and that have the smallest Euclidean distance from the target individual as
measured from the other characters. The missing character value is then replaced by the
weighted average of the values in the set of k individuals, where the weights are inversely
proportional to the Euclidean distance. In the analysis here, we chose k = 3. In this way,
we use 98% of the data at the cost of some approximation, whereas if we excluded the
individuals that had missing data, a larger proportion would be lost. Ordinations on the
microsatellite loci were performed with non-metric multidimensional scaling
implemented in isoMDS from the MASS library in the R statistical package. Euclidean
distances were used. This method avoids clustering of similar samples into groups as in
tree building methods, but instead computes co-ordinates for each sample such that the

distances between points fit as closely as possible to the measured distances between the
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respective samples. A script for building an allele counting table and calling EMV and
MASS functions has been implemented in R and is available from the authors upon

request.

Understanding the effects of population bottlenecks on genetic variation has
become increasingly important in population genetics, speciation theory, and
conservation biology (Cornuet and Luikart 1997). In order to test for genetic evidence of
population expansion and contraction, we carried out an empirical analysis of
microsatellite variation using a hierarchical bayesian model. We consider the
demographic history of a population that increases or decreases exponentially from an
initial size N1 to the current size NO, over a time interval x (Beaumont 1999). The loci
are assumed to be evolving according to a strict single-step mutation model, with
mutation rate p. Allelic frequencies are used to infer the model parameters = {NO, N1, x,
u}. Using a Bayesian approach the posterior probability density of the parameters is
estimated given a prior density and the data. Parameters for each locus were assumed to
be drawn from log-normal distributions. Prior distributions for the means were assumed
to be specified by normal distributions with means oo = 0N =0 = 10° and o, = 10'3'5, and
SDs ono = oni = ox = 2 and o, = 0.25. Priors for the SDs were taken to be normal
distributions truncated at zero with means o= Bni = Bx = Bu= 0, and SDs tno = ™n1 = T4 =
0.2 and 1, = 0.5. To make coalescent modelling easier, population size in the
demographic models is expressed in units of NO generations with v(t) = N(t)/NO. In
addition, we define r = NO/N1 and tf = ta/NO (number of generations over which the
population has been changing in size scaled by current population size). The hierarchical
modelling approach used allows the posterior distribution of the mutation rate and the
demographic parameters to vary among loci. Allowing inter-locus variation in
demographic parameters (NO, N1, x, 1) makes our analysis more robust, and it enables us
to detect aberrant loci that could potentially bias the results. In a model where the
parameters are not allowed to vary, aberrant loci will have a strong effect because the
likelihoods for individual loci are multiplied together. In contrast, in a hierarchical model

the likelihoods are combined in a more additive fashion (Storz and Beaumont 2002).
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To achieve reliable convergence in a reasonable amount of time, a random subset of
100 chromosomes from the whole dataset was taken. The chain was run for 2x10° steps,
recording parameter values every 10° steps to give 20,000 draws from the posterior
distribution. Five independent chains were run for each analysis presented in the Results.
The output was checked for convergence using the Gelman-Rubin statistic calculated in
CODA (Best et al. 1995), as implemented in R (http://www.r-project.org/). We examined
plots of the value of the Gelman-Rubin statistic against iteration number to check that it
was reliably converging toward its final value as recommended by Brooks and Gelman
(1998). In addition, posterior densities from individual runs were examined to check for
overall consistency in shape. The last half of each run was then combined to produce an
overall set of 50,000 points. Density estimation was carried out using the program Locfit,
implemented in R. This was used to estimate modes and highest probability density
(HPD) limits. The HPD limits specify points of equal probability density enclosing a
region (or possibly disjoint regions in multimodal data) with probability equal to some
specified value. The strength of evidence of population growth versus population decline
was assessed using Bayes factors as described in Beaumont (1999). Bayes factors greater
than exp(2) are generally considered significant. The ratio of posterior probabilities can
be estimated from the simulated chain by counting the proportion of iterations in which
the population has expanded and then dividing this by the proportion of iterations in
which it has contracted. Although extreme ratios vary among replicate chains due to
sampling effects, ratios of 10 or less are generally similar among replicate chains for

reasonable values of the Gelman-Rubin statistic.
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RESULTS

Allele number per population varied from 9.8 to 14.4, with a mean value of 11.6
(Table 1). The amount of genetic variability was homogeneous among spiny lobster
population samples as indicated by the low standard deviations associated to the
estimated mean observed (Hp = 0.598 + 0.025) and expected (Hg = 0.779 £ 0.053)
heterozygosities. Three loci presented particularly high and statistically significant Fis
values (PE22 = 0.552, PE53 = 0.459 and PE44 = 0.260), which caused global Fis values
to be significant for every population (Table 1). Moreover, mean Fis value was 0.173 and
dropped to 0.098 after excluding the three loci with higher values. This result may be due
to the presence of null alleles in these loci as indicated by the FreeNA analyses.
However, population differentiation estimates did not vary significantly when using the
raw dataset (Fst = 0.0093) or when correcting for the presence of null alleles (Fst =
0.0083), which indicates that little population structuring is present within Palinurus
elephas. Significant Fst values were found in comparisons between NWME with BRIT,
BISC and TUNI, between SPOR with WIRE, BRIT, BISC and WMED, and between
GREC and any population but NWME (Table 2). The mean pairwise Fst value for
comparisons including GREC (Fst = 0.012 + 0.004) was 2 times larger than the mean
pairwise Fst value for comparisons not including GREC (Fst = 0.006 + 0.005). Mean Fst
value obtained for pairwise comparisons within basins (0.006 + 0.005) was slightly lower
than mean Fst value obtained for pairwise comparisons among basins (0.009 + 0.005).
Interestingly, population structuring within the Mediterranean (Mediterranean = 0.006 +
0.004) was reduced after excluding GREC from the within Mediterranean pairwise
comparisons (0.004 + 0.003). When the correlation of pairwise genetic distances (Fst) to
geographic distances was analyzed using the Mantel test, a shallow although significant
correlation was detected (R2 = 0.109; P = 0.029), which indicates a pattern of isolation
by distance (Fig. 2). However, this pattern was caused mainly by the GREC population,
since the trend was not significant after excluding it from the analysis (R2 = 0.011; P =

0.181) (Fig. 2).
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A Global Analysis of Molecular Variance as a weighted average over loci was
carried out to compare the Atlantic and Mediterranean populations and the effect of
several proposed barriers (Table 3). The partitioning of the genetic variance among
Atlantic and Mediterranean basins showed most of the variability to be explained by
genetic variation within individuals (76.48%) and among individuals within populations
(22.42%). Nevertheless, the amount of genetic variation explained by differences among
populations within groups (0.70%) was not significant. The amount of genetic variation
explained by differences among groups (0.40%) was small but significant. Thus, even
though the percentage of the variability explained by differences between Atlantic and
Mediterranean basins was less than 1%, the differences were statistically significant.
Similar results were obtained when the GREC population was excluded from the analysis
(Table 3). Neither the Gulf Stream nor the Eastern-Western Mediterranean discontinuities
provide significant AMOVA results. These results could be explained by a sample size
effect, since AMOVA analyses were not able to find a statistically significant effect of
the Almeria-Oran Front (AOF) when a smaller sample size was used (Table 3). The MDS
using the individual matrix did not show any visible structure on the data, with
individuals from both basins mixing together (supplementary data, S1). The most likely
scenario obtained using the Bayesian clustering method of STRUCTURE 2.2, was that of
a single panmictic population (K=1; Ln Prob of Data =-17337.34 + 1.59) (supplementary
data, S2). However, it should be pointed out that STRUCTURE is not able to define
conclusively the number of clusters (K) present in a sample when Fst values are small

and the probability of the data is similar for different values of K (Pritchard et al. 2000).

Even though there is some indication of population expansion, our results show
fairly constant historical population sizes in P. elephas. The Gelman-Rubin convergence
statistics for the four demographic and mutational parameters were (upper 97.5% quantile
is given in parentheses) NO: 1.03 (1.08); N1: 1.00 (1.01); u: 1.00 (1.00); and Tf: 1.03
(1.08). The posterior distribution of NO and N1 for the P. elephas dataset is shown in
Figure 3A. The first and third quartiles obtained from the combined runs dataset indicate
that current population sizes would range from 10*''-10*%7, while ancestral population

sizes would range from 10°%-10*3*. The posterior distribution of the mean mutation rate
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1, had a mean of -3.52 (SD = 0.24) and was therefore very similar to the prior. This was
not surprising given the broad priors on NO and N1, and it should be emphasized that the
results presented here on population sizes (but not their ratios) and times of events are
highly dependent on the priors set for p (Beaumont 1999). In addition, we defined r =
NO/N1. If r < 1, the population has declined; if r = 1, the population has remained stable;
and if r > 1, the population has expanded. Our results agree with having fairly constant
population sizes in Palinurus elephas with a slight population expansion, since the r
values ranged from -2 to 4 and were centered at about 0.5 (Fig. 3B). The presence of two
peaks results from a limited amount of information on the microsatellite dataset about
population changes occurring in a very recent time frame or extremely long time scales
(Beaumont 1999; see Discussion). The Bayes factor for growth versus decline was 3.957
(< 7.389), which cannot be considered significant, and the posterior probability of growth
was 0.79. There is little information on the time scale of population change in this
species, given that a constant population size would be the most likely scenario. Mean
coalescence time (on log scale) for the loci studied was 4.82 + 0.88, which would

correspond to a range of 8,800-50,000 years ago.
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DISCUSSION

The biological characteristics of the spiny lobsters, like their high larval dispersal
capacities, together with the apparent lack of physical barriers to gene flow in the sea
make the study of population genetic variation of these crustaceans particularly
interesting. The amount of variability found in P. elephas microsatellite markers, gene
diversity measures and Fis values are similar to those found using microsatellites in other
marine decapods (Robainas et al. 2002; Urbani et al. 1998; Yap et al. 2002), and
observed heterozygosity values (Ho = 0.598 £ 0.03) are consistent with the mean
haplotype diversity values observed using the COI mtDNA region (Hd = 0.588 =+ 0.03)
(Palero et al. 2008a). As for the population structure pattern, the microsatellite data points
to the existence of a single evolutionary unit with very weak although significant genetic
structuring. The populations pairwise comparison (Fst = 0.0083) also agrees with the
results inferred using mtDNA markers (Fst = 0.014) (Palero et al. 2008a). It is worth
noting that Fsr values for mtDNA are expected to be higher than autosomal values
(Withlock and McCauley 1999). The four-fold greater effective population size of
autosomal loci compared to mtDNA virtually ensures that Fst values based on the latter
will be substantially greater than values based on the former, and in fact this is nearly
always observed in population studies (but see Gonzédlez and Zardoya 2007). Since
mtDNA is maternally inherited, it should be pointed out that sex-biased dispersal can also
play a role in elevating Fsr for species in which males disperse over greater distances

than do females (Carreras et al. 2007).

Very weak genetic structuring is common amongst pelagic marine organisms and
has already been observed in several taxonomic groups, from fish to crustacea (Knutsen
et al. 2003; Maggioni et al. 2003). However, given that adult spiny lobsters are sedentary
benthic crustaceans, the cause for P. elephas to show similar weak population structuring
to that found in pelagic marine organisms would be the high dispersal ability of
phyllosoma larvae. The fact that the most differentiated population was the GREC
population is consistent with Eastern Mediterranean having very low influence of

Atlantic waters due to the known oceanographical features in the area (Malanotte-Rizzoli
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et al., 1999). The large East Levantine Water eddy in Eastern Mediterranean could be
causing isolation of phyllosoma larvae, since eddies and oceanographic gyres may last
several months and thus retain even larvae with very long PLD. Indeed, it has been
shown that some Mediterranean eddies (e.g. Algerian Eddy) may present lifetimes near 3
years long (Puillat et al. 2002). The Greek population is presenting a pattern of isolation
by distance when compared to all the other populations and is the cause of the artifactual
isolation by distance pattern observed in the overall comparison. Finally, even though the
grouping accounted for less than 1% of the genetic variation, Atlantic and Mediterranean
basins showed significant differences, indicating that some structure could be present
even after excluding Greece from the analysis. This significant differentiation among
basins was also found when analysing P. elephas populations with the COI gene region
and has been described in several marine species (Patarnello et al., 2007; Palero et al.
2008a). Interestingly, neither the Gulf Stream nor the Eastern-Western Mediterranean
discontinuities provide significant AMOVA results, which could be explained by a
sample size effect. Population genetic differentiation and effective number of migrants
are tightly related under the assumed Wright model (Fst = 1 / (1+4Nm)) (Withlock and
McCauley 1999). Given a particular Fst value, the fraction of the population that are
immigrants (m) will be much lower in those species with a larger population effective
size. For example, Palumbi (2003) found that assuming a population effective size of 10°,
a slope of 0.01/1000km would correspond to a mean dispersal distance of 150km under a
one-dimensional stepping-stone model. In the present study, the slope obtained when
using the complete dataset was 0.0015/1000km. Given that our estimates for current
population sizes in Palinurus elephas range from 10*''-10*%7, even a slope for Fst change
as low as 0.001/1000km would correspond to mean dispersal distances lower than
expected given the long PLD of P. elephas (1,300-2,500km). Therefore, the global Fst
value indicates a very low but significant genetic differentiation suggesting that
restrictions to larval dispersal would be acting for this species. Consequently, the same
result should be inferred for several exploited decapod crustaceans that show a similar
genetic pattern with low Fst values and large population effective size (e.g. Nephrops,

Stamatis et al., 2004; Homarus, Triantafyllidis et al., 2005; Maja, Sotelo et al., 2008).
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In our previous study using COI data, we found evidence for a genetic bottleneck
caused by either selection or demography (Palero et al. 2008a). However, given that we
only sequenced a portion of the COI gene and that mtDNA acts as a single locus,
selection acting elsewhere on the mtDNA molecule and mimicking a demographic
bottleneck could not be discarded. Bazin et al. (2006) concluded in a recent study that
mtDNA might, in fact, be a poor indicator of population size, and suggested that frequent
episodes of natural selection would make the average amount of mitochondrial nucleotide
polymorphism to be invariant across taxa spanning a wide range of population sizes
(Gillespie’s ‘draft hypothesis’: Gillespie 2000). According to the draft hypothesis, the
reduction in variation caused by recurrent selective sweeps balances the expected greater
levels of neutral diversity in larger populations, making variation independent of
population size. The hierarchical bayesian approach used in the present study allowed us
to integrate independent genetic estimates of past demography obtained from the
unlinked set of microsatellite loci. Our results point to fairly constant historical
population sizes in Palinurus elephas with some indication of slight population
expansion and therefore support the conclusions of Bazin et al. (2006) that challenge the

utility of mtDNA variation as a reliable indicator of population size.

When a randomly mating population passes through a bottleneck, reduction of
genetic diversity depends on population size and time according to H=Hq(1-1/(2Ne))".
The long generation time of P. elephas could have minimized genetic drift and acted as
an intrinsic buffer against rapid loss of genetic diversity (Dinerstein and McCracken
1990). A bottleneck lasting about 30—40 years would imply a lower loss of genetic
diversity for an organism with large effective population size and a very long generation
time like Palinurus elephas (Allendorf 1986; Dinerstein and McCracken 1990). In this
regard it should be noted that our analysis does not entirely rule out the possibility of a
reduction in population size on a very recent timescale (Fig. 3B). Population genetics
theory suggests that genetic diversity is significantly reduced only in very small
populations (Rice 2004), or for very strong founder effects (Pascual et al., 2007);
therefore even ‘‘collapsed’” stocks such as those of sardines (Gonzéalez and Zardoya,

2007) or lobsters as in the present study, may consist of far too many individuals to show
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declines in genetic diversity measurable with feasible sample sizes. Therefore, the
biology of the European spiny lobster could cause molecular data to infer constant, or
even expanding, historical population sizes when in fact there has been a recent reduction

in census size.

Directional human impact could also be unintentionally masking the genetic
consequences of population size reduction. If population size was decreasing while
connectivity was decreasing too (e.g. due to localised overfishing), then we would infer
that population size has been stable for the metapopulation despite a reduction in overall
census size (Wakeley’s ‘many demes model’: Wakeley 2004, 2005). Furthermore, it
should be noticed that larger female P. elephas produce both more eggs (Ceccaldi and
Latrouite, 1994) and larger larvae that survive longer under conditions of low food supply
(Kittaka and MacDiarmid 1994). Fishing of the European spiny lobster has usually
targeted mainly large individuals, making the age structure to shift towards a smaller
mean carapace length in several localities (Portugal, Galhardo et al. 2006; Corsica, Marin
1987). An average female of an unexploited area (CL = 120mm) would produce about
twice as many eggs as a female of an overexploited area (CL = 90mm) (Goiii et al. 2003).
Therefore, the reduction in the number of large females would reduce the variance of
reproductive success, since more individuals will contribute a higher proportion of
descendants to the next generation. As a consequence, the effective size of a population
would be artificially enlarged and could seem to expand even though the census size or

number of individuals is actually decreasing (Rice 2004).

Most marine species show an age class structure with high mortalities concentrated
on the early stages, so that repeated reproduction during an individual’s life will increase
its overall contribution to the next generation (Murphy 1968). In these species, a year
with strong recruitment produces a cohort of adults that survives over a number of
potential reproductive periods (’storage effect’: Warner and Chesson 1985). Strong
recruitments are essentially stored in the adult population and are capable of maintaining
genetic variability in heterogeneous environments (Ellner and Hairston 1994). High

recruitment variability due to fluctuations in oceanographic regimes would directly affect
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P. elephas populations, since larvae spend at least 4-5 months in offshore waters and
natural mortality is inversely proportional to size (Hunter 1999; Diaz et al. 2005).
Therefore, when the age-structure is altered (i.e. due to overfishing) populations relying
on new recruits would be much more sensitive to chance events reducing larval survival.
The larger the generation overlap, the smaller the impact of environmental fluctuations
on the level of genetic variability (Gaggiotti and Vetter 1999), so that maintaining the age
structure is fundamental for the conservation of genetic variation in P. elephas

populations.

CONCLUSION

Our results show that very low but significant population genetic structuring is
present in the European spiny lobster. The most differentiated population is the Greek
population, which is consistent with the isolation of phyllosoma larvae in the large East
Levantine Water eddy in Eastern Mediterranean. On the other hand, Atlantic and
Mediterranean basins showed significant differences even when the Greek population is
excluded from the analysis, which indicates that some structure could be present. Even
though over-fishing has reduced catches dramatically all over its distribution area,
historic effective population size of P.elephas seems to have remained constant. This
apparently contradictory result could be accounted for by the biology of the species and
the limitations of molecular markers in covering very recent timescales when the effects
are not dramatically strong. Most importantly, we noticed that the large effective
population size of P.elephas (Ne = 13,000-47,000) would cause Fst values to be
extremely small even for populations with restricted levels of dispersal. Taking this fact
into account, dispersal capabilities of the European spiny lobster would be much lower
than expected under its long PLD. Finally, management strategies for conservation and
fishing policies of this species should consider Atlantic and Mediterranean populations as
different stocks, and the Eastern Mediterranean population should be considered a
different management unit within the Mediterranean basin. Our results illustrate the

importance of considering historical demography and life history parameters when
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evaluating connectivity patterns in marine organisms and studying the effects of

overfishing on the genetic structuring of exploited species.
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Figure Legends.

Figure 1. Sampled Palinurus elephas localities. Western Scotland (WSCO): Oban;
Western Ireland (WIRE): Galway; Brittany (BRIT): Le Conquet; Bay of Biscay (BISC):
Gijon; South Portugal (SPOR): Sagres; Western Mediterranean (WMED): Cullera; North
Western Mediterranean (NWME): Cap de Creus; Tunisia (TUNI): Tunis; Sicily (SICI):
Isola delle Femmine; Greece (GREC): Dia Island.

Figure 2. Correlation in Palinurus elephas populations between genetic and
geographic distances. Symbols indicate comparisons including the GREC (m) or not

including the GREC population ([7).

Figure 3. Population demography estimates based on microsatellite loci data from
Palinurus elephas. A) Joint posterior distribution of NO (contemporary population size)
and NI (ancestral population size). The 90%, 50%, and 10% highest probability density
(HPD) limits are plotted for the joint distribution of N1 and NO on a logjo scale. The
diagonal line corresponds to NO = NI. B) Plot of the marginal posterior distribution of
logl0(r) and logl0(t) for the European spiny lobster dataset. HPD limits for the joint
distribution of r and tf under the hierarchical model are plotted as a continuous line. HPD

limits for the prior in the hierarchical model are shown as dotted lines.
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Table 1. Mean number of alleles (n), observed (HO) and expected (HE)

heterozygosities and the inbreeding coefficient (Fis) values obtained for each population.

Population N Na Ho +sd He +sd Fis
WSCO 24 10.5 0.546 + 0.029 0.782 + 0.051 0.269
WIRE 24 104 0.585 + 0.028 0.790 + 0.051 0.237
BRIT 24 10.8 0.644 + 0.027 0.779 + 0.055 0.124
BISC 24 11.5 0.625 + 0.028 0.800 + 0.049 0.182
SPOR 54 14.4 0.668 + 0.018 0.783 + 0.052 0.114
WMED 59 134 0.603 + 0.019 0.783 + 0.050 0.160
NWME 50 13.2 0.585 + 0.020 0.776 + 0.051 0.152
TUNI 24 10.8 0.532 + 0.029 0.766 + 0.058 0.187

SICI 24 10.7 0.635 + 0.028 0.793 + 0.046 0.114
GREC 24 9.8 0.557 + 0.029 0.743 + 0.063 0.191
Total 331 18.5 0.598 + 0.025 0.779 + 0.053 0.173

Table 2. Fst values among population pairs before (below diagonal) and after

(above diagonal) correcting for the presence of null alleles. The significant Fst values are

shown in bold.

WSCO|(WIRE| BRIT | BISC [ SPOR| WMED | NWME | TUNI | SICI [ GREC
WSCO 0.0028 1-0.0033|-0.0029( 0.0157 | 0.0068 | 0.0103 | 0.0038 | 0.0056 | 0.0232
WIRE | 0.0033 0.0000] 0.0009] 0.0100| 0.0043 | 0.0041 [ 0.0077]-0.0041] 0.0137
BRIT | 0.0007 | 0.0023 0.000810.0132] 0.0087 | 0.0115 | 0.0060 | 0.0061| 0.0175
BISC | -0.0023] 0.0020 | 0.0027 0.0138 | 0.0048 [ 0.0138 |-0.0014] 0.0038 | 0.0264
SPOR | 0.0137 | 0.0105] 0.0130 | 0.0125 0.0175 | 0.0149 | 0.0190 | 0.0087 | 0.0161
WMED| 0.0060 | 0.0053 | 0.0090 | 0.0058 | 0.0161 0.0041 | 0.0021] 0.0038 | 0.0137
NWME| 0.0073 | 0.0046 | 0.0097 | 0.0102 | 0.0129| 0.0030 0.0084 |-0.0022] 0.0125
TUNI | 0.0038 | 0.0071 | 0.0071 |-0.0009] 0.0173| 0.0031 | 0.0073 0.0073 | 0.0168
SICI | 0.0050 |-0.0022| 0.0057 | 0.0029 | 0.0078| 0.0035 | -0.0014 | 0.0069 0.0078
GREC | 0.0162 | 0.0113 | 0.0114 | 0.0190 | 0.0125| 0.0105 | 0.0098 | 0.0132 | 0.0067
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Table 3. Global Analyses of Molecular Variance as a weighted average over loci carried
out to compare the effect of several marine barriers on the genetic structuring of P.

elephas populations. Significant results are indicated in bold.

P.elephas populations sample size  Barrier  Percentage P-value
SICI+TUNI-GREC 72 East-MED 0.414 0.292
NWME+WMED-SPOR 163 AOF 0.523 0.312
SICI+TUNI-SPOR 102 AOF 1.169 0.100
ATL-MED 331 AOF 0.397 0.014
ATL-MED (NO GREC) 307 AOF 0.407 0.015
BISC+BRIT-WSCO+WIRE 96 Gulf-Stream -0.323 0.945
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Supplementary data, S1. The Multidimensional scaling (MDS) analysis using the

individual matrix did not show any visible structure on the data, with individuals

from both basins mixing together.
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Supplementary data, S2. The Bayesian clustering method of STRUCTURE 2.2 was

not able to detect any population structure for this dataset, since the most likely scenario

obtained was that of a single panmictic population (K=1; Ln Prob of Data

1.59).
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4.- DISCUSSIO GENERAL

4.1. Reconstruccio Filogenética: Estudi de divergencies antigues i Sistematica de les

llagostes de I’infraordre Achelata (Scholtz and Richter, 1995).

La revisio de D’estat actual de la inferéncia filogenética a partir de dades
moleculars duta a terme en aquest treball ens ha apropat als métodes més habituals per
inferir les relacions filogenétiques entre diferents taxa (publicacio 1). La Maxima
parsimonia (MP) busca trobar 1'arbre compatible amb un nombre minim de substitucions
entre seqiiencies. Trobar el cladograma més parsimonidés és normalment una tasca
computacionalment intensiva i, tot i que es poden emprar els rapids algoritmes heuristics,
no poden garantir trobar el cladograma oOptim. L'analisi per parsimonia s'ha criticat
perqueé exigeix assumpcions molt estrictes, com ara la constancia en les taxes de
substitucid entre gens o llinatges. Aixi, el rendiment de la MP es deteriora quan les taxes
mutacionals difereixen entre nucleotids o gens (Yang, 1996) o si les taxes evolutives son
variables entre llinatges (Hendy and Penny, 1989). A mesura que s'analitzen seqii¢ncies
més divergents, el grau global d'homoplasia generalment augmenta, i aixd fa menys
probable que 1’arbre amb el menor nombre de canvis siga l'arbre real. A més, quan dos
llinatges evolutius que han sofert un nivell alt d’evolucid estan separats per un llinatge
curt, els llinatges llargs tendiran a unir-se de manera espuria. La combinacidé de
condicions quan aix0 ocorre s’anomena la 'Zona de Felsenstein', i la parsimonia és
especialment sensible a aquest problema (Huelsenbeck and Crandall, 1997). Per altra
banda, els métodes de MP tenen alguns avantatges sobre altres metodes filogenetics.
L’analisi per parsimonia és molt util per tractar amb caracters morfologics o amb dades
moleculars tipus insercions/deleccions. Els metodes per distancies, com ara el Neighbour
Joining (NJ), tracten de reconstruir la topologia que millor represente la matriu de
distancies entre parells de taxa. Tanmateix, 1'algoritme de NJ no garanteix trobar la millor
solucid global a una matriu de distancies (Pearson et al., 1999). A més a més, el problema
més serios amb els metodes de distancies és que exigeixen una mesura fiable de les
distancies evolutives entre seqiiencies. Quan les taxes d’evolucié varien entre posicions

d’una seqiiencia, cal corregir les distancies obtingudes. En meétodes basats en models
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probabilistics, la correccid pot utilitzar informacié de canvis en una part de l'arbre per
corregir-ne d’altres, perd un metode de distancies és inherentment incapag de propagar la
informacié d’aquesta manera. Aixi, els metodes de distancies utilitzen la informacio
sobre variacio en les taxes de mutacié de forma substancialment menys eficag¢ que els
metodes probabilistics (Felsenstein 2004). Els métodes basats en models probabilistics
(p.e. maxima versemblanca i inferéncia Bayesiana) permeten l'aplicacié de models
matematics que incorporen el nostre coneixement sobre els patrons tipics d'evolucié de
sequeéncies, 1 aixi fer inferéncies més potents. A més, utilitzen una metodologia
estadistica que permet testar diferents hipotesis, amb la validaci6 dels resultats en totes
les fases de 1’analisi: es poden testar els valors dels parametres en models evolutius, els
diferents models d’evolucio, i fins 1 tot diferents hipotesis de relacid evolutives.
Tanmateix, els metodes de maxima versemblanga (ML) no assignen directament
probabilitats als parametres del model i, si volem descriure la incertesa en un parametre,
hem de repetir les analisis moltes vegades (fent bootstrap), i augmentant el cost
computacional. Per altra banda, en la inferéncia Bayesiana la informacié es pot obtenir
directament a partir de la distribuci6 conjunta dels parametres, el que representa un cost
computacional raonable. Tot 1 aix0, una revisid de la literatura Bayesiana actual indica
que es necessita posar molt més eémfasi en el desenvolupament de models més realistes,

comprovar els efectes dels ‘priors’, i controlar la convergencia de les cadenes de Markov.

Aixi, la revisio bibliografica duta a terme en aquesta tesi, ens duu a afirmar que
les millors estimes filogenetiques s’obtenen utilitzant metodes d'inferéncia robustos,
capagos d’incorporar models evolutius realistes (Publicacid 1). Les dues maneres més
directes d'augmentar la precisio d'una inferéncia filogenética sén incloure més seqiiencies
/0 augmentar la longitud de les seqiiencies utilitzades. Goldman (1998) va demostrar que
afegir més seqiiencies a una analisi no augmenta la quantitat d'informacié en diferents
parts de l'arbre de manera uniforme, mentre que 1'ts de seqiiéncies més llargues si que
resulta en un augment lineal d’informacié sobre la totalitat de l'arbre. Aixi, una
aproximacio particularment potent és analitzar les seqiieéncies com una totalitat de gens
concatenats. L'analisi més simple suposaria que tots els gens tingueren els mateixos

patrons 1 taxes d'evolucid (Cao et al., 1994). Aquest metode tan ingenu, perd, només
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s'hauria d'utilitzar quan hi ha evidéncia substancial d'un mateix patré evolutiu en tots els
gens. Altrament, les diferéncies entre patrons de substitucid dels gens poden conduir cap
a resultats esbiaixats. Avui en dia, I’analisi de seqiiencies concatenades €s possible, tenint
en compte I’heterogeneitat de models evolutius entre els gens estudiats. Aquesta
heterogeneitat podria ser prou complexa com per deixar a cada gen evolucionar amb un
model i amb una taxa de substitucio diferent en tots els llinatges (Yang, 1996). Gracies a
la utilitzacié de les técniques de mostreig per MCMC, els models mixtos i basats en la
probabilitat de diferents models evolutius, es podrien utilitzar fins i tot quan l'evolucié és

heterogenia (Pagel and Meade, 2004).

Tanmateix, cal assenyalar que les estimes filogenctiques bones, en el fons,
depenen de I’existéncia de bons conjunts de dades. En general, un error sistematic
afectara qualsevol métode de reconstruccid filogenetica. Situacions com atraccid de
branques llargues (LBA) i biaixos en la composicié nucleotidica son exemples d’error
sistematic. Quan inferim filogeénies, intentem definir la successié real de divergeéncies
passades a partir de les seqiiencies actuals. Tanmateix, cal tenir en compte que 1’extincio
de taxa intermedis, la seleccid i els parametres poblacionals poden influir en la intensitat
del senyal filogenétic. En conclusid, la inferéncia filogenetica s'hauria d'enfocar no sols
com a eina per aconseguir una resposta definitiva per a un problema taxonomic, siné com
a eina per incorporar noves preguntes sobre I'evolucio de les molécules i la morfologia i
per intentar descobrir les causes d’aquestes diferéncies en el procés d’evolucié de les

especies.

Aixi, quan ens apropem a I’estudi de la sistematica de les llagostes de I’infraordre
Achelata (Scholtz and Richter, 1995), la inclusio de gens d’evolucid lenta 1 gens
d’evoluci6 rapida i un mostreig ample de taxa (incloent-hi uns quants outgroups) ens ha
permes resoldre, amb un suport estadistic elevat, algunes de les incerteses en les relacions
entre grups dins d’aquest infraordre. Aix0 indica que, per a resoldre filogenies
moleculars, no solament és important augmentar el nombre de gens sin6 també incloure-
hi més taxa (Rokas et al., 2005). Aixi, el conjunt de dades genctiques obtingudes indica

una monofilia reciproca de les families Palinuridae (Ilagostes) i Scyllaridae (castanyoles)
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1, per tant, contradiu la proposta de Forster d'un avantpassat tipus Linuparus com a origen
dels Scyllaridae (Forster, 1973). A més a més, la classificaci6 habitualment més
acceptada, amb la preséncia de tres families (Palinuridae, Scyllaridae i Synaxidae) dins
del grup no queda suportada per l'evidéncia genctica, ja que els Synaxidae sempre es
troben agrupats dins dels Palinuridae. De fet, tot i que altres autors havien proposat que
els Synaxidae i1 els Palinuridae evolucionaven separadament des de 1’aparicié dels
Pemphicidea en el Mesozoic (Glaessner 1969; George and Main, 1967), els nostres
resultats donen suport a altres estudis previs que assenyalaven als Synaxidae com a grup
polifiletic (Davie, 1990). Les relacions entre Palinurellus 1 Palibythus (Synaxidae)
inferides a partir de les dades moleculars clarament suporten la proposta de Davie (1990)
d’establir sinonimia entre les actuals families Synaxidae i Palinuridae. Aixi, nosaltres
recomanem formalment que aquesta taxonomia siga adoptada, és a dir, que el grup
Achelata conste simplement de dues families, Palinuridac i Scyllaridae i que els

Synaxidae siguen considerats sinonim de Palinuridae.

Quan ens centrem en les relacions dins de la familia Palinuridae, la proposta de
George and Main (1967) de les tribus Silentes (especies sense organ estridulant) i
Stridentes (espécies amb organ estridulant) esta suportada per 1’evidéncia molecular,
encara que amb un suport baix per al grup Stridentes. El clade Silentes sempre ¢&s
recuperat com a monofiletic amb un suport estadistic elevat i amb unes relacions
evolutives entre géneres de Silentes que concorden molt bé amb les dades morfologiques,
amb Palinurellus com el primer genere a divergir i amb el llinatge que conté a Projasus,
Sagmariasus 1 Jasus originant-se més tard. Tanmateix, les relacions filogenétiques
inferides entre els géneres de Stridentes difereixen de totes les hipotesis préviament
proposades (George and Main, 1967; Baisre, 1994; Patek and Oakley, 2003). Les nostres
dades moleculars suporten un clade Linuparus/Justitia, en lloc del clade
Linuparus/Puerulus proposat anteriorment (George and Main, 1967; George 2006).Val a
dir que D’existéncia d'aquest clade Linuparus/Justitia (publicacidé 2) no estd només
suportada per les dades moleculars, siné que també hi ha evidéncia morfologica que la
recolza, ja que aquests dos generes son els Unics Palinuridae on els genitals dels mascles

presenten una extensié de quitina a la base del cinqué parell de pereiopodes (Holthuis,
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1991; Patek and Oakley, 2003). Al mateix temps, la posicio d'aquest clade
Linuparus/Justitia en relaci6 als Silentes i la resta de generes Stridentes roman sense
resoldre’s. La curta branca que separa els Silentes dels Stridentes podria ser indicativa
d'una radiaci6 rapida dels tres principals llinatges de Palinuridae, cosa que faria dificil
aconseguir un bon suport estadistic per a les agrupacions inferides. Com ja s’ha observat
en altres taxa, els esdeveniments de radiacidé rapida no sén facils de resoldre amb els
metodes de reconstruccid filogenética (Carreras-Carbonell et al., 2005; Rokas et al.,
2005). La inclusio de més espécies que pertanyen als clades 2 1 3 (p. e. Puerulus i
Palinustus; veure Fig. 2, publicacid 2) podria ajudar a resoldre la monofilia dels géneres
de Stridentes. En particular, augmentant l'esfor¢ de mostreig sobre el genere Palinustus,
que compta amb 5 espécies descrites, permetria també testar el suggeriment de George
(2006) que Palinustus ha sobreviscut com a especies relicte als tres oceans principals

després de la fragmentacid del Tethys.

En comptes d'un clade Palinurus/Puerulus (Baisre, 1994), el conjunt de dades
molecular suporta l'existéncia d'un clade Palinurus /Panulirus /Palibythus (clade 3).
Aquest resultat és forga interessant, ja que la morfologia de Palibythus és especialment
divergent i la seva posicid dins de Palinuridae romania sense resoldre fins ara (Patek and
Oakley, 2003). A més, Panulirus 1 Palibythus son els Unics Stridentes que mostren unes
grans files d’espines en la placa antenular (Davie, 1990; Patek and Oakley, 2003).
Finalment, les dues clades principals trobades dins dels Scyllaridae estan d'acord amb
inferéncies previes basades en dades morfologiques (Holthuis, 1991). El fet que el clade
Arctidinae /Ibacinae mostre un suport molt baix, pot ser degut al nombre reduit
d’espécies utilitzat. Aixi, augmentar el mostreig d'especies dins d'aquesta familia podria

ajudar a donar suport a aquestes agrupacions.

Pel que fa a les implicacions de I’analisi filogenetica més enlla de les relacions
evolutives 1 la sistematica, en la publicaci6 2 ens hem interessat per incorporar
informaci6 temporal i de distribucid de les espécies en la interpretacié dels resultats de
I’analisi molecular. Per una banda, I'analisi biogeografica ens permet trobar la hipotesi

més parsimoniosa que relacione un cladograma d'arees de distribucié conegudes i un
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arbre filogenetic. Com que podem trobar patrons biogeografics multiples, hem utilitzat
tecniques basades en la maxima parsimonia per tal de desentranyar histories de
distribucio reticulades (Upchurch, 2008). No obstant aixo, s'hauria d'assenyalar en primer
lloc que I'analisi biogeografica dels Achelata presenta unes quantes limitacions, ja que la
majoria dels generes de llagosta tenen una distribucid molt ampla i1 pot no haver-hi prou
especies de cada grup per a tracar acuradament les divergencies de les arees de
distribuci6 corresponents, especialment en el cas del génere Panulirus 1 els escil.larids,
que son molt diversos. Els resultats obtinguts en la nostra analisi amb el software
TreeFitter apunten a un origen dels Achelata en I’Indo-Pacific (regi6 de I’antic Tethys), ja
que el cladograma d’arees que presentava un cost més baix (Cost: 21) és el que inclou
l'ocea Indic com a zona basal. Sota el model de quatre esdeveniments de Ronquist, els
esdeveniments de duplicacio en la filogeénia dels Achelata sén significativament més
freqlients, 1 correspondrien a processos d’especiacio simpatrida o especiacio al-lopatrida
en resposta a una barrera temporal (Ronquist, 2001). D'acord amb aixo, estudis previs han
proposat que les barreres oceanografiques a la dispersid larval podrien ser responsables
del patré d'especiacié observat en algunes llagostes del génere Panulirus (Pollock, 1993).
Tanmateix, ajustar cladogrames d'area per reflectir el canvi dinamic de les barreres
oceanografiques al llarg del temps no és senzill i es necessita molta més recerca per

refinar els meétodes actuals de reconstruccid biogeografica (Upchurch, 2008).

Per altra banda, la datacié de la divergencia entre les dues principals families
d'Achelata (125-178 milions d’anys) obtinguda amb el metode del rellotge relaxat és
compatible amb la hipotesi prévia d'un origen Triassic dels Achelata (Porter et al., 2005;
George, 2006). La gran extincio del Permia (251 milions d’anys), amb la desaparicié de
fins a un 96 per cent de totes les especies marines, va permetre una gran expansio de nous
grups taxonomics disposats a ocupar els habitats buits (Lopez-Gomez and Taylor, 2005).
Els primers fossils semblants als Achelata apareixen abans del Triassic (250-190 milions
d’anys) (Pemphix sueurii Meyer 1839 1 Palinurus sueurii Desmarest 1822), pero els
fossils que es poden assignar de manera segura als Achelata son de principis del Jurassic
(Palinurina Munster 1839, Palaeopalinurus Bachmeyer, 1954 1 Cancrinos Munster

1839), i coincideixen amb la primera ruptura de Pangaea fa aproximadament 180 milions
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d’anys. La separacié de les dues principals families d’Achelata es podria relacionar aixi
amb l'origen de 1'Ocea Tethys; ja que els fossils d’Achelata del Cretaci Mitja (Estrats
Aptia i Albia, al voltant de 110-120 milions d’anys) ja mostren clarament la divergéncia
entre les dues families principals: Palinuridae (Astacodes falcifer Bell 1863, Palinurus
palaciosi Vega et al. 2006) 1 Scyllaridae (Scyllarella gardneri Woods 1925, Scyllarides
punctatus Woods 1925).

L'origen dels grups principals dins de cada familia estaria aixi localitzat en el
periode que abarca des del final del Cretaci inferior fins al comengament del Cretaci
superior (Cenomania, aproximadament 100 milions d’anys). Val a dir que el Cenomania
va suposar el nivell del mar més alt observat durant els passats sis-cents milions d'anys
(aproximadament 150 metres per damunt del nivell del mar actual) (Gradstein et al.,
2004). La divergencia dels grups Silentes/Stridentes va tenir un impacte significatiu en
I'evolucio dels Palinuridae. L'adquisicié d'una estructura complexa, com 1'0rgan
estridulant, va representar un avantatge adaptatiu important, millorant les possibilitats de
superviveéncia front 1’atac d'un predador (Lewis and Cane, 1990). Tanmateix, la monofilia
dels Stridentes no esta fortament suportada en la nostra analisi molecular, la qual cosa no
ens permet d’afirmar si els Stridentes (incloent Linuparus/Justitia) representen un llinatge
monofilétic. No obstant aix0, la monofilia dels Silentes esta inequivocament suportada i
la seva divergeéncia aproximada 75 milions d’anys (55-125milions d’anys) és coherent
amb el registre fossil (Glaessner, 1969). Aixi, els géneres de Silentes haurien pogut
originar-se a I’Hemisferi Sud, coincidint amb la formacio d’Australia i 1’Antartida
(George, 2006). El genere fossil de I’Eoce Archeocarabus suposaria aixi una forma
transitoria que duria al present grup de géneres Jasus, Sagmariasus i Projasus (Woods,
1931). De fet, la data estimada per a ’avantpassat comu més recent (MRCA) de Jasus,
Sagmariasus 1 Projasus correspon a I'Eoce (39 milions d’anys), tot i que Archeocarabus

no va ser utilitzat per calibrar el rellotge molecular.
Entre els generes de Stridentes, Panulirus no es troba representat en el registre

fossil 1 per aix0 tradicionalment se suposava que s’havia originat recentment (Miocg,

aproximadament 20 milions d’anys) a partir d’un ancestre tipus Palinurus (George and
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Main, 1967; George 2006). Nogensmenys, treballs previs inferien un origen anterior del
genere Panulirus 1 les evidéncies, tant morfologiques com genetiques, assenyalen a
I’especie atlantica P. argus (Latreille, 1804) com a representant de la primera espécie que
divergeix dins del llinatge (Ptacek et al., 2001). Curiosament, la nostra data estimada de
divergencia per al clade Panulirus/Palibythus - Palinurus és al voltant de cinc vegades
més antiga que el temps de divergencia assumit tradicionalment i suggereix que els
generes es poden haver separat amb la formacié de I'ocea Atlantic fa al voltant de 100
milions d’anys (Bird et al., 2007). Els nostres resultats coincideixen amb estimes
independents préviament obtingudes a partir de seqiiéncies de les hemocianines de tipus

d'alfa de Palinurus elephas 1 Panulirus interruptus (Kusche et al., 2003).

En conclusid, els nostres resultats indiquen que els Achelata formen un grup
monofilétic de crustacis decapodes compost de dues families principals: Palinuridae 1
Scyllaridae. L'analisi molecular confirma Synaxidae com un grup polifilétic, que s'hauria
d'incloure dins de Palinuridae. La familia Palinuridac presentaria aixi tres llinatges
principals: 1) els Silentes, incloent-hi 'anterior génere sinaxid Palinurellus; 2) un clade
Linuparus/Justitia 1 3) un clade principal de Stridentes, que inclouria Puerulus,
Palinustus, Palinurus, Panulirus i 1'anterior sinaxid Palibythus. A més, les dues clades
principals trobades dins dels Scyllaridae estan d'acord amb la taxonomia actual basada en
dades morfologiques d’adults. Finalment, la datacié de divergencies dins d'Achelata
obtingudes amb el metode del rellotge relaxat és compatible amb les hipotesis previes
d'un origen Triassic de les llagostes Achelata. L'is simultani de marcadors moleculars
d’evolucio6 lenta i rapida i un mostreig ample de diferents taxa han demostrat ser eficagos
per resoldre les incerteses trobades en aproximacions prévies i han permés obtenir
estimes de divergencia coherents fins 1 tot utilitzant un registre fossil incomplet.
Finalment, I'aproximacié filogenética utilitzada en el nostre estudi es podria generalitzar
per resoldre incerteses en la classificacid en altres grups taxonomics i comparar hipotesis

evolutives en conflicte.
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4.2. Reconstruccio Filogenetica: Estudi de la variabilitat genética i les divergéncies

recents en espécies del génere Palinurus.

L’obtenci6 d’un nou conjunt de marcadors nuclears d’evolucié rapida
(microsatel.lits) per a la llagosta vermella (Palinurus elephas) (publicacié 3), marca una
nova pauta en el desenvolupament d’aquesta tesi, acostant-nos a processos d’evolucid
molt més recents. Els desavantatges que presenten els microsatel.lits, com ara els elevats
costos economics 1 les dificultats per trobar microsatel-lits nous en genomes complexos,
poden trobar-se compensats si utilitzem els marcadors desenvolupats en una espécie per a
estudiar altres especies properes. Aixi, els marcadors obtesos en Palinurus elephas van
ser utilitzats per a estudiar els nivells de diversitat genctica en totes les especies del
genere Palinurus (publicacio 4) i en una analisi filogenética dels processos d’especiacio
dins del genere (publicacido 5). Gracies als nous metodes de computacié bayesiana
aproximada (ABC), basats en la teoria de la coalescéncia, vam poder testar diferents
hipotesis evolutives dins del génere Palinurus i acostar-nos una mica mes a la descripcio

dels processos d’especiacid en el medi mari.

4.2.1.- Variabilitat genetica en especies del genere Palinurus.

Els nostres estudis sobre diversitat genética en especies del geénere Palinurus
(Weber, 1795) indiquen que els microsatel-lits desenvolupats en Palinurus elephas
amplifiquen en totes les especies de Palinurus conegudes, amb un percentatge de
marcadors polimorfics del 100% per a totes les especies excepte P. barbarae (publicacio
4). Estudis previs en peixos marins havien indicat una relacié negativa entre la proporcio
de loci polimorfics 1 la distancia evolutiva entre espécies (Carreras-Carbonell et al.,
2008). P. elephas 1 P. barbarae, d’acord amb aquests resultats, presenten la divergencia
en seqiiencies de mtDNA més gran entre dues especies de Palinurus (Groeneveld et al.,
2007). Aquesta correlacié negativa entre distancia genetica i l'amplificacio 1 el
polimorfisme de loci microsatel-lits també podria explicar el nombre més elevat d’al-lels

nuls trobats en alguns loci en les espécies de 1'hemisferi sud.
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La diversitat genética 1 els valors de Fis trobats en especies de Palinurus utilitzant
els marcadors microsatel-lit son similars a les trobades en altres decapodes marins
(Robainas et al. 2002; Urbani et al. 1998). Malgrat les diferéncies en tamany mostral en
les especies incloses en els nostres, els metodes de rarefaccio ens han permés comparar la
riquesa al.l¢lica entre espécies de Palinurus. Generalment, les espécies amb una area de
distribuci6 gran tendeixen a tenir nivells més alts de diversitat genética que les especies
endémiques, geograficament restringides (Avise and Hamrick 1996; Cole 2003).
Contradient aquesta tendéncia, P. charlestoni va mostrar el segon valor de diversitat
genetica més alt (publicacio 4). De fet, la tendéncia trobada va ser que la riquesa al.l¢lica
és consistentment més alta en espécies d'aigua poc profunda que en les espécies d'aigua
profunda, independentment del nombre de genotips analitzats. Els valors aproximats per a
especies d'aigua poc profunda generalment doblen aquells de congeéners d'aigua profunda.
Aixi, una diversitat genética 1 una consanguinitat més alta en P. mauritanicus, P.
delagoae o P. barbarae sén probablement degudes al fet que les poblacions sén més

petites en especies d’aigiies profundes.

La teoria de genctica de poblacions suggereix que només les poblacions molt
petites pateixen una perdua significativa de diversitat genetica, a partir d’una grandaria
efectiva (Ne) minima de 50-500 individus (Ellstrand and Elam 1993). Per a les pesqueries
marines, fins i tot les poblacions "col-lapsades" tenen normalment tamanys censals (N)
d'uns quants milions d'individus, de manera que es podria pensar que no és necessari
preocupar-se sobre la perdua de diversitat genética, tot i que els efectes de la sobrepesca
sobre la diversitat de les especies i la seva abundancia estan ben documentats (Hutchings
2000; Law 2007). Per altra banda, molts crustacis marins es caracteritzen per corbes de
supervivencia tipus III, amb una combinacio6 d'alta fecunditat i elevada mortaldat juvenil.
Aquestes caracteristiques de cicle vital generen una variancia molt alta en l'éxit
reproductiu, cosa que pot deprimir Ne substancialment i provocar proporcions Ne/N
extremadament baixes (Hedgecock 1994). Per exemple, la grandaria efectiva pot ser unes
quantes ordres de magnitud més petita que la mida censal en peixos marins, produint unes
proporcions Ne/N de 10-5 a 10-3 (Hauser et al. 2002). Considerant les grandaries

efectives poblacionals calculades en espécies de Palinurus amb 1’estimador
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d'homozigositat (H) de Kimmel et al. (1998) i la formula de Ohta and Kimura (1973) 1
utilitzant la ratio Ne/N de 10-3 - 10-5 trobada en altres especies marines (Hauser et al.
2002), els tamanys censals de les especies de Palinurus se n'anirien ben bé per sobre
d’uns quants milions d'individus. Reciprocament, poblacions d'uns quants milions
d'individus poden representar de fet grandaries efectives molt més petites. Per aixo,
moltes poblacions marines sotmeses a explotacidé poden estar en perill de perdre

variabilitat genética a llarg termini, malgrat que les seves mides censals siguin grans.

Recentment s’ha estudiat la filogeografia d’unes quantes espécies del genere
Palinurus utilitzant gens mitocondrials com CR i COI (Tolley et al., 2005; Gopal et al.,
2006; publicacio 6). En tots els casos, el mtDNA presentava una diversitat haplotipica
bastant alta, amb la preséncia d'un haplotip majoritari i un nombre gran d’haplotips
estretament relacionats. Aquest patrd de distribucid d'haplotips podria indicar la preséncia
d'un coll d’ampolla provocat per fluctuacions demografiques (Harpending 1994).
Tanmateix, la seleccio sobre la molécula de mtDNA també podria provocar que els
haplotips actuals foren molt semblants entre ells (Stephens 2007). Si els patrons de
diversitat genctica del mtDNA son causats per la seleccid, utilitzar marcadors nuclears
selectivament neutres ens donara una comprensié més completa de la distribucio de
diversitat genética d’aquestes especies. Pel que fa a la inferéncia de canvis demografics
per als quals la signatura genética encara esta manifesta, el programa BOTTLENECK no
va ser capag¢ de proporcionar resultats concloents per a cap especie analitzada. Aquest
resultat es pot relacionar amb una poténcia insuficient del meétode donat el nombre de loci
analitzats (Luikart and Cornuet, 1998) que sols permet detectar colls d’ampolla forts i
molt recents (Pascual et al., 2001). La presencia d'al-lels nuls també podria tenir un efecte
negatiu sobre els resultats (Luikart and Cornuet 1998). No obstant aixd, quan es va
utilitzar el métode de Kimmel et al. (1998), totes les especies de Palinurus van mostrar
un senyal clar de canvis demografics, cosa que estaria d'acord amb els estudis previs

usant mtDNA.

Per altra banda, no és sorprenent trobar aquest senyal en totes les especies, ja que

si la poblaci6 experimenta un coll d’ampolla que precedeix expansid, hi haura un periode
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molt llarg (uns quants mils de generacions) durant el qual s’infereix un coll d’ampolla
abans de mostrar-se la signatura d'expansi6. Aixi, I'efecte de seleccio sobre el mtDNA no
s'hauria de descartar. Nogensmenys, la comparacié del mtDNA entre congéners d'aigua
poc profunda (plataforma) i els de talis continental i fons batials (>200 m), ens indica
que les especies d'aigiies profundes tenen nivells de diversitat haplotipica més alts que els
seus homolegs d'aigua menys profunda. Per aixo, les espécies amb la diversitat genética
m¢és alta per a marcadors microsatel-lit (especies d'aigiies poc profundes) serien aquelles
que mostren un valor de diversitat haplotipica més baix en utilitzar dades de seqiiéncia de
mtDNA. Una causa probable del patrd observat seria que la seleccio sobre el mtDNA ha
estat més forta en especies d'aiglies més superficials, ja que els ambients d'aigua profunda
tendeixen a ser més estables pel que fa a variacions de temperatura. Segons la hipotesi del
“Genetic Draft” d’en Gillespie, la reduccido de la variacié genetica provocada per
escombratges selectius recurrents, equilibraria els nivells de diversitat neutra (que
esperariem foren més grans en poblacions més grans), fent que la variacid genctica siga
independent de la mida poblacional (Bazin et al. 2006; publicacid 6). Aixi, s’explicarien
els valors de diversitat de mtDNA més petits en especies d'aigua poc profunda malgrat
que les seves grandaries poblacionals foren més grans (com ens indiquen els marcadors

nuclears).

En conclusid, ha estat confirmat que els marcadors microsatel-lit desenvolupats
per a Palinurus elephas son polimorfics en les altres especies de Palinurus conegudes. La
grandaria efectiva poblacional en especies de Palinurus, calculades mitjancant
l'estimador d'homozigositat (H) de Kimmel et al. (1998) i la férmula de Ohta and Kimura
(1973) seria unes quantes ordres de magnitud més petita que les mides censals
corresponents calculades a partir de les dades de pesqueries (FAO, 2008), de manera que
milions d'individus serien equivalents a una grandaria efectiva poblacional de només
centenars o milers. Més important encara és el fet que les espécies d'aigua profunda
presenten una grandaria efectiva poblacional més baixa, comparades als seus homolegs
d'aigua poc profunda. Aixo0 fara que les especies d'aigua profunda siguen més sensibles a
la sobreexplotaci6 i, consegiientment, que la sobrepesca tinga un efecte molt més gran

sobre la diversitat genética d’aquestes espécies a llarg termini.
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4.2.2.- Filogenia i especiacio en el génere Palinurus Weber, 1795.

Al treball previ amb la utilitzacié de seqiiencies d’ADN nuclear i mitocondrial
(publicacio 2), es va poder recuperar Palinurus elephas com a primera especie a divergir
dins del geénere, encara que les relacions entre les altres espécies del génere Palinurus no
es van poder resoldre per la manca de variabilitat en la major part de les seqiiencies. De
fet, alguns dels gens mitocondrials van presentar una notable manca de polimorfisme
nucleotidic. Es interessant resaltar que, dins d’una mateixa espécie (p.e. P. mauritanicus),
alguns gens mitocondrials no presentaven variabilitat mentre que altres si eren variables.
Un procés demografic, com per exemple un coll d’ampolla molt fort, reduiria la
variabilitat de forma global a tots els gens mitocondrials, perqué aquest genoma
representa un sol grup de lligament. Per altra banda, un procés de seleccid també tendeix
a reduir de forma global el polimorfisme en la molécula seleccionada, perd una grandaria
efectiva considerable permetria 1’existéncia de diferents individus amb una mateixa
variant d’un gen. El fet que aquesta variant fora seleccionada en més d’un llinatge dins de
I’especie ajudaria al manteniment de part de la variabilitat ancestral en les regions no
seleccionades. A més a més, s’ha de tenir en compte que si una regidé concreta esta
sotmesa a seleccio de manera recurrent, la variabilitat que es forma per mutacid seria
seleccionada en contra per a eixa regid en concret, perd no per a la resta de la molécula 1
aixo també faria que la taxa de mutacié semblara comparativament menor en una regid

del genoma que en una altra.

Les nostres analisis filogenetiques dins del genere Palinurus, utilitzant un conjunt
de loci nuclear polimorfic (microsatel.lits) 1 els metodes classics basats en distancies,
sostenen un patrd d'especiacid amb totes les espécies africanes formant un clade
monofiletic (Publicacid 5). A més, la combinacié de marcadors nuclears i mtDNA amb
els metodes recentment desenvolupats basats en coalescéncia (ABC: Computacié
Bayesiana Aproximada), ens ha permés testar la hipotesi préviament suggerida que
suposa que P. charlestoni es va originar a partir d'un avantpassat sud-africa tipus P.

gilchristi (especiacio Sud-Nord) (Groeneveld et al., 2007). Els resultats obtinguts amb les
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dades microsatel.lit assenyalen que un patrd d'especiacidé Nord-Sud és més coherent amb
el conjunt de dades moleculars. Aquest procés d'especiacié Nord-Sud podria estar
relacionat amb les pautes dels corrents marins en la costa occidental d'Africa. El corrent
Canari flueix al llarg de I’any cap a I'equador (Wooster et al. 1976; Batten et al. 2000),
mentre que el corrent d'Angola flueix prop de la costa d'Africa des de 2°N fins a 20°S.
Les larves teleplaniques, com la filosoma, podrien haver estat transportades pel corrent
d'Angola, que es comunica amb la branca de gir del corrent de Benguela, viatjant més cap
al sud. Per aix0, algunes larves podrien haver colonitzat aigiies africanes utilitzant un
sistema de corrents semblant a una cinta transportadora. A més a més, s'hauria
d'assenyalar que aquesta hipotesi d'especiacid Nord-Sud també és coherent amb les
analisis filogenéetiques previes amb dades de seqiiencia de mtDNA (Groeneveld et al.,
2007). Tanmateix, abans que el fet de si les larves podrien haver arribat a I'Africa del sud,
sembla haver una qiiestié més important per resoldre: eren les aigiies sudafricanes un

ambient idoni per a que les espécies de Palinurus pogueren sobreviure 1 proliferar?

En D’estudi filogeografic, utilitzant part del gen COI i les taxes de mutacio
estandards per a crustacis decapodes, hem trobat que el temps de divergeéncia entre P.
elephas 1 P. mauritanicus era molt més recent que el proposat per Groeneveld et al.
(2007) (publicacié 6). Amb I’estudi en les relacions evolutives dins de l'infraordre
Achelata, hem mostrat que no hi ha variaci6 genética entre especies de Palinurus
(excepte a P. elephas) quan s’analitzen dades de seqiiencia per a gens nuclears
(publicacio 2). Tota aquesta evidéncia sembla indicar que un procés d'especiacié molt
recent hauria estat responsable de 1'origen de les especies de Palinurus, tot i que una taxa
de mutacié extremadament baixa també es podria invocar per a explicar la manca de
diferenciacid genetica. D'acord amb I’evidéncia previa, les simulacions per coalescencia
fetes en la publicacié 5 indiquen que no és probable que el conjunt de dades moleculars
observat resulti d'una taxa de mutacié baixa mentre que la taxa de mutacié més rapida
esta ben suportada independentment de la hipotesi d'especiacio assumida. Les taxes de
mutacié marquen la diferéncia en aquest cas, ja que €s obvi que les dades genetiques son
només la meitat de la historia 1 que l'especiacid hauria de ser coherent amb una altra

informaci6 independent disponible. Aixi, els temps de divergéncia obtinguts per a les
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especies de Palinurus utilitzant les taxes de mutacio estandards coincideixen amb els
processos relacionats amb les glaciacions ocorreguts durant els darrers 2 My (Prange et
al. 2002). Es conegut que els canvis climatics del Plioce, tant a 'Hemisferi Nord com al
Sud, tingueren un gran impacte en l'evolucié de molts organismes terrestres (deMenocal,
2004). Per aixo, la pregunta sorgeix directament: Com afectaren tots aquests canvis els
patrons de circulacid d'oceans en I’Atlantic sud i, especialment, com afectaren a

I’ambient mari de 1'Africa del sud?

Durant el Plioce, el canvi més important en la circulacio dels oceans esta
relacionat amb el tancament gradual de 1'Istme de Panama, fa ara entre 5 1 3 milions
d’anys (Marlow et al., 2000; Prange et al. 2002). L’intercanvi de masses d'aigua tropical
de I’Atlantic i Pacific es va aturar i s’establi la circulacié actual amb una influéncia forta
de I’Aigua Profunda de I’ Atlantic Nord sobre la circulacié global, amb una intensificacid
forta del sistema d'aflorament de Benguela (Prange and Schulz, 2004). Tot i que
I’aflorament de Namibia probablement comengara durant el Mioce¢ (Siesser, 1980), el
maxim de diatomees Matuyama (~2 milions d’anys) marca la transicio d'un periode calid
a un mode fred de control dels afloraments al llarg de la costa sud-oest africana (Lange et
al., 1999). Marlow et al. (2000) han demostrat que el sistema d'aflorament de Benguela es
va tornar més pronunciat cap als 2.1 a 1.9 milions d’anys i s’intensifica durant el periode
que condueix al comencament dels cicles glacials de 100 kyr, ara fa uns 0.6 milions
d’anys. La intensificaci6 d'aquest aflorament va tenir una influéncia directa, refredant les
aigiies marines de Sud-Africa (Marlow et al., 2000). La temperatura superficial mitjana
en aiglies sudafricanes, directament afectada per aquest sistema d’aflorament, va baixar
des de 26°C en el Plioce mitja (3.5 milions d’anys) fins a 18°C en 1’actualitat (Marlow et
al., 2000). Aixd ens fa concloure que la temperatura de l'aigua a Sud-Africa no hauria
permes l'expansio d'un geénere d'aigua freda com Palinurus fins a finals del Pleistoce, ja
que les especies de Palinurus es troben generalment entre 11-18°C (Holthuis, 1991;
Groeneveld et al., 2007). En efecte, segons les estimes de divergeéncia obtingudes amb els
metodes ABC, els llinatges de P. charlestoni i P. gilchristi haurien divergit fa només uns
550 kyr, just després que les aigiies africanes es tornessin adequades per a la

superviveéncia d’especies de Palinurus. A més a més, val a dir que P. barbarae sembla
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estar especialment adaptada a ambients més calids, ja que és 1"inica especie de Palinurus
que es troba habitualment en aigiies per damunt dels 16°C (Groeneveld et al., 2007), fet

que també concordaria amb la hipotesi d’especiacié Nord-Sud.

Per altra banda, les analisis basades en individus en lloc d’espécies, van mostrar
que la monofilia no esta ben suportada en espécies del génere Palinurus de 1'0cea Indic
Occidental i I’Atlantic Oriental. Aquest resultat ¢és coherent amb la teoria de la
coalescencia, que afirma que poden persistir llinatges polifilétics entre especies fins i tot
molt de temps després de divergir (Tajima 1984; Palumbi, 1998). De fet, amb una
grandaria efectiva ancestral d'aproximadament 20,000 individus (publicacid 4) 1 un temps
de generacié de 4-10 anys, es necessitaria un total de 160-400 kyr perque es fixaren els
llinatges. Aix0 estaria perfectament d'acord amb els temps de divergéncia estimats a
partir del conjunt de dades combinat (mtDNA-+microsatel.lits), ja que les analisis basades
en individus ens mostren que la separacid incompleta de llinatges €és més evident en el

parell d'especies que han divergit fa menys temps, P. delagoae i P. barbarae (~89 kyr).

De totes formes, aix0 no significa que la inferéncia basada en els marcadors
microsatel-lits siga completament fiable i1 perfecta. Atés que els models d’evolucid
molecular son els que ens expliquen com ha ocorregut la divergéncia entre especies, és
molt important que les seves limitacions es tinguen en compte (Avise, 2000). El model
utilitzat en els nostres treballs suposa que només la deriva genética i la immigracid estan
implicades en el canvi genétic, €s a dir, que la seleccid €s insignificant i les poblacions
estan en equilibri (Chakraborty and Leimar, 1987). Aixi, ’actuacio de la seleccio sobre
els marcadors microsatel-lit podria distorsionar les assumpcions del model i obligaria a
canviar les interpretacions. Uns altres problemes especifics de la inferéncia filogenética
basada en els microsatel-lits estarien relacionats amb una limitacio en el tamany dels
al‘lels, ja que normalment es manté el nombre de repeticions per sota d'un cert llindar
(Bowcock et al., 1991). Estudis previs han mostrat que el model de mutaci6é stepwise
(SMM) explica relativament bé els processos evolutius de molts loci microsatel-lit (p. e.

Weber and Wong, 1993). Tanmateix, el fet de tenir mostrejats un nombre considerable de
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loci microsatel-lit permet que el soroll fet per loci que evolucionen de forma irregular es

reduesca (Takezaki and Nei, 1996).

En conclusid, el patrd d'especiacio trobat en Palinurus és un exemple tipic dels
processos d'especiacio rapida dins d'un grup, amb branques molt curtes separant les
diferents especies. Les eines moleculars han ajudat a descobrir divergéncies recents en
una amplia varietat de taxa i ens han proporcionat unes quantes pistes sobre els
mecanismes, el ritme i la geografia de 1’especiacié marina (Knowlton 1993; Lessios et al.
2001). La inferencia filogenética a partir de dades moleculars pot ajudar a documentar el
patré geografic 1 cronologic de la formacid d'especies, sempre que estiga acoblat amb
informaci6 sobre la historia geologica de les regions i els corrents oceanics passats i
presents que poden proporcionar corredors de dispersid. En efecte, I'evidéncia genetica
suggereix que molts grups d'especies son relativament recents, originant-se després del
comengament del Pleistoce, durant els darrers 2 milions d’anys (Palumbi 1996; Barber et
al. 2002). Aquests esdeveniments d'especiacid recent proporcionen una gran oportunitat
per a analitzar el procés d'especiacidé en organismes marins, i permeten que una
combinacid de dades genéctiques, morfologiques 1 biogeografiques siguen utilitzades per
contestar diferents qiiestions sobre els mecanismes d'especiacid. El nostre estudi
demostra que és més probable que les petjades sobre la formaciéo de les especies
s'identifiquin quan comparem espécies que han divergit fa poc, ja que la diferenciacid

genetica es pot relacionar amb els diferents processos d'especiacio proposats.
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4.3. Diversitat genética i diferenciacio en poblacions de llagosta vermella (Palinurus

elephas) de I’ Atlantic i la Mediterrania.

Fins ara hem discutit els resultats obtinguts en els estudis filogenetics de
divergencies antigues, duts a terme per tal de reconstruir les relacions evolutives entre
grans grups dins dels Achelata, 1 els resultats obtinguts en els estudis filogenetics de
divergencies més recents, que ens permeten identificar quins processos han tingut un
paper fonamental en 1’expansié i diversificacio de les llagostes del genere Palinurus.
Tanmateix, 1’evolucio no és un fet passat. L evolucid segueix actuant de forma continua
sobre les poblacions de llagosta, i els efectes dels processos historics més recents
segueixen tenint un impacte sobre la diversitat genctica de les especies actualment. De
fet, les caracteristiques biologiques de les llagostes, com per exemple la seva
extraordinaria capacitat de dispersio larval, juntament amb la menor importancia aparent
de fortes barreres fisiques al flux génic al mar, fan especialment interessant 1'estudi de la

variacid genctica actual en les poblacions d'aquests crustacis.

4.3.1.- Filogeografia en Palinurus elephas.

Tot i que la preseéncia d'un haplotip abundant per tota l'area de distribucié de
I'especie indica un grau alt d'homogeneitat genctica entre poblacions, l'analisi de les
dades de freqiiencies haplotipiques va revelar l'existéncia d'estructuracié geografica de les
poblacions. La diferenciacid genctica trobada entre les regions atlantiques 1 mediterranies
va resultar significativa i podria ser explicada per una restriccid del flux genic entre
aquestes dues arees. Mentre que el test de Mantel mostra un patré d'aillament per
distancia (IBD) quan s’inclouen totes les localitats mostrejades, 1'analisi de les localitats
mediterranies 1 atlantiques per separat no va ser capa¢ de detectar-lo, indicant que aquest
patr6 podria ser espuri i resultat de la restriccid del flux geénic a través de 1'Estret de
Gibraltar/Mar d’Alboran. Aquests resultats assenyalen cap a una possible reduccio en la
capacitat de dispersio de la larva filosoma en comparacid amb els nivells esperats donada
la seva llarga duracié planctonica (5-9 mesos, Mercer, 1973; Hunter, 1996). De fet,

aquesta reducci6 es podria relacionar amb la dinamica de processos oceanics de
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mesoescala, que podrien tenir un efecte de restriccid sobre la dispersié global (Naylor,
2005, 2006). L'analisi de components principals suggereix 'existencia de quatre grups de
poblacions en P. elephas (publicacid 6). Les dues localitats amb una distribucié més
septentrional formen el grup més diferenciat. Curiosament, 1'existéncia de diferenciacid
genetica entre Bretanya i mostres d’Irlanda-Escocia també s'ha trobat en el peix
Pomatoschistus microps 1 1'alga Fucus serratus (Gysels et al., 2004; Hoarau et al., 2007) i
podria ser causada per I’efecte del Gulf Stream, que colpeix el subcontinent europeu
aproximadament al sud d'Irlanda (Jakobsen et al., 2003). El Gulf Stream es divideix
llavors en un corrent cap al nord i un corrent sud cap a I’Europa continental de manera
que la seva influéncia podria reduir el flux génic entre aquestes arees. D'acord amb aixo,
un segon grup era format per les poblacions atlantiques trobades al Canal de la Manega i
l'area del Golf de Biscaia, que son influides per la branca sud del Gulf Stream. A més a
m¢és, la mostra de Portugal s'agrupava amb aquelles poblacions mediterranies (Sardenya,
Tunisia 1 Sicilia) que reben una influencia més forta d'aigiies atlantiques (Millot, 2005).
L'aigua atlantica superficial ingressa a la Mediterrania a través de 1'Estret de Gibraltar i,
després de creuar el Mar d’Alboran formant dos girs anticiclonics, viatja cap a les costes
del nord d'Africa, formant el Front d'Almeria-Oran, i cap al Canal de Sicilia, que separa
les conques occidental i oriental de la Mediterrania. Alguns girs se separen sovint cap al
nord, cap a Sardenya i les Balears (Millot, 2005). Les dues poblacions més diferenciades
de P. elephas dins de la Mediterrania son aquelles localitzades a la conca nord-occidental,
que son precisament les arees sota una menor influéncia d'aigua atlantica i constitueixen
les aigiies mediterranies més diferenciades (Salat, 1996). A la conca Liguro-Provengal-
Catalano-Valenciano-Balear, ’estructura i dinamica dels corrents superficials formen un
gir ciclonic (sentit NW a la peninsula i NE a Balears), que podria afavorir la retencid
larval. Els nostres resultats indiquen que, tot i que l'estructuracié poblacional en una
espécie marina amb distribucid Atlantic-Mediterrania pot estar influida pel Front
d’ Almeria-Oran (Patarnello et al., 2007), els processos de mesoescala patits per les aigiies

atlantiques també poden provocar diferenciaci6 genética dins de la Mediterrania.
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Els canvis demografics i diferents processos historics poden afectar la resolucid
dels marcadors genetics quan estudiem la diferenciacié entre poblacions, ja que les
reduccions en tamany poblacional o els escombratges selectius poden causar una reduccio
de la variabilitat genética global (publicacié 6). L’elevada diversitat haplotipica
observada en P. elephas, amb la preséncia d'un haplotip majoritari i un gran nombre
d’haplotips estretament relacionats, és consistent amb els resultats observats en altres
estudis de llagostes palinurides (Tolley et al., 2005; Gopal et al., 2006). Tanmateix, s'ha
d'assenyalar que un estudi previ amb P. elephas 1 P. mauritanicus no va detectar
variabilitat al gen de COI (Cannas et al., 2006), mentre que un article més recent va
trobar variabilitat intraespecifica en les dues especies (Groeneveld et al., 2007). Per aixo,
podem concloure que hi ha una tendéncia global perqué aquest grup de crustacis presente
uns nivells tan alts de diversitat haplotipica. Un coll d’ampolla genétic provocat per la
seleccid o per demografia, reduiria la grandaria efectiva poblacional i provocaria que els
haplotips actuals s'uniren en un temps molt recent. Com que la regié COI sembla haver
evolucionat de manera neutra en P. elephas i P. mauritanicus (Publicacio 6), aquest patrd
podria indicar que les fluctuacions demografiques hagin estat responsables de formar la
distribuci6 de variacid genctica actual (Harpending, 1994). Tanmateix, pel fet que tot el
mtDNA actua com a un sol marcador, si la seleccid actua en qualsevol altre gen de la
molécula de mtDNA, s’imitaria exactament un coll d’ampolla demografic; aixi, cal
utilitzar gens nuclears per descartar completament la hipotesi selectiva (Bazin et al.,
2006). No obstant aixo, val a dir que la distribucié del nombre de diferéncies i el patrd
poc profund de la genealogia d’haplotips sembla una tendéncia general present en
especies pertanyents a diversos grups taxonomics (Domingues et al., 2005). Aquest patrd
es pot relacionar amb canvis mediambientals que haurien tingut efectes dramatics sobre
una area molt amplia, com ara els periodes glacials, que poden provocar caigudes del
nivell del mar de més de 100 m (Lambeck et al., 2002). L'impacte de periodes glacials en
les fluctuacions demografiques s'ha observat en diferents especies (Bargelloni et al.,
2005; Domingues et al., 2005; Carreras-Carbonell et al, 2005). Si se suposa que la taxa de
mutacid ¢s igual a la taxa de substitucid, la data de coalescéncia per als haplotips de P.
elephas seria aproximadament uns 266-355 kyr i1 es podria relacionar amb els canvis

climatics del periode glacial Mindel (230-300 kyr) (Publicacid 6). D'acord amb aixo, les
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dates de coalescencia de mtDNA obtingudes en P. mauritanicus serien d’uns 477-583
kyr, indicant la possible influéncia de la glaciacié Giinz (620-680 kyr). Tanmateix, hi ha
hagut recentment molt de debat sobre les taxes de mutacid intraespecifica, sent molt més
altes que les taxes de substitucié interespecifiques (Ho et al., 2005). Tenint aquestes
observacions en compte i utilitzant una taxa de mutacié 3-10 vegades més rapida que la
taxa de substitucié (Emerson, 2007), el temps de coalescéncia per a P. elephas seria molt
m¢és recent i podria estar relacionat amb el darrer maxim glacial (LGM). No obstant aixo,
utilitzant aquesta taxa més rapida, els haplotips de P. mauritanicus encara s'unirien en
una época més antiga que P. elephas, indicant que l'ultim esdeveniment glacial hauria
tingut un efecte més petit sobre P. mauritanicus. Estudis previs han emfatitzat el diferent
efecte de les glaciacions en la reduccid dels nivells de variacié genética en especies
supra- 1 inter- mareals, on els temps d'exposicid al fred serien diferents (Marko, 2004).
Atés que P. mauritanicus es troba generalment en aigiies més profundes que P. elephas
(Holthuis, 1991), canvis en el nivell del mar o canvis de temperatura podrien haver
afectat les poblacions de P. mauritanicus en una menor mesura. Durant periodes calids
sempre es pot trobar un refugi de temperatura fred en aigiies més profundes (Graham et
al., 2007), mentre que, en periodes freds, un refugi calid només es trobaria fent
migracions latitudinals cap al sud. Aquests processos provocarien colls d’ampolla que
implicarien una disminucié en la diversitat genctica com la trobada en P. elephas i un
efecte més petit en especies d'aigua més freda, com P. mauritanicus. A més a més, les
glaciacions podrien tenir un impacte diferencial en les grandaries efectives poblacionals,
reduint o canviant diferencialment les arees de distribucid globals de cada especie.
D'aquesta manera, una area de distribucid6 més gran durant les glaciacions podria haver
permes a P. mauritanicus retenir poblacions més grans en comparacié amb P. elephas i
aixi promoure el manteniment de més polimorfismes ancestrals. El temps de divergencia
entre els llinatges de Palinurus elephas i P. mauritanicus (5.52-6.75 Mya) estimat a partir
de gens mitocondrials (publicacié 6) és molt més antic que el temps de coalescéncia
d'haplotips per a cada espécie. Aquesta data d'especiacid es podria relacionar amb la Crisi
de Salinitat del Messinia (MSC), que va provocar la dessecacid de la Mediterrania i
canvis en els corrents oceanics, ara fa entre 5.96 1 5.33 milions d'anys (Duggen et al.,

2003). Els processos oceanografics i canvis a corrents oceanics que varen tenir lloc
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després del MSC podrien haver provocat un esdeveniment d'especiacio al-lopatric a
Palinurus ja que les larves filosoma es podrien haver quedat retingudes en diferents
sistemes oceanics (Pollock, 1990). Tanmateix, 1’estudi filogenétic dut a terme incorporant
nous marcadors nuclears, com son els microsatel-lits, i métodes basats en la teoria de la
coalescencia ens indica un periode d’especiacié més recent, d’'uns 2 milions d’anys

(publicacio 5).

En conclusid, 1'estudi filogeografic amb marcadors mitocondrials ens mostra que
els processos oceanografics actuals 1 la historia paleoecologica (p. e. glaciacions) tenen
un paper fonamental en la formacié dels patrons de variabilitat genética 1 estructuracio
poblacional en Palinurus elephas. La variabilitat i1 distribucié del nombre de diferéncies
entre parelles d’haplotips en P. elephas indica o bé canvis demografics o una forta
escombrada selectiva relacionada amb periodes glacials. Malgrat una reduccidé en la
variabilitat genctica global i la seva llarga duracié larval, el flux génic sembla estar
restringit en poblacions de P. elephas, causant diferenciacié genctica entre les regions
atlantica 1 mediterrania i entre arees diferents dins de cada conca. L'exemple de Palinurus
elephas ens indica que els patrons de circulacidé de mesoescala poden ser responsables de
diferenciacid genctica dins d’una regié marina concreta, subratlla la influéncia dels
processos historics en la distribucié de la variacié genética i resalta la necessitat de cobrir
la major part de l'area de distribucié d'una espécie marina, quan provem de definir

l'existencia de diferenciacid genética i possibles restriccions a la dispersid.
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4.3.2.- Estructuracio genctica en P. elephas inferida amb marcadors microsatel.lit.

Per altra banda, la variabilitat genética trobada en P. elephas usant marcadors
microsatel-lit (publicacio 7) indica que la diversitat geénica i els valors de Fis son similars
als trobats en altres decapodes marins (Robainas et al., 2002; Urbani et al., 1998). A més,
els valors d'heterozigositat observats amb microsatel.lits (Ho = 0.598 + 0.03) son
coherents amb els valors de diversitat haplotipica trobats amb la regié6 COI del mtDNA
(Hd = 0.588 £ 0.03) (Publicacid 6). Pel que fa al patr6 d'estructuracié poblacional, les
dades microsatel-lit assenyalen l'existéncia d'una unica unitat evolutiva amb una
subestructuracié genctica molt debil perd significativa. Els valors de Fst obtinguts
utilitzant microsatel-lits (Fst = 0.0083) sén majors que utilitzant marcadors mitocondrials
(Fst =0.014) (Publicaci6 6). El fet que la grandaria efectiva sigui 4 vegades més gran en
loci autosomics que al mtDNA ens assegura que els valors de Fst seran substancialment
més grans per al mtDNA, 1 aix0 s'observa gairebé sempre en estudis poblacionals
(Gonzalez and Zardoya, 2007). Ja que el mtDNA s'hereta per via materna, s'’hauria
d'assenyalar que un biax en la dispersi6é degut al sexe també podria elevar els valors de

Fst per a especies on els mascles es dispersen més que les femelles (Carreras et al., 2007).

Una molt baixa estructuracid genética és prou comuna entre organismes marins
pelagics i ja s'ha observat en uns quants grups taxonomics, des de peixos fins a crustacis
(Knutsen et al. 2003; Maggioni et al. 2003). Tanmateix, com que les llagostes adultes son
crustacis relativament sedentaris, la principal causa perqué P. elephas mostre una
estructuracio tan baixa com la dels organismes pelagics seria I'habilitat dispersiva de la
larva filosoma. Per aixo, el fet que la poblacio més diferenciada siga la poblacio de
Grecia és coherent amb la baixa influéncia d'aigiies atlantiques en la Mediterrania
Oriental (Malanotte-Rizzoli et al., 1999). El gran gir present a la Mediterrania Oriental
podria estar provocant 1’aillament de larves filosoma, ja que aquestos remolins i girs
oceanografics poden durar uns quants mesos 1 podrien retenir fins i tot larves amb una
PLD molt llarga. En efecte, s'ha demostrat que alguns remolins mediterranis (p. e.
I’ Algeria) poden presentar durades superiors a 3 anys (Puillat et al. 2002). Finalment, tot 1

que l'agrupacid explica menys d'un 1% de la variacid genética, val a dir que les conques
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atlantica 1 mediterrania mostren diferencies significatives, indicant que existeix una certa
estructuracié poblacional. Aquesta diferenciacid significativa entre conques també es
troba quan s’analitzen les poblacions de P. elephas amb el gens COI i ha estat descrita en
altres especies marines (Patarnello et al., 2007; publicaci6 6). Per altra banda, ni el Gulf
Stream ni les discontinuitats oceanografiques de la Mediterrania Occidental no
proporcionen resultats significatius amb els Analisi de la Varianga Molecular (AMOVA)
quan usem els marcadors microsatel.lit, i acd podria ser degut a un efecte de tamany
mostral. Tanmateix, hem de senyalar que aquests resultats no impliquen directament que
la barreja larval sigui intensa 1 continuada. Cal tenir en compte que la diferenciacid
genetica entre poblacions i el nombre efectiu de migrants estan estretament relacionats
sota el model de Wright generalment assumit (Fst = 1 / (1+4Nm)) (Withlock, 1997). Si
tenim un valor de Fst concret, la proporcié de migrants en la poblacid (m) sera molt més
baixa en aquelles espécies amb una grandaria efectiva major. Per exemple, Palumbi
(2003) va trobar que assumint una grandaria efectiva de 10°, un pendent de variacié en
valors de Fst de 0.01/1000 km correspondria a una distancia mitjana de dispersié d’uns
150 km sota un model “stepping-stone” unidimensional. El pendent de variacié en valors
de Fst que obtenim amb el conjunt de dades poblacionals és de 0.0015/1000km
(publicacio 7). Com que les nostres estimes per a la grandaria efectiva actual en
Palinurus elephas es troben al voltant de 10*''-10*%, fins i tot un pendent per al canvi en
valors de Fst tan baix com 0.001/1000 km significaria que la distancia de dispersi6 larval
¢s molt més baixa que I’esperat donada una PLD tan llarga com la de P. elephas (1,300-
2,500km). Per aix0, tot i que el valor mitja de Fst indica una diferenciaci6é genetica molt
baixa, aquesta espeécie estaria patint restriccions a la dispersio larval. Consegiientment, el
mateix resultat s'hauria d'inferir per a molts altres crustacis decapodes sotmesos a
explotacid pesquera i que mostren uns patrons genetics similars, amb valors mitjans de
Fst baixos 1 una elevada grandaria efectiva (p. e. Nephrops, Stamatis et al., 2004;

Homarus, Triantafyllidis et al., 2005; Maja, Sotelo et al., 2008).
S'ha afirmat que ’ADN mitocondrial és apropiat per detectar esdeveniments

historics, 1 pot ser molt util descrivint la filogeografia actual d'organismes amb una

capacitat de dispersio relativament baixa (Avise, 2000). Com ja hem comentat abans, en
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un estudi previ amb dades del gen COI trobarem certa evidéncia a favor d'un coll
d’ampolla provocat o bé per la seleccid, o per demografia (publicacié 6). Tanmateix, com
que només contavem amb una porcidé del gen COI i que el mtDNA actua com a un
marcador Unic, no es va poder descartar 1’accié de la seleccio sobre qualsevol altre gen
dins de la molécula de mtDNA, que imitaria un coll d’ampolla demografic. Bazin et al.
(2006) senyalen en un estudi recent que el mtDNA podria, de fet, ser un indicador pobre
de la grandaria poblacional, i suggereixen que episodis freqiients de seleccid farien que la
quantitat mitjana de polimorfisme mitocondrial féra semblant en taxa amb unes
grandaries poblacionals molt diferents (genetic Draft: Gillespie, 2000). Segons la hipotesi
del “genetic Draft”, la reduccid en variacidé provocada per escombrades selectives
recurrents, equilibraria els nivells de diversitat neutra (que esperariem foren més grans en
poblacions més grans), fent que el polimorfisme foéra independent del tamany
poblacional. L'aproximacio bayesiana jerarquica utilitzada en la publicacio 7, pero, ens ha
permés integrar estimes genctiques independents obtingudes a partir d’un conjunt de loci
microsatel-lit. Els nostres resultats indiquen unes grandaries poblacionals historiques
relativament constants en Palinurus elephas amb una certa indicacio d'expansio
poblacional i per tant donen suport a les conclusions de Bazin et al. (2006) que desafien
la utilitat de la variacio en el mtDNA com a indicador fiable del tamany poblacional. Per
altra banda, val a dir que les datacions obtingudes depenen directament de les taxes de
mutacié assumides, per la qual cosa s’haurien de tenir en compte les consideracions

presentades al respecte en la publicacio 6 (Ho et al., 2005; Emerson, 2007).

De fet, tant l'estructura poblacional com la desviacié d’un model mutacional
“stepwise” tendirien a donar valors de r < 0, aixi que de fet hi hauria una major evidéncia
de creixement poblacional en el nostre conjunt de dades. No obstant aix0, quan una
poblacid travessa un coll d’ampolla, la reduccié de diversitat genctica depen de la
grandaria efectiva i el temps segons 1’eqiiacié Ht=Ho(1-1/(2Ne))". Un coll d’ampolla amb
una duracié aproximada de 30-40 anys implicaria una pérdua més baixa de diversitat
genctica per a un organisme amb una grandaria efectiva gran i un temps de generacid
llarg, com ¢és el cas de Palinurus elephas (Allendorf, 1986; Dinerstein and McCracken,

1990). Aquesta consideracio ens permet indicar que la nostra analisi no exclou totalment
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la possibilitat d'una reduccié del tamany poblacional en una escala temporal recent
(Publicacié 7). A més, la teoria de genctica de poblacid suggereix que la diversitat
genética es redueix significativament només en poblacions molt petites (Rice 2004) o en
processos colonitzadors sotmesos a un efecte fundador sever (Pascual el al., 2007), 1 per
aixo, fins 1 tot poblacions ‘col.lapsades’ poden consistir de massa individus com per
mostrar disminucions mesurable en la diversitat genética amb uns tamanys mostrals
realistes. Per aix0, la biologia de la llagosta europea podria fer que les dades moleculars
indicaren grandaries poblacionals historiques constants, o fins i tot expansions, quan, de

fet, hi ha hagut una reduccio en el tamany censal.

Un impacte huma direccional podia també estar emmascarant (involuntariament,
clar) les conseqiiencies genctiques d’una caiguda en la grandaria efectiva poblacional. Si
la poblacio disminueix mentre la connectivitat també disminueix (p. e. a causa d’una
sobrepesca localitzada), 1lavors infeririem que la metapoblacié ha sigut estable malgrat
una reduccio en el tamany censal global ('many demes model": Wakeley, 2004, 2005). La
pesca de llagosta se centra principalment en la captura d’individus mitjans/grans, fent que
l'estructura d'edat varie cap a una talla mitjana més petita en moltes localitats (Portugal,
Galhardo et al., 2006; Corsega, Marin, 1987). Atés que les femelles més grans de P.
elephas produeixen més ous (Ceccaldi and Latrouite, 1994) i larves més grans i que
sobreviuen més temps sota condicions de manca d’aliments (Kittaka and MacDiarmid,
1994), una femella mitjana d'una area verge (CL mm de = 120) produiria unes dues
vegades més ous que una femella d'una area sobreexplotada (CL mm de = 90) (Goiii et al.
2003). Per aix0, la reduccid en el nombre de femelles grans reduiria la variancia en 1’exit
reproductiu, ja que més individus contribuiran amb una proporci6 més alta de
descendents a la proxima generacid. Com a conseqiiéncia, la grandaria efectiva s’unflaria
artificialment i podria semblar que la poblacio s'expandis, tot i que la grandaria censal o

nombre total d'individus seguira disminuint (Rice 2004).
La majoria de les especies marines presenten classes d'edat amb mortalitats

elevades en les primeres fases del desenvolupament, de manera que repetits periodes de

reproduccié durant la vida d'un individu serveixen per augmentar la seva contribucio
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global cap a la generacid segiient (Murphy, 1968). En aquestes espécies, un any amb
reclutament fort produeix una cohort d'adults que sobreviu durant un cert nombre de
periodes reproductius ('storage effect. Warner and Chesson, 1985). Els reclutaments
elevats s'emmagatzemen en la poblacié adulta i son capacos de mantenir la variabilitat
genctica en ambients heterogenis (Ellner and Hairston, 1994). A causa de les fluctuacions
en el régim oceanografic, I’elevada variabilitat en el reclutament afectaria directament les
poblacions de P. elephas, ja que les larves passen com a minim 4-5 mesos en aigiies
oceaniques (Hunter, 1996). Per aix0d, quan es canvia l'estructura d'edats (p.e. a causa de la
sobrepesca) les poblacions que depenen de reclutes nous sén molt més sensibles front a
esdeveniments que redueixen la supervivencia larval. Com més gran siga el solapament
entre generacions, més petit sera l'impacte de les fluctuacions ambientals en el nivell de
variabilitat genetica (Gaggiotti and Vetter, 1999), de manera que mantenir l'estructura
d'edats és fonamental per a la conservacio de la variacid genética en poblacions de P.

elephas.

En conclusio, els nostres resultats mostren que 1'estructuracid genctica és molt
baixa en les poblacions de llagosta europea. La poblacié més diferenciada és la poblacio
grega, fet que és coherent amb l'aillament de larves de filosoma al gran gir de la
Mediterrania Oriental. D'altra banda, cal assenyalar que les conques atlantica i
mediterrania mostren diferéncies significatives, fins i tot quan s'exclou de 1'analisi a la
poblacié grega, cosa que indica que hi ha una certa subestructuracié tal i com s’ha
detectat amb marcadors mitocondrials. Tot i que la sobrepesca ha reduit dramaticament
les captures per tota 1’area de distribucié de I’espécie, la grandaria efectiva de P.elephas
sembla que hagi romas historicament constant. Aquest resultat contradictori podria
explicar-se per la biologia de I'especie i per les limitacions dels marcadors moleculars per
cobrir escales temporals molt recents. A més a més, si tenim en compte la grandaria
efectiva de P.elephas (Ne = 13,000-47,000), fins i tot valors de Fst extremadament petits
correspondrien a nivells de dispersio restringits. Tenint en compte aquest fet, les
capacitats de dispersid de la llagosta europea serien molt més baixes que I’esperat a partir
del seu llarg PLD. Finalment, els nostres resultats indiquen que les estrategies de gestio 1

politiques de conservacid i pesca d'aquesta especie haurien de considerar les poblacions
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atlantiques 1 mediterranies com a poblacions distintes, i que la poblacié grega s'hauria de
considerar una unitat de gestié diferent dins de la conca mediterrania. Els nostres estudis
il-lustren la importancia de considerar els parametres demografics i de cicle vital a I’hora
d’avaluar els patrons de connectivitat en organismes marins i estudiar els efectes de la

sobrepesca sobre l'estructuracié genetica d'una especie explotada.
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5.- CONCLUSIONS

1- Les inferencies filogenctiques més potents s'obtenen mitjancant els metodes basats
en models probabilistics (ML i1 BI), ja que permeten l'aplicacié de models matematics

que incorporen patrons més realistes sobre 1'evolucio de les seqiiencies moleculars.

2- Les llagostes de I'infraordre Achelata formen un grup monofilétic de crustacis
decapodes compost de dues families principals: Palinuridae i Scyllaridae. L'analisi
molecular confirma Synaxidae com un grup polifiletic, que s'hauria d'incloure dins de

Palinuridae.

3- Els Palinuridae estan formats per tres llinatges principals: 1) els Silentes, incloent-
hi I'anterior génere synaxid Palinurellus; 2) un clade Linuparus/Justitia i 3) un clade
principal de Stridentes, incloent-hi els geéneres Puerulus, Palinustus, Palinurus,
Panulirus i I'anterior synaxid Palibythus. A més, els dos clades principals trobats dins

del Scyllaridae estan d'acord amb la taxonomia actual basada en dades morfologiques.

4- Finalment, la datacié del temps de divergencia del grup Achelata obtinguda amb
un model de rellotge relaxat és compatible amb hipotesis prévies d'un origen Triassic

d’aquest grup..

5- S’ha aillat un conjunt de marcadors microsatel.lit altament polimorfics per a P.
elephas que, a més a més, també amplifiquen i sén polimorfics per a totes les especies

de Palinurus.

6- Les especies de Palinurus en aigiies superficials semblen tenir unes grandaries
poblacionals efectives i un grau de variabilitat en marcadors nuclears majors que les
especies d’aigiies profondes, alhora que també semblen haver estat sotmeses a

processos més recents de seleccid en el mtDNA.
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7- L’analisi filogenetica déna suport a un patré d'especiacid Nord-Sud al geénere

Palinurus, amb totes les especies africanes formant un clade monofilétic.

8- El patr6 d'especiacidé en Palinurus seria un exemple tipic d'una serie
d'esdeveniments d'especiacio rapids, amb branques molt curtes separant les diferents
especies. Curiosament, els temps de divergencia obtinguts utilitzant les taxes de
mutacid estandards, permeten relacionar els processos d’especiacid als processos de

canvi climatic més destacats dels darrers 2 Mya.

9- Els resultats obtinguts a partir de les dades microsatel.lit i mtDNA mostren que
l'estructuracié genctica de les poblacions de llagosta europea ¢és molt baixa.
Tanmateix, les conques atlantica i mediterrania mostren diferéncies significatives i

per tant, es recomana tractar-les com a unitats de gesti¢ diferenciades.

10- Tot i la reducci6 drastica en les captures per tota 1’area de distribucié de P.
elephas, la grandaria efectiva poblacional historica de P. elephas sembla haver-se
mantés constant. A més a més, cal tenir en compte que I’elevada grandaria efectiva
poblacional de P. elephas provocaria valors de Fst extremadament petits, fins i tot per

a poblacions amb nivells de dispersi6 restringits.
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CONCLUSIONS

1-

More powerful inferences are obtained using likelihood-based methods (ML and
BI) since they permit the application of mathematical models that incorporate

more realistic patterns of sequence evolution.

Our results indicate that Achelata form a monophyletic group of decapod
crustaceans composed of two main families: Palinuridae and Scyllaridae. The
molecular analysis confirms Synaxidae as a polyphyletic group, which should be

included within Palinuridae.

The Palinuridae family presents three main lineages: 1) the Silentes, including the
former synaxid genus Palinurellus; 2) a Linuparus/Justitia clade and 3) a main
clade of Stridentes, including Puerulus, Palinustus, Palinurus, Panulirus and the
former synaxid lobster Palibythus. Moreover, the two main clades found within
the Scyllaridae are in agreement with current taxonomy based on adult

morphological data.

Finally, the dating of divergence of Achelata obtained with a relaxed-clock model
is compatible with previous hypotheses of a Triassic origin of the Achelata

lobsters.

A set of highly polymorphic microsatellite markers have been developed from P.
elephas which also give successful amplification and show polymorphism for all

Palinurus species.

Shallow-water Palinurus species show larger effective population size and genetic
diversity for nuclear markers than their deep-water counterparts. At the same
time, selection on the shallow-water species’ mtDNA genome seems to have been

stronger and more recent.
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7- Our within-genus phylogenetic analyses consistently supported a North-to-South
pattern of speciation in Palinurus with all the South-African species forming a

monophyletic clade.

8- The Palinurus speciation pattern is a typical example of a series of rapid
speciation events occurring within a group, with very short branches separating
the different species. Interestingly, divergence times obtained for Palinurus
species using the standard rates agree with known glaciation-related processes

during the last 2My.

9- Our results show that no strong population genetic differentiation is present in the
European spiny lobster. However, Atlantic and Mediterranean basins showed

significant differences and should be treated as different management units.

10- Even though over-fishing has reduced catches dramatically all over its distribution
area, historical effective population size seems to have remained constant in the
European spiny lobster. The large effective population size of P.elephas would
cause Fst values to be extremely small even for populations with restricted levels

of dispersal.
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