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ABSTRACT. Phylogenetic relationships of 43 species in 11 genera, representing four subfamilies of the family Lutjanidae and two genera of
the family Caesionidae, were inferred using mitochondrial DNA (mtDNA) cytochrome ¢ oxidase subunit I (COIl). Further assessment using the
mtDNA control region (CR) was carried out to infer the relationship between the Indian and western Pacific types of Lutjanus russellii
collected from the coast of Peninsular Malaysia. A total of 11 and 12 species were sequenced for COl and CR genes, respectively.
Clade formation reflects, to some extent, the species groupings based on morphological characteristics and their biogeography. The close
phylogenetic relationship between Pinjalo pinjalo and the Lutjanus red snappers (Lutjanus malabaricus and Lutjanus sebae) warrants a
taxonomic revision of the former as the two genera are currently separated based on non-exclusive morphological characters. A sequence
divergence of 4.2% between the Indian and western Pacific types of L. russellii as well as the morphological and biogeographical differences
may suggest two separate species.
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RESUMEN. Las relaciones filogenéticas de 43 especies pertenecientes a 11 géneros, representando cuatro subfamilias de la familia Lutjanidae
y dos géneros de la familia Caesionidae, fueron inferidas a partir del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI). Ademas, se usé
la region control (RC) del ADN mitocondrial para inferir la filogenia entre los tipos de Lutjanus russellii del océano indico y el Pacifico
occidental recolectados en las costas de la peninsula de Malasia. Se generaron secuencias de COI (11 especies) y RC (12 especies). Los clados
generados concuerdan con las agrupaciones propuestas anteriormente basadas en la morfologia y biogeografia de las especies. La relacion
filogenética cercana entre Pinjalo pinjalo y los pargos rojos Lutjanus malabaricus y Lutjanus sebae justifica la revision taxonémica de los
mismos ya que los caracteres morfoldgicos empleados para diferenciar ambos géneros son ambiguos. La divergencia de las secuencias (4.2%)
entre los dos tipos de L. russellii (indico y Pacifico occidental), asi como la caracterizacion morfoldgica y la informacién biogeografica
permiten sugerir que son dos especies distintas.

Palabras clave: Lutjanus, Pinjalo, COl, cddigo de barras genético, revision taxonémica.

INTRODUCTION INTRODUCCION

About 112 species of snappers (family Lutjanidae) are Alrededor de 112 especies de pargos (familia Lutjanidae)
reported to exist in the warm seas of the Indian Ocean and the habitan en las aguas templadas del océano Indico y en las
tropical and subtropical parts of the western Pacific Ocean partes tropicales y subtropicales del océano Pacifico occiden-
(Masuda 1984). The largest species diversity occurs in the tal (Masuda 1984). El género Lutjanus presenta la mayor
genus Lutjanus, with 64 out of a total of 72 species found diversidad de especies, con 64 del total de 72 especies de la

in the subfamily Lutjaninae (Anderson and Allen 2001). subfamilia Lutjaninae (Anderson y Allen 2001). Esta subfa-
Lutjaninae is composed of the genera Lutjanus, Pinjalo, milia esta compuesta por Ios_generos ,thjanus’ Plr_ualo,
Macolor, Ocyurus, and Rhomboplites, the last two being Macolor, Ocyuru_s y Rhompoplltes, los dltimos dos siendo
monotypic genera found only in western Atlantic waters generos monotipicos gue solo se encuentran en aguas del

. Atlantico occidental (Allen 1985). Los pargos de Malasia
(Allgn 1.985)' Malaysmn_ SNAppers are _represen_teq by 38 estan representados por 38 especies pertenecientes a 10
species in 10 genera, which include Lutjanus, Pinjalo, and

géneros, entre ellos Lutjanus, Pinjalo y Macolor (Chong
Macolor (Chong et al. 2010). et al. 2010).
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Previously, Johnson (1980) suggested monophyly of
Lutjanus species based on their primitive and derivative
morphological characters, but recent DNA sequence based
phylogenies have rendered the genus Lutjanus as paraphyl-
etic due to the phylogenetic associations of some Lutjanus
species with other genera of the families Lutjanidae and
Caesionidae (Chow and Walsh 1992, Miller and Cribb 2007,
Gold et al. 2011).

In the present study, we hypothesize that the genus
Pinjalo is related to Lutjanus, specifically Pinjalo pinjalo to
Lutjanus malabaricus and Lutjanus sebae. Morphologically,
the red Pinjalo snapper resembles the two Lutjanus red
snappers and has been often misidentified as the latter (Zhang
etal. 2006). Phylogenetic affinities between the Indian
Ocean (with body stripes) and the western Pacific (without
body stripes) types of Lutjanus russellii were also investi-
gated as the two types have never been stated in previous
phylogenetic studies.

The mitochondrial DNA cytochrome ¢ oxidase subunit |
(COI) was used to barcode and infer phylogenetic relation-
ships of Lutjanidae, since many sequences are available for
comparison from previous studies (Ward and Holmes 2007,
Steinke et al. 2009, Victor et al. 2009, Asgharian et al. 2011,
Gold et al. 2011, Lakra et al. 2011, Zhang and Hanner 2011).
The relationship between the two conspecifics of L. russellii
was further investigated using the mitochondrial DNA con-
trol region (CR) sequence since it better resolves relation-
ships among populations, subspecies, or recently diverged
species (Parker et al. 1998, Shaw et al. 2000).

MATERIALS AND METHODS
Sampling

A total of 441 snapper specimens were collected between
August 2009 and December 2010 from the coastal waters of
Peninsular Malaysia and neighboring islands using trawl
nets, hook and lines, and traps. Fish from known locations
were also purchased from commercial and artisanal landing
sites. Muscle tissues or fin clips of each collected specimen
were preserved immediately in 95% ethanol in the field,
before keeping whole specimens in 10% formalin, which
were subsequently measured, photographed, and identified
following the identification keys of Anderson and Allen
(2001). Two to five specimens of each of the 10 Lutjanus
species (L. argentimaculatus, L. carponotatus, L. fulvi-
flamma, L. johnii, L. lutjanus, L. madras, L. malabaricus,
L. quinquelineatus, L. sebae, and L. vitta) and one Pinjalo
species (P. pinjalo) were used for the phylogenetic study. For
L. russellii, a total of 15 specimens (12 Indian and 3 western
Pacific) were used for the phylogenetic study.

DNA extraction

Ethanol-preserved tissue samples were digested using
10 mg L proteinase K, in 300 pL extraction buffer with 2%
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Johnson (1980) propuso la monofilia de las especies del
género Lutjanus con base en sus caracteres morfoldgicos
primitivos y derivados, pero las recientes filogenias basadas
en las secuencias de ADN han sugerido que este género es
parafilético debido a las asociaciones filogenéticas de algu-
nas especies de Lutjanus con otros géneros de las familias
Lutjanidae y Caesionidae (Chow y Walsh 1992, Miller y
Cribb 2007, Gold et al. 2011).

En el presente trabajo planteamos la hipétesis de que el
género Pinjalo esta relacionado con el género Lutjanus,
especificamente la especie Pinjalo pinjalo con las especies
Lutjanus malabaricus y Lutjanus sebae. Estas tres especies
se parecen morfoldgicamente y P. pinjalo con frecuencia ha
sido erréneamente identificada (Zhang et al. 2006). También
se estudiaron las afinidades filogenéticas entre Lutjanus
russellii del océano indico (con rayas corporales) y del
Pacifico occidental (sin rayas corporales) ya que aparente-
mente nunca se han mencionado los dos tipos en otros
trabajos filogenéticos.

Se usé el gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subuni-
dad I (COI) para obtener el cédigo de barra genético e inferir
las relaciones filogenéticas de Lutjanidae, ya que es posible
realizar comparaciones con varias secuencias obtenidas en
trabajos previos (Ward y Holmes 2007, Steinke et al. 2009,
Victor et al. 2009, Asgharian et al. 2011, Gold et al. 2011,
Lakra etal. 2011, Zhang y Hanner 2011). Ademas, se
examind la relacion entre los dos conespecificos de L.
russellii mediante la secuencia de la region control (RC) del
ADN mitocondrial porque resuelve mejor las relaciones entre
poblaciones, subespecies 0 especies recientemente divergidas
(Parker et al. 1998, Shaw et al. 2000).

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Entre agosto de 2009 y diciembre de 2010 se capturaron
441 especimenes de pargos de las aguas costeras de la
peninsula de Malasia e islas vecinas con redes de arrastre,
cafia y anzuelo, y trampas. También se adquirieron peces pro-
cedentes de sitios conocidos en puntos de desembarques
comerciales y artesanales. En el campo, inmediatamente se
preservaron muestras de tejido muscular o aleta de cada
espécimen en etanol al 95%. Los especimenes enteros fueron
preservados en formalina al 10% y subsecuentemente fueron
medidos, fotografiados e identificados segln las claves de
identificacion de Anderson y Allen (2001). Para el estudio
filogenético se usaron de dos a cinco especimenes de cada
una de las 10 especies de Lutjanus (L. argentimaculatus,
L. carponotatus, L. fulviflamma, L. johnii, L. lutjanus, L.
madras, L. malabaricus, L. quinquelineatus, L. sebae y L.
vitta) y una especie de Pinjalo (P. pinjalo). Para el estudio
filogenético de L. russellii, se usaron 15 especimenes (12 del
tipo Indico y 3 del Pacifico occidental).
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sodium dodecyl sulfate (SDS). DNA was extracted using the
modified phenol-chloroform method (Taggart et al. 1992).

PCR amplification and sequencing

The partial fragment of the COI gene was amplified using
the barcoding primers FishF1, FishR1, FishF2, and FishR2
(Ward et al. 2005). We prepared 50 uL of polymerase chain
reaction (PCR) mixtures containing 5 puL of 10x PCR buffer,
5 mM MgCl,, 0.05 mM dNTP mix, 0.1 uM of each primer,
and 1.2 U Taq polymerase (Fermentas), with 5-10 ng of each
template DNA. PCR was performed using a MultiGene
TC9600-G thermal cycler (Labnet International Inc.). Initial
denaturation step was at 95°C for 2 min, followed by 35
cycles of denaturation at 94°C for 0.5 min, annealing at
54 °C for 0.5 min, and elongation at 72°C for 1 min. The
cycles ended with a final elongation step at 72 °C for 10 min
and held at 4 °C.

The left domain of CR was amplified using primers
Pro889U20 and TDKD1291L21 (Salini et al. 2006). The
50 uL PCR mixtures included 5 uL of 10x PCR buffer,
5mM MgCl,, 0.4 mM dNTP mix, 0.8 uM of each primer,
and 4 U Taq polymerase (Fermentas), with 5-10 ng of each
template DNA. PCR was performed using an Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). The ini-
tial denaturation for PCR was at 94 °C for 1.5 min, followed
by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 5 s, annealing at
50 °C for 0.5 min, and elongation steps at 72 °C for 0.5 min.
Final elongation was at 72 °C for 5 min and held at 4 °C.

The PCR products were purified using the GeneJET PCR
Purification Kit (Fermentas), following the manufacturer’s
protocol. Forward and reverse sequencing of the purified
PCR products was performed using the BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem).

Sequence analysis

The DNA sequences were checked and edited using
Sequence Scanner (Applied Biosystems) to create a consen-
sus sequence for each specimen and they were deposited in
GenBank. With the inclusion of reference sequences from
GenBank, multiple sequence alignment and analysis of
nucleotide variation of COIl and CR sequences was done in
MEGA4.0 (Tamura et al. 2007). All DNA sequences ana-
lyzed in this study are listed in table 1.

Phylogenetic analyses

The evolutionary model for COI sequences was chosen
based on the Akaike Information Criterion (AIC) using
Modeltest3.7 (Posada and Crandall 1998), whereas the cor-
rected AIC was adopted for CR sequences in jModeltest
(Posada 2008). By incorporating the respective evolutionary
models, phylogenetic trees were constructed separately for
both sets of sequences by Bayesian inference analysis. The
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Extraccién de ADN

Las muestras de tejido preservadas en etanol fueron
digeridas con 10 mg L™ de proteinase K, en 300 pL de
tampon de extraccion con dodecil sulfato sodico (SDS) al
2%. El ADN fue extraido mediante el método modificado de
fenol—cloroformo (Taggart et al. 1992).

Amplificacién y secuenciacion de ADN

Se amplificd un fragmento parcial del gen COI con los
cebadores FishF1, FishR1, FishF2 y FishR2 (Ward et al.
2005). Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) se us6 una mezcla con un volumen final
de 50 pL que contenia 5 uL de amortiguador para PCR 10x,
5 mM de MgCl,, 0.05 mM de dNTPs, 0.1 uM de cada uno de
los cebadores y 1.2 U de Taq polimerasa (Fermentas), con
5-10 ng de cada plantilla de ADN. La PCR se realiz6 en un
termociclador MultiGene TC9600-G (Labnet International
Inc.). Las condiciones de amplificacion fueron desnaturaliza-
cién inicial a 95 °C durante 2 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 0.5 min, hibridacién a
54 °C durante 0.5 min, extension a 72 °C durante 1 min, y una
extension final a 72 °C durante 10 min y mantenida a 4 °C.

El dominio izquierdo de RC se amplific6 con los cebado-
res Pro889U20 y TDKD1291L21 (Salini et al. 2006). Para la
PCR se us6 una mezcla con un volumen final de 50 uL que
contenia 5 uL de amortiguador para PCR 10x, 5mM de
MgCl,, 0.4 mM de dNTPs, 0.8 uM de cada cebador y 4 U de
Taq polimerasa (Fermentas), con 5-10 ng de cada plantilla de
ADN. La PCR se realiz6 en un termociclador (Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania). La desnaturalizacion inicial para
la PCR fue a 94 °C durante 1.5 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 5s, hibridacién a 50°C
durante 0.5 min, extension a 72 °C durante 0.5 min, y una
extension final a 72 °C durante 5 min y mantenida a 4 °C.

Los productos de PCR fueron purificados con un kit
comercial (GeneJET PCR Purification Kit, Fermentas),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion
en ambos sentidos de los productos purificados se realizé con
el BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystem).

Andlisis de secuencias

Las secuencias de ADN se revisaron y editaron con el
programa Sequence Scanner (Applied Biosystems) para
generar una secuencia consenso para cada espécimen, y se
depositaron en GenBank. Con la inclusion de las secuencias
de referencia de GenBank, se realiz6 un alineamiento
maltiple de secuencias y un analisis de la variacion de
nucleotidos de las secuencias de COIl y RC con el programa
MEGAA4.0 (Tamura et al. 2007). Todas las secuencias de
ADN analizadas en este estudio se muestran en la tabla 1.



Table 1. List of species and corresponding GenBank accession numbers for the cytochrome c¢ oxidase subunit I (COI) and control region

sequences analyzed in this study.

Tabla 1. Lista de especies y nimeros de accesion de GenBank correspondientes a las secuencias de citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI) y

la region control analizadas en este trabajo.
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Genus Species Collection locality Accession No.
Col Control region
Aphareus A. rutilans Australia EF6092852
Mozambique HQ561493"
Apsilus A. dentatus Puerto Rico HQ162409°
Puerto Rico HQ162410°
Caesio C. caerulaurea South China Sea FJ237658"
South China Sea FJ237659"
Etelis E. carbunculus Australia EF6093532
New Caledonia JQ965375"
New Caledonia JQ965383"
Macolor M. niger Philippines FJ583628°¢
Philippines FJ583629¢
Australia EF6094032
Ocyurus O. chrysurus No information EU752125"
Central America FJ998489¢
Pinjalo P. pinjalo Malaysia JN208389 JN208460
Malaysia JN208390 JN208461!
Malaysia JN208391 IN208462
Malaysia JN208392i JN208463
Pristipomoides P. multidens Australia EF6094362
P. typus Australia EF6094382
Pterocaesio P. diagramma Japan JF952832¢
Symphorichthys S. spilurus Philippines FJ584135¢
Lutjanus L. adetii Australia EF6093932
L. analis Mexico GU225349"
L. apodus No information EU752111"
No information EU752112"
L. argentimaculatus China EU502685"
China EU502686"
Malaysia JN208549
Malaysia JN208550
L. bengalensis South Africa HQ561528"
South China Sea EU600137"
L. bohar Australia EF6093942
Japan JF952787¢
L. buccanella Virgin Islands FJ998462¢
Virgin Islands FJ998465¢
L. carponotatus Malaysia JN2084171 JN208494i
Malaysia IN208418'
Malaysia JN208419 JN208495!
Australia EF6093952
Lutjanus L. cyanopterus Virgin Islands GQ329867
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Genus Species Collection locality Accession No.
Col Control region
L. ehrenbergii Iran HQ149873f
Iran HQ149874f
Iran HQ149875f
L. fulviflamma Malaysia JN208403t JN208477
Malaysia IN208404 JN208478
Malaysia JN208405 JN208479
Iran HQ149876
Iran HQ149877
L. griseus USA GU224930"
USA JN021304"
L. jocu Central America FJ9984744
Virgin Islands FJ998476¢
L. johnii Malaysia JN208440 JN208517'
Malaysia JN208435 JN208522
Malaysia JN2084511 JN208530
Malaysia JN208449 JN208532
Australia EF6093962
L. kasmira China FJ416614"
South Africa GU805021"
South China Sea EU600138"
L. lemniscatus Australia EF6093972
L. lutjanus Malaysia JIN208429 JN208508'
Malaysia JN208430 JN208509
Malaysia JN2084311 JN208510
Malaysia JN208432i JN208511!
Iran HQ149880f
L. madras Malaysia JN208425 JN208504
Malaysia JN208426 JN208505
Malaysia JN2084271 JN208506'
Malaysia JN208428! JN208507
L. mahogoni Central America FJ998477d
Virgin Islands FJ998480¢
L. malabaricus Malaysia JN208393 JN208464
Malaysia JN208394 JN208466
Malaysia JN208395'
Malaysia JN208396'
Malaysia JN208397 JN208469
Malaysia JN2084701
Australia EF6093982
L. notatus South Africa HQ561527"
L. novemfasciatus Mexico GU440386"
L. peru No information EU752116"
No information EU752117"
Lutjanus L. purpureus No information EU752118"
USA JN021305"
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(Continued)

Genus Species Collection locality Accession No.
Col Control region

L. quinquelineatus Malaysia JN208400 IN208474
Malaysia JN208401 JN208475!
Malaysia JN2084021 IN208476
Australia EF6093992
Japan JF952789¢

L. rivulatus South Africa DQ885029"

L. russellii (Indian Ocean) Malaysia JN208406' JN208480
Malaysia JN2084071 JN208481'
Malaysia JN208408! JN208482!
Malaysia JN208409 JN208483
Malaysia JN208410 JN208484i
Malaysia JIN208411! JN208485
Malaysia JN208412! JN208486'
Malaysia JN208413 JN208487!
Malaysia JN208488
Malaysia JN208489
Malaysia JN208490
Malaysia JN208491
India EU1485409

L. russellii (W Pacific) Malaysia JN208414i
Malaysia JN208415!
Malaysia JN208416 JN2084921
Malaysia JN208493

L. sebae Malaysia JN208398t JN208472i
Malaysia JN208399 JN208473!
Australia EF6094012

L. stellatus China EU502688"
South China Sea EU600132"
South China Sea EU600133"

L. synagris USA JN021307"
USA JN021308"

L. vitta Malaysia JN208420i JN208496
Malaysia JN208421
Malaysia JN2084221
Malaysia JN208423 JN208499
Malaysia JN208424i JN208500
Malaysia JN208501!
Australia EF6094022

L. vivanus Mexico GU225380"
Virgin Islands FJ998485¢

No. of sequences 115 52

@ \Ward and Holmes (2007); b Gold et al. (2011); © Steinke et al. (2009); 4 Victor et al. (2009); € Zhang and Hanner (2011); fAsgharian etal.
(2011); 9 Lakra et al. (2011); h unpulished sources; ¥ this study.
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Bayesian analysis was implemented in MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) over 8,000,000 genera-
tions via four Markov Chain Monte Carlo chains, with tree
sampling every 100 generations. Only branches with more
than 0.70 posterior probabilities were considered. The COI-
based phylogenetic tree was rooted with Aphareus rutilans
(subfamily Etelinae) with the addition of the genera Pristipo-
moides and Etelis (subfamily Etelinae), Apsilus (subfamily
Apsilinae), and Symphorichthys (subfamily Paradicichthyi-
nae) to achieve better tree resolution among the Lutjaninae
species. For the CR-based phylogenetic tree, Etelis carbun-
culus was used to root the tree.

RESULTS
DNA sequence variation

A total of 48 COI sequences were directly obtained from
this study, disregarding two specimens of L. argentimacula-
tus that failed to amplify for COIl. The 606 bp COI sequence
alignment contained 219 variable sites, of which 212 were
parsimony informative. The transition/transversion ratio was
2.9. G-bias was observed at both the second and third codon
positions of COI with nucleotide compositions A = 24.9%,
C =28.8%, G =18.4%, and T = 27.9%.

The CR sequence alignment was 461 bp in length, which
includes 14 to 76 bp sized indels. There were 276 variable
and 269 parsimony informative sites with transition/transver-
sion ratio of 0.78. The bases were fractioned as A = 35.7%,
C=19.6%, G =13.8%, and T = 30.9%.

Evolutionary model

The Modeltest result suggested the Tamura—Nei evolu-
tionary model with invariable and gamma distribution
(TrN+1+G; | =0.6289; G = 1.3905) for COI sequences,
whereas for the CR sequences, the program jModeltest sug-
gested the three-parameter model with invariable sites and
gamma distribution (TPM3uf+1+G; | = 0.2940; G =
1.2110). Base frequencies for COIl were 0.2899, 0.3106,
0.1216 and 0.2779 for A, C, G, and T, respectively, with
incorporated rate matrix for the substitution model in the
Bayesian inference analysis: [A-C] = 1.0000; [A-G] =
19.1232; [A-T] = 1.0000; [C-G] = 1.0000; [C-T] = 11.1862;
[G-T] = 1.0000. Unequal base frequencies were also
observed in CR, with 0.3801, 0.2024, 0.1120, and 0.3056 for
A, C, G, and T, respectively. The incorporated rate matrix for
CR was [A-C] = 0.6564; [A-G] = 3.9776; [A-T] = 1.0000;
[C-G] = 0.6564; [C-T] = 3.9776; [G-T] = 1.0000.

COl-based phylogenetic tree
The COI phylogram shows that the subfamilies Etelinae,

Apsilinae, and Paradicichthyinae are basal to Lutjaninae
(fig. 1). All species in Lutjaninae are monophyletic except
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Andlisis filogenético

El modelo de evolucién para las secuencias de COIl se
escogio con base en el Criterio de Informacién de Akaike
(AIC) mediante el programa Modeltest3.7 (Posada y
Crandall 1998), mientras que para las secuencias de RC se
uso el AIC corregido con el paquete jModeltest (Posada
2008). Al incorporar los modelos de evolucién respectivos,
se construyeron arboles filogenéticos por separado para
ambos conjuntos de secuencias mediante un analisis de
inferencia bayesiana. El analisis bayesiano se llevo a cabo en
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist 2001) con cuatro
cadenas de Markov Monte Carlo por 8,000,000 generaciones,
muestreando un arbol cada 100 generaciones. Sélo se
consideraron las ramas con probabilidades posteriores supe-
riores a 0.70. El arbol filogenético basado en las secuencias
de COI fue arraigado con Aphareus rutilans (subfamilia
Etelinae), con la adicién de los géneros Pristipomoides y
Etelis (subfamilia Etelinae), Apsilus (subfamilia Apsilinae) y
Symphorichthys (subfamilia Paradicichthyinae) para lograr
una mejor resolucién de las especies de la subfamilia
Lutjaninae. El arbol filogenético basado en las secuencias de
RC fue arraigado con Etelis carbunculus.

RESULTADOS
Variacién de las secuencias de ADN

Se obtuvieron 48 secuencias de COl, sin considerar dos
especimenes de L. argentimaculatus para los cuales no se
logré la amplificaciéon de COI. La alineacién de la secuencia
de 606 pb de COI present6 219 sitios variables, de los cuales
212 fueron parsimoniosamente informativos. La razon
transicidn/transversion fue de 2.9. Se observo sesgo hacia G
en tanto la segunda como la tercera posicién del codon de
COl. Las proporciones de las bases fueron A = 24.9%, C =
28.8%,G =18.4%y T = 27.9%.

La alineacion de la secuencia de RC fue de 461 pb de
largo, que incluye inserciones/eliminaciones de 14 a 76 pb.
Se observaron 276 sitios variables y 269 sitios parsimoniosa-
mente informativos. La razon transicidn/transversion fue de
0.78. Las proporciones de las bases fueron A = 35.7%, C =
19.6%, G =13.8% y T = 30.9%.

Modelo de evolucién

Para las secuencias de COI, el programa Modeltest sugi-
rié el modelo de evolucién de Tamura—Nei con una propor-
cién de sitios invariantes y distribucién gamma (TrN + | + G;
I = 0.6289; G = 1.3905). Para las secuencias de RC, el
programa jModeltest sugirié el modelo de tres pardmetros
con una proporciéon de sitios invariantes y distribucion
gamma (TPM3uf + 1+ G; | = 0.2940; G = 1.2110). Las fre-
cuencias de las bases para COI fueron 0.2899, 0.3106, 0.1216
y 0.2779 para A, C, G y T, respectivamente, con una matriz
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for L. bohar because L. bohar (EF609394) did not cluster
with its conspecific L. bohar (JF952787).

The Lutjaninae species were defined into six major
clades, based on a combination of well-supported branches
and previous clade definitions (Miller and Cribb 2007, Victor
et al. 2009, Wang et al. 2010, Gold et al. 2011). Clades A-E
are supported with over 0.90 posterior probabilities, whereas
clade F with only 0.73. Branching order is resolved for clades
A-C; however, clades D-F form a polytomy. Clade A
consists of P. pinjalo, L. malabaricus, L. adetii, and L. sebae,
with an average sequence divergence of 12.9% (+1.2); the
lowest sequence divergence is 11.8% between L. adetii
and L. malabaricus, while the highest is 14.0% between
P. pinjalo and L. sebae. Clade B consists of Macolor niger
and two species of the family Caesionidae (Pterocaesio
diagramma and Caesio caerulaurea), with an average
sequence divergence of 10.9% (+0.4). Clades C and D com-
prise Lutjanus species from the western Atlantic and eastern
Pacific, whereas the Lutjanus species in clades E and F are
mostly from the western Pacific and Indian Ocean. Ocyurus
chrysurus is found in clade C with L. analis, L. buccanella, L.
synagris, L. mahogoni, L. vivanus, L. purpureus, and L. peru,
with an average sequence divergence of 6.3% (+0.6), ranging
from 1.9% to 8.9%. Clade D only contains L. griseus, L. jocu,
and L. apodus. The interspecies divergences in clade D are
the lowest observed amongst the Lutjaninae species, with an
average sequence divergence of 2.5% (£1.4), ranging from
1.0% to 3.1%. Clade E contains L. lemniscatus, L. lutjanus,
L. vitta, L. madras, L. fulviflamma, L. ehrenbergii, L. car-
ponotatus, and both types of L. russellii, with an average
sequence divergence of 9.0% (+0.6), ranging from 6.1% to
11.9%. The maximum divergence in clade E is shared
between both types of L. russellii with L. madras. A separate
branching between the Indian and western Pacific types of L.
russellii is supported by 4.2% pairwise sequence divergence.
The western Atlantic L. cyanopterus and eastern Pacific L.
novemfasciatus cluster unexpectedly in clade F together with
the following western Pacific Lutjanus: L. rivulatus, L. stella-
tus, L. johnii, L. bohar (JF952787), L. quinquelineatus, L.
notatus, L. kasmira, L. bengalensis, and L. argentimaculatus;
the average sequence divergence is 12.4% (£0.8). In clade F,
the lowest sequence divergence is 2.9% between L. novem-
fasciatus and L. cyanopterus, whereas sequence divergences
between the western Pacific Lutjanus range from 5.2% to
16.4%.

Apart from L. bohar (16.3%), intraspecies divergences of
the Lutjaninae range from 0.0% to 1.9%, with an average of
0.3% (+0.1). Without considering L. cyanopterus and L.
novemfasciatus, the interspecies divergences of Lutjaninae
between western Atlantic species (range: 1.0-12.7%;
average: 8.4% * 0.9) are comparatively lower than those
between the western Pacific species (range: 5.2-20.6%;
average: 14.1% + 0.3).
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de tasa incorporada para el modelo de sustitucion en el
analisis bayesiano: [A-C] = 1.0000; [A-G] = 19.1232; [A-T]
=1.0000; [C-G] = 1.0000; [C-T] = 11.1862; [G-T] = 1.0000.
También se observaron frecuencias desiguales de las bases en
RC, de 0.3801, 0.2024, 0.1120 y 0.3056 para A, C, G y T,
respectivamente. La matriz de tasa incorporada para RC fue
[A-C] = 0.6564; [A-G] = 3.9776; [A-T] = 1.0000; [C-G] =
0.6564; [C-T] = 3.9776; [G-T] = 1.0000.

Arbol filogenético basado en las secuencias de COI

El filograma de COIl muestra que las subfamilias
Etelinae, Apsilinae y Paradicichthyinae ocupan una posicién
basal respecto a Lutjaninae (fig. 1). Todas las especies de la
subfamilia Lutjaninae forman un clado monofilético excepto
L. bohar, ya que L. bohar (EF609394) no se agrup6 con su
conespecifico L. bohar (JF952787).

Las especies de la subfamilia Lutjaninae se agruparon en
seis clados principales con base en una combinacién de
ramas bien sostenidas y definiciones previas de clados
(Miller y Cribb 2007, Victor et al. 2009, Wang et al. 2010,
Gold et al. 2011). Los clados A-E estan sostenidos con pro-
babilidades posteriores superiores a 0.90, mientras que el
clado F con s6lo 0.73. El orden de ramificacion se resolvio
para los clados A-C; sin embargo, los clados D-F forman
una politomia. El clado A agrupa P. pinjalo, L. malabaricus,
L. adetii y L. sebae, con una divergencia promedio de las
secuencias de 12.9% (£1.2); la menor divergencia fue
11.85% entre L. adetii y L. malabaricus, y la mayor fue
14.0% entre P. pinjalo y L. sebae. El clado B consiste de
Macolor niger y dos especies de la familia Caesionidae
(Pterocaesio diagramma y Caesio caerulaurea), con una
divergencia promedio de las secuencias de 10.9% (+0.4). Los
clados C y D contienen las especies de Lutjanus del Atlantico
occidental y el Pacifico oriental, mientras que las especies de
Lutjanus en los clados E y F son principalmente del Pacifico
occidental y el océano Indico. Ocyurus chrysurus se
encuentra en el clado C junto con L. analis, L. buccanella,
L. synagris, L. mahogoni, L. vivanus, L. purpureus y L. peru;
la divergencia de las secuencias varia de 1.9% a 8.9%,
con una divergencia promedio de 6.3% (+0.6). El clado D
contiene solo a L. griseus, L. jocu y L. apodus; la divergencia
interespecifica de las secuencias varia de 1.0% a 3.1%, con
una divergencia promedio de 2.5% (+1.4). El clado E con-
tiene a L. lemniscatus, L. lutjanus, L. vitta, L. madras, L. ful-
viflamma, L. ehrenbergii, L. carponotatus y ambos tipos de L.
russellii; la divergencia entre especies varia de 6.1% a 11.9%,
con una divergencia promedio de 9.0% (+0.6). En el clado E,
la mayor divergencia es compartida por ambos tipos de L.
russellii con L. madras. Una ramificacion entre L. russellii
del océano indico y el Pacifico occidental es apoyada por una
divergencia de secuencias por pares de 4.2%. En el clado F,
L. cyanopterus del Atlantico occidental y L. novemfasciatus
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CR-based phylogenetic tree

The CR phylogram (fig. 2) indicates the monophyly and
affinities of 12 Lutjaninae species, with three well supported
clades corresponding to clades A, E, and F in the COI phy-
logeny (fig. 1). The tree affirms the clustering of P. pinjalo, L.
malabaricus, and L. sebae as a clade (clade A). In clade E,
the two types of L. russellii cluster with L. carponotatus, L.
fulviflamma, L. lutjanus, L. madras, and L. vitta, whereas
clade F contains L. argentimaculatus, L. quinquelineatus, and
L. johnii.

The CR tree also shows the separation of the two types of
L. russellii, with pairwise sequence divergence of 10.8%. The
intraspecies divergences of other species range from 0.5% to
6.7%, with an average of 1.8% (+0.8).

DISCUSSION

The present COI phylogeny is congruent with phyloge-
nies of Lutjanidae from other studies that used different
mitochondrial and nuclear genes (Miller and Cribb 2007,
Guo et al. 2007, Wang et al. 2010, Gold et al. 2011). Our
clades A, C, D, and F of Lutjaninae correspond to clades A,
C, D, and F of Gold et al. (2011), whereas our clades B and E
correspond to species clusters in Miller and Cribb (2007).
Additionally we propose the basal position of Paradicichthyi-
nae to Lutjaninae, in addition to Apsilinae and Etelinae
(Johnson 1980, Gold et al. 2011).

Despite having fewer taxa in the CR phylogeny, we found
that affinities between species are congruent with those
inferred by COI. Such congruence between CR and other
mitochondrial genes may indicate a lower effect of
homoplasy in CR, as previously reported (Bernatchez and
Danzmann 1993, Zhu et al. 1994), and thus the usefulness of
CR for testing phylogenetic relationships between closely
related species of Lutjaninae.

Our phylogram also supports the close relationship
between L. sebae, L. malabaricus, and L. adetii as inferred in
previous studies (Guo et al. 2007, Miller and Cribb 2007,
Wang et al. 2010, Gold et al. 2011), with the addition of
P. pinjalo into this basal clade. In fact, P. pinjalo shares simi-
lar morphological characteristics with L. malabaricus and
L. sebae: dorsal fin with XI spines and 13 to 14 soft rays,
body depth 2.7 times in standard length, vomerine tooth
patch crescentic without posterior extensions, smooth tongue,
and total gill rakers ranging from 22 to 23. Based on the taxo-
nomic keys of Lutjanidae (Anderson and Allen 2001), both
Lutjanus and Pinjalo have 20 or less gill rakers on the lower
limb of the first gill arch, but are separate genera based on the
head profile, longitudinal scale row pattern, and the absence
or presence of anterior fang-like canines. However, these dis-
tinguishing characters are not exclusive as some are shared
by a few Lutjanus species. Head and trophic features are also
usually subjected to convergent evolution (Gold et al. 2011)
that confounds reliable taxonomic classification. Alterna-
tively, colorations and body patterns show better correlation
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del Pacifico oriental se agrupan inesperadamente con las
siguientes especies de Lutjanus del Pacifico occidental: L.
rivulatus, L. stellatus, L. johnii, L. bohar (JF952787), L.
quinquelineatus, L. notatus, L. kasmira, L. bengalensis y
L. argentimaculatus. En el clado F, la divergencia promedio
fue de 12.4% (+0.8); la menor divergencia fue de 2.9% entre
L. novemfasciatus y L. cyanopterus, mientras que la diver-
gencia entre las especies de Lutjanus del Pacifico occidental
varia de 5.2% a 16.4%.

A excepcidn de L. bohar (16.3%), la divergencia intraes-
pecifica de la subfamilia Lutjaninae varia de 0.0% a
1.9%, con un promedio de 0.3% (£0.1). Sin considerar a L.
cyanopterus y L. novemfasciatus, las divergencias entre las
especies de Lutjaninae del Atlantico occidental (de 1.0%
a 12.7%; promedio: 8.4% + 0.9) son comparativamente
menores que las divergencias entre las especies del Pacifico
occidental (de 5.2% a 20.6%; promedio: 14.1% =+ 0.3).

Arbol filogenético basado en las secuencias de RC

El filograma de RC (fig. 2) muestra la monofilia y las afi-
nidades de 12 especies de la subfamilia Lutjaninae, con tres
clados bien sostenidos que corresponden a los clados A, E y
F en la filogenia de COI (fig. 1). El arbol confirma la agrupa-
cién de P. pinjalo, L. malabaricus y L. sebae en un clado
(clado A). En el clado E, los dos tipos de L. russellii se
agrupan con L. carponotatus, L. fulviflamma, L. lutjanus,
L. madras y L. vitta, mientras que el clado F contiene a
L. argentimaculatus, L. quinquelineatus y L. johnii.

El &rbol de RC también muestra la separacion de los dos
tipos de L. russellii, con una divergencia de secuencias por
pares de 10.8%. La divergencia intraespecifica de otras espe-
cies varia de 0.5% a 6.7%, con un promedio de 1.8% (+0.8).

DiscusION

La filogenia inferida a partir de COI es congruente con las
filogenias de la familia Lutjanidae obtenidas en otros estu-
dios con diferentes genes mitocondriales y nucleares (Miller
y Cribb 2007, Guo et al. 2007, Wang et al. 2010, Gold et al.
2011). Nuestros clados A, C, D y E de Lutjaninae correspon-
den a los clados A, C, Dy F de Gold et al. (2011), mientras
que nuestros clados B y E corresponden a las agrupaciones de
especies de Miller y Cribb (2007). Proponemos que, ademas
de las subfamilias Apsilinae y Etelinae (Johnson 1980, Gold
et al. 2011), Paradicichthyinae ocupa una posicién basal res-
pecto a Lutjaninae.

A pesar de tener menos taxones en la filogenia inferida de
la RC, las afinidades entre especies fueron congruentes con
las inferidas a partir de COIl. Esta congruencia entre la RC y
otros genes mitocondriales podria indicar un menor efecto de
la homoplasia en la primera, como ya ha sido documentado
(Bernatchez y Danzmann 1993, Zhu et al. 1994), y por tanto,
la utilidad de la RC para examinar la relacion filogenética
entre las especies de Lutjaninae estrechamente relacionadas.
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Aphareus rutilans(-/2)
Pristipomoides spp.(-/2) Etelinae
Etelis carbunculus(-/1)
Apsilus dentatus(-2)  } Apsilinae
Symphorichthys spilurus(-/1) } Paradicichthyinae

O.ST A — Lutjanus malabaricus(5/6)

LA . Lutjanus adetii(-/1)

* _|

L | Lutjanus sebae(2/3)
085 pinjalo pinjalo(4/4)
* — Lutjanus bohar EF609394
Macolor niger (-/3)
| * Pterocaesio diagramma(-/1)
CaeS|o caerulaurea(-/2)

Lutjaninae

} Caesioninae

Lutjanus analis(-/1)
0.81 Lutjanus buccanella(-/2)
Ocyurus chrysurus(-/2)

Species from the L * | C ., Lutjanus synagris(-/2)

= Western Atlantic and Lutjanus mahogoni(-/2)
Eastern Pacific Oceans

LutJanus vivanus(-/2)

Species from the Lutjanus purpureus(-/2)
—— Western Pacific and Lutjanus peru(-2)

Indian n
dian Oceans |+ | Lutjanus griseus(-/2)
AELutjanus jocu(-2)
Lutjanus apodus(-/2)

Lutjanus lemniscatus(-/1)
Lutjanus lutjanus(4/5)
Lutjanus vitta(5/6)
Lutjanus madras(4/4)
Lutjanus fulviflamma(3/5) Lutjaninae
Lutjanus ehrenbergii(-/3)

Lutjanus carponotatus(3/4)
Lutjanus russellii WP(3/3)
Lutjanus russellii Indian(8/9)
Lutjanus rivulatus(-/1)

Lutjanus stellatus(-/3)

Lutjanus johnii(4/5)
Lutjanus bohar JF952787
Lutjanus quinquelineatus(3/5)

Lutjanus notatus(-/1)
Lutjanus kasmira(-/3)
Lutjanus bengalensis(-/2)

Lutjanus argentimaculatus(-/2)
* E Lutjanus novemfasciatus(-/1)
0.05 Lutjanus cyanopterus(-/1)
Figure 1. Bayesian phylogram of 43 species of Lutjanidae showing six clades (A—F), as inferred from cytochrome c oxidase subunit I.
Posterior probabilities are shown at branch node, with asterisks indicating values higher than 0.90. The number of sequence(s) generated in
this study over the total sequence(s) used in the analysis is shown in parentheses after species name.
Figura 1. Filograma de 43 especies de la familia Lutjanidae con seis clados (A-F), inferido mediante andlisis bayesiano del gen mitocondrial
citocromo ¢ oxidasa subunidad I. Las probabilidades posteriores se muestran en los nodos de ramificacion; los asteriscos indican valores
superiores a 0.90. Después del nombre de la especie se muestra entre paréntesis el nimero de secuencia(s) generadas en este estudio sobre el
total de secuencia(s) usadas en el analisis.
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Pinjalo pinjalo JN208460

* [ Lutjanus sebae JN208472
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Lutjanus russellii Indian JN208487
Lutjanus russellii Indian JN208489
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E * E Lutjanus carponotatus JN208494

* Lutjanus carponotatus JN208495

* Lutjanus fulviflamma JN208478
-E Lutjanus fulviflamma JN208477
Lutjanus fulviflamma JN208479
% - Lutjanus lutjanus JN208510
* Lutjanus lutjanus JN208508
* Lutjanus lutjanus JN208511
Lutjanus lutjanus JN208509
Lutjanus madras JN208504
* * * " Lutjanus madras JN208506
Lutjanus madras JN208505
Lutjanus madras JN208507

% Lutjanus vitta JN208501
Lutjanus vitta JN208500
Lutjanus vitta JN208496

Lutjanus vitta JN208499
* - Lutjanus argentimaculatus JN208549

F . “ Lutjanus argentimaculatus JN208550
* [~ Lutjanus quinquelineatus JN208474

|_|: Lutjanus quinquelineatus JN208475

*

Lutjanus quinquelineatus JN208476
— Lutjanus johnii JN208530

Lutjanus johnii JN208522
— —i i Lutjanus johnii JN208517
0.05 Lutjanus johnii JN208532

Figure 2. Bayesian phylogram of 12 species of Lutjaninae inferred from the control region. Clades A, E, and F correspond to the respective
clades in figure 1. The asteriks at the branch nodes indicate posterior probabilities higher than 0.90.

Figura 2. Filograma de 12 especies de la subfamilia Lutjaninae, inferido mediante analisis bayesiano de la region control. Los clados A, E 'y
F corresponden a los clados respectivos en la figura 1. Los asteriscos en los nodos de ramificacion indican probabilidades posteriores
superiores a 0.90.
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to phylogenetic relationships (Shaw et al. 2000, Wang et al.
2010), as also observed between P. pinjalo, L. malabaricus,
and L. sebae.

While the affinities among L. russellii, L. fulviflamma,
L. carponotatus and L. vitta have been reported in Miller and
Cribb (2007), we have further separated the two types of
L. russellii. The 4.2% divergence in COI sequences between
the two conspecifics of L. russellii supports the recognition
for separate species (Avise 2000, Zhang and Hanner 2011).
Our CR phylogeny also confirms such separation with
expectedly higher divergences. Besides being geographically
separated, the adults of the Indian type of L. russellii have
body stripes, whereas the adults of the western Pacific type of
L. russellii lack body stripes (Anderson and Allen 2001).
Therefore, the Indian and western Pacific types of L. russellii
should be recognized as two separate species based on the
high level of divergences, geographical separation, and mor-
phological dissimilarities.

The basal clades in our tree represent species distributed
in the western Pacific, which is in accordance with the
suggestion that western Atlantic species are derived from
Indo-Pacific lineage (Miller and Cribb 2007, Gold et al.
2011). The relatively low interspecies divergence between
the western Atlantic species of Lutjaninae also indicates their
recent divergences as compared to other species from the
western Pacific.

In summary, the phylogenetic tree inferred using COI
and CR supports the monophyly of all the Lutjanus species
analyzed except for the two “types” of L. bohar. We propose
that P. pinjalo be subsumed into Lutjanus as molecular and
morphological evidences have revealed the close affinity of
P. pinjalo with the Lutjanus red snappers. Further research
using both mitochondrial and nuclear genes to clarify
whether the two types of L. russellii are different species is
also warranted.
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Nuestro filograma también apoya la relacion cercana
entre L. sebae, L. malabaricus y L. adetii inferida en estudios
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Miller y Cribb (2007) documentaron las afinidades entre
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este estudio hemos separados los dos tipos de L. russellii. La
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se derivan del linaje Indico-Pacifico (Miller y Cribb 2007,
Gold et al. 2011). La divergencia relativamente baja entre las
especies de la subfamilia Lutjaninae del Atlantico occidental
también indica sus divergencias recientes en comparacion
con las especies del Pacifico occidental.

En resumen, el arbol filogenético inferido con base en las
secuencias de COl y RC apoya la monofilia de todas la espe-
cies de Lutjanus analizadas excepto para los dos “tipos” de
L. bohar. Se propone que P. pinjalo sea incluido en el género
Lutjanus ya que las evidencias moleculares y morfoldgicas
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