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Advances in molecular 
methodologies and the application 
and interpretation of molecular 
methodologies for macrofauna

classification 
Their relevance to environment 
assessment and monitoring
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Outline

• The deep sea taxonomic knowledge gap
• Deep sea taxonomy and challenges
• Examples of molecular methodologies and 
connectivity

• Biodiversity monitoring and applications to 
molecular taxonomy
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Clarion Clipperton Fracture Zone (CCZ)

International Seabed Authority
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Baseline study objectives

• What is the degree of population connectivity
of animals across the Clarion‐Clipperton Zone 
(CCZ) at scales of 100‐1000 km?

• What is the degree of variation in biodiversity
levels across the CCZ?

• What is the degree of variation in community 
structure across the CCZ? 

Our main parameter is taxonomy
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The taxonomy problem

5° box (~300,000 km2)
95,505 polychaete records
53 datasets
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The taxonomy problem

5° box (~300,000 km2)
0 polychaete records
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Scientific cruises to the CCZ
Country Cruises

USSR & Russia many

Japan many

UK ?

Germany ≈30 (6 since 2006)

Korea several

USA ≈50

France ≈50

Others (eg China, Tonga, Belgium) many

Nimmo 2013• No lack of sampling effort
• Traditional taxonomical praxis too slow

• Need to be more pragmatic?
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Macrofauna classification

• Why taxonomy?
– Taxonomy is the scaffolding of biological science

– UN Convention on Biological Diversity

If the names are unknown, knowledge of 
the things also perishes

– Carl Linnaeus

“Conscious of the intrinsic value of biological diversity 
and of the ecological, genetic, social, economic, 
scientific, educational, cultural, recreational and 

aesthetic values of biological diversity and its 
components”     
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ICZN
• The description should include ‘a description or definition 

that states in words characters that are purported to 
differentiate the taxon’

• The type specimen should be deposited ‘in an institution 
that maintains a research collection, with proper facilities 
for preserving them and making them accessible for study’ 

• The taxonomic work  ‘must have been produced in an 
edition containing simultaneously obtainable copies by a 
method that assures numerous identical and durable copies 
or widely accessible electronic copies with fixed content 
and layout.’
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Deep‐sea taxonomy

• Records are rare. No (OBIS) records for 
annelids in the CCZ 

• Type material of described deep‐sea species 
often in a poor state 

• Type localities not that accurate 
• Lack of DNA data
• New sampling is a major effort
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Taxonomic challenges

• Species hypothesis formulation
– Intra‐species diversity range
– The “barcode gap”
– Representative morphology (larvae, adult, egg)

– The legacy of old names (is the “new species 
hypothesis” valid?)

• Incomplete morphological description
• Holotype in poor state
• Poorly defined type locality
• No DNA sequence data
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“State of the art” 
morpholocical work
– Fauchald 1972

• Polychaetes from off Western 
Mexico

• Stations at shelf and slope
• Material from e few “new” cruises
• Plus the Albatross cruises 1889‐91, 

1911
• Fauchald recognised 227 species
• 76 new species described

Haploscoloplos mexicanis Fauchald, 1972

Aricidae longicirrata Fauchald, 1972



Advances in molecular methodologies

• Barcoding initiatives 
• Phylogenetic analyses
• Databases (crosslinked to Genbank, BOL)
• Sequencing speed and cost
• Bioinformatics (sequence data and 
microcomputers)

Thomas Dahlgren          ISA Macrofauna Workshop 2014

‐> A ‘new species hypothesis’ inclusive of DNA barcode data is increasingly 
easy to falsify! 



• Species diversity and community structure
• Scale of species ranges (resilience to 
disturbance)

• Population structure
– Identification of suitable model species
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Deep Sea Crabs

C. quinquedens

C. fenneri

C. affinis

Weinberg, Dahlgren, Trowbridge, Halanych 2003 

Chaceon quinquedens “Atlantic Deep‐Sea Red Crab”, Chaceon fenneri “Golden Crab”, 
Chaceon affinis “King Crab”



New England Chaceon quinquedens

GoM Chaceon quinquedens
Atlantic Florida C. fenneri
East Atlantic C. affinis

Deep Sea Crabs
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Deep Sea Crabs

C. quinquedens

C. fenneri
C. affinis

Weinberg, Dahlgren, Trowbridge, Halanych 2003 

Chaceon quinquedens “Atlantic Deep‐Sea Red Crab”, Chaceon fenneri “Golden Crab”, 
Chaceon affinis “King Crab”

C. quinquedens

?



• Three species may be two species
• Deceptive (convergent) morphology
• Long distance gene flow

Deep Sea Crabs
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Weinberg et al. 2003



Deep Sea Annelids
Glover et al. 2005
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Deep Sea Annelids
Glover et al. 2005
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• One species may be two species
• Cryptic diversity
• E.g. through sympatric speciation

Deep Sea Annelids
Glover et al. 2005
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Horse Mussel
Halanych et al. 2013



• One species may be two allopatric species
• Cryptic diversity
• Separation by distance

Horse Mussel
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Halanych et al. 2013



Cryptic diversity common 
also in shallow water and 
for well known “species”

• Barroso, R., Klautau, M., Solé‐Cava, A. M., 
& Paiva, P. C. (2010). 

• Bock, D. G., MacIsaac, H. J., & Cristescu, 
M. E. (2012). 

• Jolly, M. T., Viard, F., Gentil, F., Thiebaut, E., 
& Jollivet, D. (2006). 

• Nygren, A., & Pleijel, F. (2011). 
• Nygren, A., Eklöf, J., & Pleijel, F. (2009). 
• Nygren, A., Eklöf, J., & Pleijel, F. (2010). 
• Pleijel, F., Rouse, G., & Nygren, A. (2009). 
• Wiklund, H., Glover, A., Johannessen, P., & 

Dahlgren, T. (2009). 
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Model species population
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Barrier



Population Structure
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Gene flow and genetic separation
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mtDNA is “OK”

André et al. 2010
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mtDNA is “OK”

André et al. 2010
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SCALE?

150x150 km
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Summary

• Cryptic diversity is common
• mtDNA can be used to discover cryptic diversity
• The scale of connectivity is important in 
conservation genetics

• mtDNA can be used to analyze population genetic 
samples with an “OK” resolution

• Scales of genetic structure at around 150 km call 
for an ambitious sampling effort needed in the 
CCZ !
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Example of how DNA barcode 
taxonomy data can be used

• DNA barcode taxonomy
– Analyses of samples

• Samples from single specimens
• Bulk sample identification test using a DNA barcode library 
of tissue from all individuals separated from the sample 
(Hajibabaei et al. 2012) 

– 87% of taxa present in a sample was detected from analyzing the 
ethanol used to bulk preserve them

– 89% in conventional tissue extracted DNA (mixed tissue)
– 100% success for all taxa represented with more than 1% 
individuals for both DNA sources

• eDNA
– Analyses of environmental DNA and taxonomical 
databases





LEBENSPUR in biodiversity 
assessments
• Assessment of biodiversity
• Mainly megafauna
• Low taxon resolution
• Large sample size
• Possibility for automatic analyses 

through image recognition
• No taxon database available

• Papers:
• Jones et al. 2007
• …..

Jones et al. 2007

Thomas Dahlgren          ISA Macrofauna Workshop 2014



eDNA in biodiversity 
asessments
• Potential to asses diversity levels
• Community structure data if 

matched with DNA barcode 
database (but abundance data?)

• No database available for deep sea 
taxa

• 1 paper tested macro‐meio‐ and 
micro diversity levels

• 6 meiofauna diversity levels only (+ 
microbial eukaryotes)

Chariton et al. 2010
Creer et al. 2010
Fonseca et al. 2010
Bik et al. 2011
Bik et al. 2012
Pawlowski et al. 2011
Pawlowski et al. 2014

Bohmann et al. 2014
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Chariton et al. 2010

• Shallow water Sydney Harbor
• Control and Impact (but no BACI)
• Phylum (order) level resolution
• Impact on macrofauna but 

meiobiota less clear
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Creer et al. 2010

• Meiofauna only
• Shallow water British beach
• High richness of nematodes
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Fonseca et al. 2010

• Shallow water Scottish beach
• Meiofauna only
• Phylum level comparisons
• Nematods most divers
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Pawlowski et al. 2011

• Deep Sea 
• Sediment samples
• DNA from pelagic and benthic 

organisms
• Much of the DNA from organisms 

not present
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• Can we catalogue the variables that will 
affect eDNA half‐life and can we set 
standards to determine whether the 
samples are degraded past the point of 
use? 

• How do we best preserve samples for 
later analyses of eDNA? 

• What are the dispersive properties of 
eDNA in various environments? 

• How readily is eDNA transported between 
horizons and environments? 

• How can we more rapidly and cost‐
effectively analyse field samples? 

• How can we more powerfully and reliably 
define and assign taxonomies to eDNA
sequences? 

• How quantitative is eDNA data – can 
conversion factors be meaningfully 
implemented to account for sampling, 
biomass, and amplification biases? 
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summary

• Enormous taxonomical data gap 
• Major challenge is the legacy of old names with poor 

morphology and no DNA data
• DNA barcode data allow for more pragmatic ‘turbo’ taxonomy 
• ‘standard’ and widely used markers such as mtDNA fragments 

and 18S, is ok
• Population genetic studies show that cryptic species are 

common 
• When barcodes are available, DNA barcode taxonomy data 

can be analyzed using e.g. eDNA sampling
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“BARCODE GAP”

• “Coalescent depth vary among 
species

• Overlap between intra‐ and 
interspecific  may be the roule

• Will not compromise identification 
success (the local gap) for a 
specific species”

Thomas Dahlgren          ISA Macrofauna Workshop 2014

– Dirk Steinke 


