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Abstract.- Species of the genus Anisakis (Nematoda: Anisakidae) are indirect life-cycle marine parasites. Planktonic crustaceans serve as first
intermediate hosts, while fish and cephalopods as second intermediate or paratenic hosts, and finally the cycle is completed in cetaceans, marine
mammals that are the main definitive hosts of the genus. In the life cycle, Anisakis larvae can be ingested by humans as accidental hosts, which can
cause anisakiasis, a zoonosis acquired through the consumption of raw or marinated fish and cephalopods. These nematodes have a cosmopolitan
distribution; however, their diversity has been poorly studied in the southern hemisphere. Therefore, diversity of Anisakis spp. larvae present in two
host species in Chile was evaluated by combining morphometric and genetic analysis. For this purpose, Anisakis spp. larvae were collected from
the abdominal cavity of hake Merluccius gayi and the Humboldt squid Dosidicus gigas from fishing ports in the Biobio Region, Chile. Morphometric
characterization of Anisakis spp. larvae consisted of measuring the length of the esophagus, esophageal ventricle, tail, total length and maximum
body width. The nuclear ITS (ITS1- ITS2) and mitochondrial COX2 molecular regions were used for genetic analysis. Morphometric results
revealed that Anisakis larvae extracted from D. gigas were significantly longer than those collected from M. gayi, suggesting high host-dependent
phenotypic variability. Molecular and phylogenetic analyses determined the presence of Anisakis pegreffii in both host, however, demonstrated
low genetic differentiation and nucleotide diversity among sequences, indicating low genetic variability for the data set. This work constitutes the
first molecular record of A. pegreffii in intermediate / paratenic hosts from the coast of Chile.
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Resumen.- Las especies del género Anisakis (Nematoda: Anisakidae) son parasitos marinos con ciclo de vida indirecto. Los crustaceos
plancténicos intervienen como primeros hospedadores intermediarios, mientras que peces y cefalépodos intervienen como segundos hospedadores
intermediarios o paraténicos, finalmente el ciclo se cierra en los cetaceos, mamiferos marinos que son los principales hospedadores definitivos
del género. En el ciclo de vida, las larvas de Anisakis pueden ser ingeridas por el hombre interviniendo como huésped accidental, lo que puede
ocasionar anisakiasis, una zoonosis adquirida a través del consumo de peces y cefalépodos crudos o marinados. Estos nematodos tienen una
distribucion cosmopolita, sin embargo, su diversidad ha sido escasamente estudiada en el hemisferio Sur. Por tanto, se evaluo la diversidad de
las larvas de Anisakis spp., presentes en dos especies de hospederos de Chile, combinando el analisis morfométrico y genético. Para ello, se
recolectaron larvas de Anisakis spp. en la cavidad abdominal de la merluza Merluccius gayiy el calamar de Humboldt Dosidicus gigas, procedentes
de terminales pesqueros de la regién del Biobio, Chile. La caracterizacion morfométrica de las larvas de Anisakis spp., consistié en la medicion de
la longitud del es6fago, ventriculo esofagico, cola, longitud total y ancho méaximo del cuerpo. Para los andlisis genéticos se usé la region molecular
nuclear ITS (ITS1-ITS2) y mitocondrial COX2. Los resultados morfométricos revelaron que las larvas de Anisakis extraidas de D. gigas fueron
significativamente de mayor longitud que las recolectadas en M. gayi, sugiriendo una alta variabilidad fenotipica hospedador-dependiente. Los
analisis moleculares y filogenéticos determinaron la presencia de Anisakis pegreffiien ambos hospedadores, sin embargo, demostraron una baja
diferenciacién genética y diversidad nucleotidica entre las secuencias, indicando una escasa variabilidad genética para el conjunto de datos. Este
trabajo constituye el primer registro molecular de A. pegreffii en hospedadores intermediario o paraténicos de la costa de Chile.
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INTRODUCCION

Las especies del género Anisakis Dujardin, 1845 son
nematodos pardsitos cosmopolitas en sistemas acudticos
marinos (Irigoitia et al. 2018). De nueve especies descritas,
destacan algunas por su importancia zoondtica (Guardone
et al. 2018, Mattiucci et al. 2018) como A. simplex y A.
pegreffii, cuya distribucién en estos ecosistemas se encuentra
estrechamente relacionada al ambito ecolégico de sus
hospedadores definitivos (Gaglio et al. 2018, Mattiucci et
al. 2018).

El ciclo vital de las especies de Anisakis comienza con
la eclosién de huevos embrionados, expulsados a través
de las heces de los cetaceos, hospedadores definitivos. En
el ecosistema marino se desarrollan dentro del huevo una
larva de primer (L1) y segundo estadio (L2), posteriormente
esta ultima eclosiona y es ingerida por pequefios crustaceos
(hospedador intermediario); organismos en los cuales la
larva muda al tercer estadio (L3), y crece hasta que un pez
o cefalépodo depreda a los crustaceos (segundo hospedador
intermediario o paraténico).

Cuando peces y cefalépodos, depredan sobre estos
crustaceos, o adquieren el estadio L3 de vida libre, intervienen
como segundos hospedadores intermediarios o paraténicos.
Estos hospedadores acumulan los parasitos adquiridos a
través de sucesivas infecciones (Levsen & Berland 2011),
motivo por el cual, la abundancia de los parasitos resulta
mayor en especies piscivoras (Anderson 2000). Una vez
ingerida por los hospedadores, las larvas se encapsulan en la
masa visceral e incluso en la musculatura (Levsen & Berland
2011, Mehrdana et al. 2014), y pasaran a través de transmision
tréfica a otro hospedador intermediario / paraténico o
definitivo. Finalmente, el ciclo de biolégico de Anisakis spp,
se completa cuando los cetdceos consumen presas de niveles
troficos inferiores y estas se encuentran parasitadas (e.g.,
peces, cefalépodos); la L3 ingresa en las camaras gastricas
y se adhiere a la mucosa, donde muda a la cuarta etapa (L4),
cerrando el ciclo de vida cuando maduran reproductivamente
(Mladineo et al. 2023).

Las larvas de Anisakis spp. pueden ocasionar en la
poblacién humana una zoonosis conocida como anisakiasis,
a través de la ingesta de estados larvales presentes en
la musculatura de peces o cefalépodos (hospedadores
intermediarios) que se consumen crudos o con poca coccién
(Mattiucci et al. 2018). La notificacién de esta zoonosis
parasitaria ha aumentado significativamente debido a la
globalizacién gastronémica (incremento del consumo
de pescado semicrudo), el crecimiento de los mercados
internacionales, y la integraciéon de mejores herramientas de
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diagnéstico. Esta zoonosis puede presentarse de dos formas:
no invasiva, cuando el estado larval se aloja en el intestino, e
invasiva, en el caso que las larvas penetren la mucosa géstrica
o intestinal. Los sintomas incluyen, epigastralgia, nduseas,
vomitos, y dolor abdominal, y pueden estar acompaifiados de
urticaria crénica, rinitis, conjuntivitis, dermatitis de contacto,
asma y anafilaxia (Mattiucci et al. 2017a).

A pesar de que los ejemplares adultos de las especies de
Anisakis pueden identificarse de manera efectiva a través de
los caracteres sexuales de los machos (Mattiucci et al. 2018),
éstos caracteres se encuentran ausentes en los estados larvales,
lo que conlleva a que la identificacion se base inicamente en
algunas de sus caracteristicas morfolédgicas, clasificandolas
en dos tipos: Anisakis tipo I y II (Berland 1961). La larva
tipo I tiene un ventriculo largo (0,50-1,5 mm), y la unién
con el intestino es de forma oblicua, mientras que la larva
tipo II, la longitud del ventriculo es menor (0,22-0,75 mm) y
la unién con el intestino es recta (Berland 1961, Quiazon et
al. 2008, Murata et al. 2011). Sin embargo, el uso exclusivo
de caracteres morfolégicos, sumados a la alta plasticidad
morfométrica reportada para la familia Anisakidae (George-
Nascimento & Llanos 1995), durante muchos afios generé
una serie de controversias en la taxonomia de estos parasitos
(Buchmann & Mehrdana 2016).

En Chile, larvas de Anisakis se han registrado al menos
en 37 especies marinas (Muiioz & Olmos 2008), muchas
de ellas de importancia comercial, como Thyrsites atun
(sierra) (Torres & Gonzalez 1978), Brama australis (reineta)
(George-Nascimento et al. 2002), Trachurus murphyi
(jurel) (George-Nascimento & Arancibia 1992), y Scomber
japonicus (caballa) (Rodriguez et al. 2000). Por otro lado,
adultos de Anisakis se han registrado en especies de cetaceos
tales como Cephalorhynchus eutropia (delfin chileno),
Phocoena spinipinnis (marsopa espinosa), Balaenoptera
borealis (ballena sei), B. edeni (ballena de Bryde) y B.
physalus (ballena fin) (Mufioz & Olmos 2008). Desde una
perspectiva de salud publica, la zoonosis reportada en Chile
estd asociada principalmente a larvas de Pseudoterranova
cattani, (Rodriguez & George-Nascimento 2021) causante
de la pseudoterranovosis orofaringea, parasitosis vinculada al
consumo de ceviche, pescado ahumado y sushi (Weitzel et al.
2015). Sin embargo, los registros de las especies A. simplex
(s. s.) y A. pegreffii como agentes causales de anisakiasis
en humanos (Mattiucci et al. 2018) en paises como Japon
(Umehara et al. 2007), Corea del Sur (Lim et al. 2015), Italia
(Mattiucci et al. 2017a) y Croacia (Mladineo et al. 2017),
implican la relevancia en la presencia de estados larvales de
Anisakis spp. en los hospedadores de importancia econémica
y alimenticia.
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Entre los hospedadores intermediarios o paraténicos de
Anisakis spp. se encuentran la merluza Merluccius gayi
(Guichenot, 1848) y el calamar Dosidicus gigas (d’Orbigny,
1835). En este sentido, diversos estudios se han enfocado
en determinar la prevalencia de Anisakis spp. sobre ambas
especies hospedadoras. Reportes del parasitismo en M. gayi se
han registrado en la zona centro del pais (George-Nascimento
1996), en la regiéon de Coquimbo, Puerto Montt, Valparaiso
(San Antonio), Biobio (Talcahuano; Oliva & Ballén 2002,
Concepcion, Madrid et al. 2016), y Maule (Talca; Silva et al.
2020, Mufioz-Caro et al. 2022). En D. gigas, este parasito se
ha registrado en la plataforma continental del centro-sur de
Chile (Pardo-Gandarillas et al. 2009, 2014) y en la costa de
Arequipa, Pert (Céspedes et al. 2011).

La mayoria de estos reportes se han basado en la
identificacién morfologica de Anisakis, excepto por el enfoque
molecular empleado por Mufioz-Caro et al. (2022) y Ebmer
etal. (2020) en estados larvales extraidos de Merluccius gayi,
Thyrsites atun y Otaria flavescens respectivamente; asi como
los reportes de Mattiucci et al. (2018) realizados en estados
larvales y adultos de A. pegreffii, A. berlandi, y A. ziphidarum
parasitando los cetaceos Globicephala melas, Mesoplodon
sp. y Ziphius cavirostris, cetaceos varados en la costa sur de
Chile . En la actualidad, no existen registros acerca del uso de
herramientas moleculares para larvas de Anisakis spp. en M.
gayiy D. gigas; lo cual seria ttil para una identificacion mas
confiable de estas larvas, ya que morfol6gicamente resultan
indistinguibles a nivel de especie (Mattiucci & Nascetti 2007).

Con base en lo planteado, el uso de herramientas
moleculares como la secuenciacién de la regién del espaciador
interno transcrito (ITS1- ITS2) del ADN ribosémico nuclear
(ARNr), el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (Umehara et al. 2007), la subunidad 2 de la
citocromo oxidasa del gen mitocondrial (COX2) y el analisis
de aloenzimas, han permitido diferenciar diez especies
pertenecientes al género Anisakis en cuatro clados (Mattiucci
etal. 2018).

El clado I, conformado por A. berlandi, A. pegreffii y A.
simplex (s. s.) que generalmente se conocen como el complejo
A. simplex (sl); mientras que en el clado II se ubican los
taxones A. ziphidarum y A. nascettii. El Clado 3 incluye las
especies A. physeteris, A. paggiae y A. brevispiculata. En
tanto, A. typica representa el clado 4 (Mattiucci et al. 2018).
Ademas, existen reportes de hibridacion, resultante del cruce
entre A. pegreffii y A. simplex (s. s.) (Abollo et al. 2003,
Pekmezci et al. 2014, Mattiucci et al. 2018), asi como entre
A. pegreffiiy A. berlandi (Bello et al. 2021). Estos clados han
sido descritos como unidades filogenéticas distintas, disimiles
en caracteristicas ecolégicas, ciclos de vida, preferencias de
hospedadores (paraténicos y definitivos) y distribuciones
zoogeograficas (Mattiucci & Nascetti 2007, Mattiucci et al.
2018).
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Por tanto, es necesario ampliar el conocimiento sobre
la biodiversidad de las especies parasitas de nematodos
(Aibinu et al. 2019, Fiorenza et al. 2020). El objetivo de esta
investigacion fue: (i) determinar la identidad taxonémica de
larvas de tercer estadio de Anisakis spp. presentes en M. gayi
y D. gigas a través de una caracterizacion morfométrica y
molecular basada en anélisis filogenéticos e indices genéticos;
asi como, (ii) proporcionar informacién sobre aspectos
biolégicos y ecolégicos de las larvas de Anisakis presentes en
la regién del Biobio. La informacién generada ampliard los
escasos conocimientos sobre la biodiversidad de Anisakis en
el area estudiada, con la apertura a estudios epidemiolégicos
y de salud publica.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Entre agosto y septiembre del 2018 se recolectaron 3
ejemplares frescos de M. gayi y 5 de D. gigas en los
terminales pesqueros de la region del Biobio, en la ciudad
de Talcahuano (36°42°32,5”S-73°06’50,5”0) y San
Vicente (36°43°27,2”S-73°07°54,3”0). Los especimenes
fueron llevados al laboratorio de Ecologia de Parasitos
de la Universidad Catélica de la Santisima Concepcion,
donde se realizo la visceracion. Posteriormente, se examina
visualmente el higado, estomago, intestino; en el caso
particular de M. gayi, la musculatura se dividié en filetes
epiaxiales e hipoaxiales, inspeccionados tambien visualmente
en busqueda de estadios larvales de Anisakis. Las muestras
obtenidas de ambos hospedadores fueron tamizadas bajo
chorro de agua a presion en un cilindro plastico con fondo
de dos tamices de 0,5 y 0,33 mm de luz. Las larvas de
Anisakis spp. obtenidas se enjuagaron con agua destilada
y se transfirieron a cépsulas de Petri, donde a través de una
lupa estereoscépica se identificaron los caracteres de interés
para su caracterizacion morfométrica y posterior analisis
genético utilizando un marcador nuclear (ITS1-ITS2) y uno
mitocondrial (COX2).

MORFOMETRIA

La caracterizacién morfométrica de las larvas de Anisakis
spp., extraidas de M. gayi y D. gigas, se realiz6 midiendo
la longitud del esé6fago, longitud del ventriculo esofagico,
longitud de la cola, largo total y ancho maximo del cuerpo
(Berland 1961), a través de un microscopio de 40X/100X
equipado con una cémara Leica®. La longitud corporal
de los parésitos se ilustré6 mediante la técnica de camara
ldcida, para posteriormente obtener su medicién a través de
un curvimetro, y finalmente convertir los valores a mm. La
variabilidad morfométrica fue comparada entre las especies
de hospedadores por medio de un andlisis multivariado
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permutado de la varianza (PERMANOVA), después de 9999
permutaciones, utilizando el programa estadistico PRIMER
V6 (Clarke & Gorley 2006) y un anélisis de componentes
principales (ACP) usando el paquete de vegan (Oksanen et
al. 2012) en R v. 3.3 (R Core Team 2014).

IDENTIFICACION MOLECULAR

La extracciéon del ADN genémico de los especimenes de
Anisakis spp., recolectados de ambos hospedadores, se
realizé con el kit E.Z.N.A. ® Tissue DNA (OMEGA bio-Tek,
Norcross, GA, USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Dos regiones genémicas fueron amplificadas. Para
laregion nuclear ITS (ITS1-ITS2), se utilizaron los cebadores
NC5 (5’-GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3’)
y NC2 (5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") (Zhu
et al. 1998). Las condiciones de amplificaciéon del
programa de PCR fueron: 10 min (95 °C), 35 ciclos de
30 s (95 °C), 30 s (58 °C) y 75 s (72 °C), seguidos de un
alargamiento final de 15 min (72 °C). Para el andlisis del
gen mitocondrial COX2, se emplearon los cebadores 211
(5'-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3") y 210
(5'-CACCAACTCTTAAAATTATC-3’) (Nadler & Hudspeth
2000) bajo las siguientes condiciones de PCR: 8 min (95
°C), luego 40 ciclos de 40 s (96 °C), 40 s (45°C)y 40 s a
(72 °C), seguido de un alargamiento final de 10 min a 72 °C.
La visualizacion de los productos resultantes se realiz6 por
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR y
un transluminador UV. Posteriormente, las muestras fueron
enviadas a secuenciacién en la empresa AUSTRAL-Omics
(Universidad Austral de Chile, Chile).

Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas
utilizando el programa Geneious Prime 2014 (v7.1.3)
(Biomatters, Inc)!. La identificacién taxonémica de las
larvas fue realizada con una busqueda de homologia entre
las secuencias disponibles en la base de datos, empleando
el algoritmo BLAST con > 99% de similaridad en GenBank
(Altschul et al. 1990).

Adicionalmente, con el fin de evaluar la variabilidad
genética de las secuencias obtenidas, se realizé un analisis
comparativo. Se extrajeron secuencias procedentes de
diferentes areas geogréficas, y tipos de hospedadores
(intermediario / paraténico y definitivo) de la base de datos
GenBank. Se seleccionaron un total de 78 secuencias para el
gen ITS, y 84 para el gen mitocondrial COX2. El alineamiento
multiple (secuencias obtenidas y extraidas) se realiz6 con el

'Geneious Prime <www.geneious.com>

2FigTree <http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree>
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algoritmo MUSCLE, disponible en el paquete del programa
MEGA v.10 (Kumar et al. 2016). Los valores de distancia
genética intraespecifica se calcularon utilizando el modelo de
2 parametros de Kimura (K2P), mediante el programa MEGA.
La diversidad genética en términos de numero de haplotipos
(h), diversidad de haplotipos (Hd), y diversidad de nucle6tidos
() se obtuvieron utilizando el programa DnaSP 6.12 (Rozas
etal. 2017). Adicionalmente, se determind la distribucién de
haplotipos, asi como visualizacién de sus relaciones, usando
el programa TCS (Clement et al. 2000), implementado en
el programa PopART (Leigh & Bryant 2015). El método
TCS calcula distancias por pares entre secuencias y se basa
en la parsimonia estadistica para encontrar las conexiones
entre secuencias (Clement et al. 2000). El método TCS
elimina las secuencias con més datos faltantes que otras y
posteriormente completa los sitios con espacios o caracteres
no correspondientes al alineamiento original.

ANALISIS FILOGENETICO

Para determinar posibles relaciones filogenéticas entre
las especies de Anisakis de las secuencias obtenidas y
las disponibles en GenBank, se emplearon dos tipos de
andlisis, el anélisis de Maxima Verosimilitud (ML) y el de
aproximacion de Inferencia Bayesiana (IB). ML se ejecuté
en el programa IQ-Tree (Nguyen et al. 2015), con el modelo
evolutivo General de Tiempo Reversible (GTR), seleccionado
de manera predeterminada, y un andlisis bootstrap de
1.000 réplicas de soporte > 70 para los clados. La IB se
obtuvo mediante el programa MrBayes 3.1 (Huelsenbeck &
Ronquist 2005) con el algoritmo Cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC), con 2 corridas simultaneas de 4 cadenas,
y una temperatura de 0,2 durante 7.000.000 generaciones,
muestreando las Cadenas de Markov en intervalos de 1.000
generaciones, con un burn-in del 10% de las muestras y
soporte > de 0,8 para los clados. La convergencia de los datos
se examino utilizando el programa Tracer (v 1.7) (Rambaut
et al. 2018), comprobando el tamaiio efectivo de muestreo
(Effective Sampling Size, ESS), estadisticos basicos, y la
distribucion de los diferentes parametros. El modelo evolutivo
empleado para IB, se determind utilizando la prueba de
razén de probabilidad jerarquica (hLRT) implementada en
el programa jModeltest 3.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2005),
seleccionando de acuerdo al Criterio de Inferencia Bayesiana
(IB; Posada & Buckley 2004) el modelo evolutivo GTR+I+G,
para ambos genes. El programa FIGTREE (v.1.4.2)* se empled
para la representacion de los arboles filogenéticos.
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El andlisis filogenético del gen ITS se enraiz6 con
especies de los géneros Anisakis (A. nascettii, JQ912692;
A. brevispiculata, JQ912694; A. ziphidarum, JN005767),
Ascaris (A. suum, AB110023; FJ418786) y Toxocara (T.
canis, AJ002435; FJ418788), tal como ha sido empleado
anteriormente en estudios similares (Cavallero et al. 2011).
Para el gen COX2 se seleccionaron secuencias del género
Contracaecum (C. osculatum, EU477206), Pseudoterranova
(P. ceticola, DQ116435) y Anisakis (A. typica, DQ116427;
A. brevispiculata, DQ116433; A. simplex, DQ116426; A.
ziphidarum, DQ116430; A. nascettii, FJ685642) descritas
anteriormente (Mattiucci et al. 2011).

RESuLTADOS

MORFOMETRIA DE LARVAS DE ANISAKIS SPP. EN M.
GAYI Y D. GIGAS

El examen visual revelé que las larvas de Anisakis spp.
extraidas de la masa visceral de ambos hospedadores
(altamente infectados) estaban encapsuladas en una membrana
o cuticula de color blanco a transparente que cubria la longitud
total de los parasitos, plegandolos en forma de un espiral
compacto. Se recolectaron un total de 17 larvas de Anisakis
spp., 7 extraidas de M. gayi y 10 de D. gigas. Finalmente,
el material obtenido fue caracterizado morfométricamente
y fijado en etanol al 90% para posteriores andlisis genéticos
(debido a que no se recolecté el total de las L3 presentes en
cada hospedador examinado, no se presenta la prevalencia
de Anisakis spp).

Cuando las larvas se liberaron de la capsula (mediante
el empleo de pinzas), se procedi6 la observacion bajo lupa
de los caracteres morfoldgicos. Se evidencié una amplia
variabilidad de rangos de talla en la mayoria de los caracteres
morfométricos, observando que las larvas extraidas de M. gayi
resultaron de menor tamafio (Tabla 1).

El andlisis de ACP arrojé evidentes diferencias en las
variables morfométricas entre los especimenes recolectados,
identificando dos grupos coincidentes con las especies de
hospedadores (Fig. 1), lo que explico el 76,3% de la variacién.
El andlisis multivariado de la varianza de la morfometria
de las larvas de Anisakis, basado en permutaciones
(PERMANOVA), detect6 diferencias significativas entre las
especies de hospedadores (Pseudo F =5,159; P <0,0029).

(1,15)

Lugo-Pérez et al.

Tabla 1. Promedio, valor minimo, maximo, y desviacion estandar
de cada variable morfométrica de 17 larvas de Anisakis spp.
encontradas en Dosidicus gigas y Merluccius gayi en la region del
Biobio, Chile / Mean, minimum, maximum value, and standard deviation of
each morphometric variable of 17 Anisakis spp. larvae found in Dosidicus
gigas and Merluccius gayi in Biobio Region, Chile

Merluccius gayi Dosidicus gigas

Caracter
morfométrico”
Larvas Anisakis spp.

Promedio, valor
minimo, maximo

Promedio, valor
minimo, maximo

Longitud eséfago 0,67 0,11 2,03 0,62
(0,51-0,86) (0,58-2,9)
Longitud 0,27 0,05 0,98 0,31
ventriculo (0,18-0,33) (0,30-1,58)
Ancho maximo 0,16 0,02 0,47 0,14
(0,13-0,18) (0,21-0,65)
Longitud cola 0,08 0,02 0,25 0,06
(0,06-0,10) (0,15-0,36)
Longitud del cuerpo 8,83 1,37 10,26 2,06
(7,20-10,80) (7,80-14,40)
“Datos expresados en mm; (d.e.)= desviacion estandar
4
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Figura 1. Analisis de componentes principales de la morfometria
de 17 ejemplares de larvas de Anisakis pegreffii, obtenidas de los
hospedadores M. gayi (circulos azules) y D. gigas (circulos rojos)
en la regién del Biobio, Chile / Principal component analysis of the
morphometrics of 17 specimens of Anisakis pegreffii larvae obtained
from hosts M. gayi (blue circles) and D. gigas (red circles) in Biobio
Region, Chile
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SECUENCIAS DE LAS LARVAS DE ANISAKIS EN M. GAYI
Y D. Gigas

La amplificacién de la regién ITS (ITS1- ITS2) produjo
un amplicon de 587 pares de base (pb), mientras que el del
gen COX2 fue de 559 pb. Los indices genéticos obtenidos
para el conjunto de 10 secuencias pertenecientes al gen ITS,
develaron un sitio polimorfico, 2 haplotipos, y una mutacién
entre ellas, asi como elevados valores de Hd (0,200) y una
baja diversidad nucleotidica (0,00036). Contrastantemente,
las 11 secuencias del gen mitocondrial, revelaron 26 sitios
polimérficos, 10 haplotipos, 26 mutaciones, y elevados
valores tanto de diversidad haplotipica Hd (0,982), como
nucleotidica (0,01395) (Tabla 2). De igual modo, se
obtuvieron resultados disimiles al calcular las diferencias
nucleotidicas de ambos conjuntos de datos, donde los valores
inferidos para el gen nuclear (k:0,2000) resultaron inferiores
en comparacién con el gen mitocondrial (K= 7,38182). La
distancia genética inferida del ITS oscilé entre 0,000 y 0,002
nucleétidos (Tabla S1, material suplementario), mientras que
para el COX2 se evidenciaron entre 0,002 y 0,031 nucle6tidos
(Tabla S2, material suplementario).

La identificacion taxonémica basada en homologias con
la base de datos (NCBI) arroj6 valores entre 99-100% de
homologia con la especie A. pegreffii para ambos genes (ITS
y COX2, Tabla S3, material suplementario).

Las secuencias obtenidas para la regién ITS (ITS1-ITS2)
y el gen COX2 fueron depositadas en GenBank, con los
nimeros de acceso correspondientes (Tabla S4, material
suplementario).

ANALISIS COMPARATIVO

Por otra parte, el alineamiento realizado al conjunto de
datos de 88 secuencias (obtenidas y extraidas de la base de
datos) correspondientes al gen ITS (Tabla 3), abarcaron 159
sitios polimorficos, 207 mutaciones, 587 pares de bases, una
elevada diversidad haplotipica (Hd= 0,275) y bajos valores
de diversidad nucleotidica (0,001). De este conjunto de datos
se derivaron 14 haplotipos, donde el haplotipo con mayor
nimero de secuencias incluyo6 todas las secuencias obtenidas
en este estudio y 75 secuencias extraidas de la base de datos.
No se observé una agrupacion especifica entre los haplotipos.
La distancia genética vari6 entre 0,0001 y 0,368 nucleétidos
(promedio de 0,002). La red de haplotipos gener6 un haplotipo
central, sin distincion entre las secuencias obtenidas de larvas
provenientes de M. gayi y D. gigas (Fig. 2A).

Los andlisis filogenéticos de ML y IB para el gen
ITS corroboraron que la especie encontrada en ambos
hospedadores estudiados fue A. pegreffii, linaje que mostré
un 100% de identidad con los extraidos de hospedadores
de diferentes niveles tréficos y areas geograficas. Sin
embargo, no se observo una estructura diferenciada entre las
secuencias, resultando una politomia (Figs. S1 y S2, material
suplementario). Esto sugiere que el gen ITS puede ser usado
para la identificacion de las especies de Anisakis, pero sin
resolucion para estudios de genética de poblaciones.

Dentro del mismo contexto, al llevar a cabo el andlisis
genético comparativo del conjunto de datos correspondientes
al gen COX2 (Tabla 3), se observ6 una longitud de 559
pares de bases, 158 sitios polimérficos y un total de 207
mutaciones para las 94 secuencias. Se observé una baja

Tabla 2. indices genéticos empleados para ITS y COX2 en ejemplares de A. pegreffii de secuencias obtenidas en este estudio / Genetic
indices used for ITS and COX2 in A. pegreffii specimens from sequences obtained in this study

Diversidad Diferencias

Secuencias  Longitud S H Mutaciones Hd e nucleotidicas
nucleotidica .

(Promedio)

ITS 10 548 1 2 1 0,200  Pi: 0,00036 k: 0,20000
COx2 11 559 26 10 26 0,982  Pi: 0,01395 k: 7,38182

S: Sitios polimoérficos, H: N° de haplotipos, Hd: Diversidad de haplotipos

Tabla 3. indices genéticos empleados para ITS y COX2 en ejemplares de A. pegreffii de secuencias obtenidas en este estudio y extraidas
de GenBank / Genetic indices used for ITS and COX2 in A. pegreffii specimens from sequences obtained in this study and extracted from GenBank

Diversidad Diferencias

Secuencias  Longitud S H Mutaciones Hd versica nucleotidicas
nucleotidica .

(Promedio)

ITS 88 548 159 14 185 0,275 Pi: 0,01359 k: 6,045
COoX2 94 559 158 53 207 0,9520 Pi: 0,0750 k: 13,009

S: Sitios polimorficos, H: N° de haplotipos, Hd: Diversidad de haplotipo
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Figura 2. Red de haplotipos de A. pegreffii basada en secuencias de nucleétidos de A) regién ITS y B) region COX2. Los circulos representan
los haplotipos y sus tamaiios son relativos al nimero de individuos que comparten el haplotipo especifico. El color azul representa larvas en M.
gayi y el rojo en D. gigas / Haplotype network of A. pegreffii based on nucleotide sequences of the A) ITS region and B) COX2 region. Circles represent
haplotypes and their sizes are relative to the number of individuals sharing the specific haplotype. Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas

diversidad nucleotidica (0,027), contrastante con una
elevada diversidad haplotipica (Hd= 0,95). Se obtuvieron 53
haplotipos y la distancia genética demostr6 una variacién de
0,0001 a 0,18 nucleétidos (promedio de 0,017), destacando
la cercania genética (0,01) de las secuencias generadas
con el linaje A. simplex / A. pegreffii. La red de haplotipos
mostré una conformacion similar a una estrella, donde la
mayoria de los haplotipos resultaron tnicos y estrechamente
relacionados con un haplotipo central comun (Fig. 2B).
Este haplotipo central estuvo compuesto de secuencias
pertenecientes a hospedadores (intermediarios / paraténicos
y definitivos) de distintos niveles tréficos y areas geograficas.
Las secuencias de M. gayi (A1, A2) y D. gigas (A6 y A7)
destacan por compartir haplotipos con ejemplares extraidos
de hospedadores definitivos como Tursiops truncatus
(KC480040), Stenella coeruleoalba (KC480027), Orcinus
orca (MT188612), Neophocaena asiaeorientalis (MT312488)
y Delphinus delphis (DQ116428), mamiferos marinos con un
amplio rango de movilidad.

Para el gen COX2 se observ6 una estructuracién
poblacional. Los métodos filogenéticos ML e IB produjeron
topologias similares (Figs. 3 y 4). Ambas topologias agrupan
las secuencias de M. gayiy D. gigas en un clado junto al linaje

Lugo-Pérez et al.

A. pegreffii de hospedadores con diferentes niveles tréficos
reportados a nivel global, coincidiendo en la agrupacion
de las secuencias generadas con las extraidas de Stenella
coeruleoalba (KC809997; Mar Mediterraneo) Peltorhamphus
novaezeelandiae (KY909256; Nueva Zelanda) e Illex
argentinus (MK598052; Islas Malvinas). No se evidencid la
existencia de patrones geograficos o clados-asociados al nivel
tréfico de los hospedadores estudiados.

Discusion

MORFOMETRIA

La morfometria de las larvas de A. pegreffii recolectadas de
M. gayi y D. gigas evidencié dos morfotipos estrechamente
asociados a cada especie hospedadora. Los estados larvales
extraidos de D. gigas exhibieron mayor longitud en los
caracteres evaluados (es6fago, ventriculo y longitud
corporal) con respecto a las larvas presentes en M. gayi.
Las evaluaciones morfométricas obtenidas evidencian
que los nemétodos extraidos de ambos hospedadores
concuerdan con las caracteristicas propias (ventriculo largo
y la presencia de mucrén) de los estadios larvales de tipo I
(Berland 1961). Posteriormente el andlisis y comparacion de
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Figura 3. Andlisis de maxima verosimilitud del gen COX2 de larvas de A. pegreffii obtenidas en este estudio y extraidas de la base de datos.
Los soportes en cada nodo son mostrados con valores mayor al 90%. Como grupo externo se incluyeron P. ceticola (DQ116435); C. osculatum
(EU477206); A. typica (DQ116427); A. brevispiculata (DQ116433); A. simplex (DQ116426); A. ziphidarum (DQ116430); y A. nascettii (F1685642). El
color azul representa larvas en M. gayi y el rojo en D. gigas / Maximum likelihood analysis of the COX2 gene of A. pegreffii larvae obtained in this study
and extracted from the database. Supports at each node are shown with values greater than 90%. Outgroup included P. ceticola (DQ116435); C. osculatum
(EU477206); A. typica (DQ116427); A. brevispiculata (DQ116433); A. simplex (DQ116426); A. ziphidarum (DQ116430); and A. nascettii (F1685642). Blue
represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas
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Figura 4. Inferencia bayesiana del gen COX2 de larvas de A. pegreffii obtenidas en este estudio y extraidos de la base de datos. Los soportes
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inside M. gayi and red in D. gigas
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parametros morfométricos como longitud del ventriculo y
eso6fago, caracteres distintivos entre las especies hermanas A.
simplex (s. s.) y A. pegreffii (Quiazon et al. 2008), arrojaron
coincidencia principalmente con los criterios morfolégicos
estandar de A. pegreffii descritos por otros autores (Silva &
Eiras 2003, Quiazon et al. 2008, Lopes et al. 2020).

Las diferencias observadas en la longitud corporal de
las larvas recolectadas de ambos hospedadores se podrian
relacionar al hecho que los parasitos recientemente ingeridos
por el primer hospedador paraténico usualmente presentan un
menor tamaiio (McClelland 1995). D. gigas es un depredador
con un amplio nicho tréfico, en cuya dieta figuran peces e
invertebrados (Ibafiez et al. 2013), entre las que se incluye M.
gayi, que ha sido frecuentemente reportada en su contenido
estomacal (Ibafiez et al. 2008). Esto explicaria que una
de las larvas encontradas en el cefalépodo sea de similar
morfometria a las de merluzas (Fig. 1), ya que podria haber
sido ingerida recientemente. Sin embargo, otros factores
pueden intervenir en dichas variaciones, por ejemplo; se ha
documentado que un hospedador de mayor tamafio deberia
brindar mayor espacio a los parasitos (McClelland 1995);
mientras que otros autores han comprobado como la longitud
de las larvas de Anisakis spp. se hace mas elevada tanto con
la longevidad del hospedador, como por el sitio de infeccion,
debido a las diferencias en el contenido bioquimico propio de
cada 6rgano o tejido (Strgmnes & Andersen 2003). Igualmente
es posible que la variabilidad de tamafio sea consecuencia
de diferentes etapas de desarrollo de las larvas. Por tanto,
es necesario realizar estudios bajo condiciones controladas,
que permitan evaluar cada uno de estos factores, y con
ello comprender las condiciones que pueden afectar las
variaciones morfométricas de Anisakis spp.

Las larvas de Anisakis spp. parasitan una amplia gama
de hospedadores, por lo que se generan diferentes presiones
selectivas dependiendo de las diversas condiciones internas
de cada hospedador (Riquelme et al. 2006). Esto constituiria
un nicho diferente para el parasito (Poulin & Leung 2011),
lo que se reflejaria en variaciones en el tamafio corporal,
proporciones de las distintas partes del cuerpo, caracteres
sexuales, forma, y tamafio de apéndices (George-Nascimento
& Muiioz 1997, George-Nascimento et al. 2004).

Las variaciones morfométricas en estados larvales han sido
reportadas para otras especies de anisdkidos. Por ejemplo,
larvas de tercer estado de Pseudoterranova cattani extraidas
de Cilus gilberti, Genypterus maculatus, Paralichthys
microps y M. gayi de la costa chilena presentaron variaciones
morfométricas (George-Nascimento & Llanos 1995), al
igual que estados larvales de P. cattani recolectados en los
peces Percophis brasiliensis y Acanthistius patachonicus en
el océano Atlantico sudoeste (Hernandez-Orts et al. 2013).

En el caso particular de Anisakis spp., estudios realizados
en Trachurus trachurus capturados en la costa occidental
de Portugal (Gomes 2014, Lopes et al. 2020) también han
detectado variacion en los caracteres morfolégicos en estados

Lugo-Pérez et al.

larvales de Anisakis spp., reportando ejemplares de menor
tamafio corporal, con respecto a los extraidos de T. trachurus,
Scomber scombrus, Sardina pilchardus y Micromesistius
poutassou capturados en la misma area geografica (Silva
& Eiras 2003). Por tanto, las variables morfométricas se
deben considerar como una aproximacion, y con cautela
si se pretende distinguir especies que infectan diferentes
hospedadores; ademas un incremento del nimero de muestras
podra conllevar a un resultado mas asertivo.

ANALISIS MOLECULAR

Dada la falta de caracteres morfologicos diferenciales, los
marcadores moleculares resultan una herramienta importante
para resolver los problemas asociados a su determinacion
taxondémica (Martin-Sanchez et al. 2005, Blasco-Costa et
al. 2016). En este estudio, el analisis molecular (COX2
y ITS) identificé tnicamente A. pegreffii para ambos
hospedadores. En el hemisferio sur, las larvas de A. pegreffii
han sido identificadas mediante marcadores moleculares
(mitocondriales, COX2 y nucleares, EF1a-1) en la zona de
pesca comun de la costa argentino-uruguaya, parasitando a
Zenopsis conchifer, Sympterygia bonapartii, Zearaja chilensis
y Atlantoraja castelnaui (Irigoitia et al. 2018, Lanfranchi
et al. 2018) y en las Islas Malvinas, en el hospedador Illex
argentinus (Cipriani et al. 2019). En Chile, escasos estudios
han utilizado un enfoque molecular para la identificacion
de larvas de Anisakis, destacando el reporte de la especie A.
pegreffii en la costa sur del pais en cetaceos (Mattiucci et al.
2018) y en dos areas de pesca artesanal en la Costa del Maule,
parasitando a M. gayi, Thyrsites atun y Brama australis
(Muiioz-Caro et al. 2022).

Entre los dos marcadores genéticos empleados, se detectd
un alto nimero de haplotipos para el gen COX2. Esto podria
implicar la existencia de diferencias genéticas entre las larvas,
ya que diferencias en un solo nucleétido entre las secuencias
pudiera ser un indicativo de diferenciaciéon poblacional
(Blazekovic¢ et al. 2015). Sin embargo, la diversidad de
haplotipos encontrada pudiera estar implicada con la elevada
proporcion de haplotipos tinicos, tal como ha sido observado
anteriormente en la costa noroeste de Escocia (0,997; Cross et
al. 2007), el Mar Adriético (0,957 + 0,011; Mladineo & Poljak
2014y 0,64; Blazekovic et al. 2015), Mar Mediterraneo (0,67;
Mattiucci et al. 2009), océano Atlantico (0,976; Mattiucci et
al. 2017b) y el océano Atlantico sudoccidental (0,98 + 0,01;
Trigoitia et al. 2021). De los 53 haplotipos encontrados, dos
agrupaban secuencias de larvas provenientes de M. gayi y D.
gigas, resultado congruente con previos estudios (Mladineo &
Poljak 2014) donde el mismo haplotipo de larvas de Anisakis
spp. fue encontrado en diferentes hospedadores.

ANALISIS COMPARATIVO

Para ambos genes, fue observada una baja diferenciacién
genética y diversidad nucleotidica entre las secuencias
obtenidas y extraidas de la base de datos, lo que indicaria
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una escasa variabilidad genética, y reportado anteriormente
para Anisakis spp. (Cross et al. 2007, Mattiucci & Nascetti
2007, Mattiucci et al. 2009, 2017b; Pekmezci et al. 2014,
Blazekovic et al. 2015, Irigoitia et al. 2021). Se ha implicado
que la baja diversidad genética en Anisakis spp. puede
ser consecuencia de la perturbacion del habitat, como la
contaminacién, sobrepesca y cambio climatico (Mattiucci
et al. 2017b), afectando las redes troficas y la viabilidad
de los hospedadores. La region del Biobio es una de las
zonas mas productivas de Chile en materia de extraccion de
recursos pesqueros (Ayala-Coérdova 2022), por lo tanto, la alta
extracciéon de ambos hospedadores podria repercutir sobre la
diversidad genética de Anisakis.

La identificacién de 14 haplotipos ribosémicos revela
un grado considerable de variabilidad intraespecifica. Sin
embargo, gracias a una mayor tasa de evolucién de los genes
mitocondriales (Froeschke & von der Heyden 2014), los
resultados obtenidos en esta investigacion, coinciden con
trabajos previos en reportar al gen COX2 como un valioso
marcador genético para el analisis de la estructura poblacional
de Anisakis spp. (Baldwin et al. 2011, Mattiucci et al. 2018).

El presente estudio contribuye con el primer reporte A.
pegreffii en D. gigas y un nuevo registro parasitario para esta
especie de cefaléopodo para la regién del Biobio. D. gigas
cuenta con una extensa movilidad en el ecosistema marino,
donde se alimenta de una amplia gama de presas (peces,
eufdusidos y otros cefalépodos, Ibafiez 2013), por tanto, esta
especie desempefia un rol fundamental en la transferencia
de los estados larvales de Anisakis spp., a través de la red
alimentaria, desde hospedadores intermediarios / paraténicos
hasta los cetaceos, hospedadores finales del ciclo (Abollo et
al. 1998).

En el dmbito sanitario, aunque la ingesta accidental de
estadios larvales de Anisakis spp. es la mas frecuente en los
reportes de la anisakiasis, no es la inica forma de infeccion;
ya que, incluso los nématodos muertos o fragmentos de
ellos podrian generar sintomatologia alérgica en pacientes
sensibilizados (Audicana & Kennedy 2008). Por consiguiente,
resulta fundamental proporcionar informacién precisa y una
identificacion adecuada de las larvas de Anisakis spp. en los
productos pesqueros.

En conclusion, la identificacion a través de caracteres
morfométricos permitié la separacion de larvas asociadas a la
especie de hospedador, sin embargo, presenta limitaciones en
la identificacion taxonémica de las especies, pero puede ser
una Util para estudiar asociaciones entre larva y hospedador.
Las técnicas moleculares si demostraron ser una herramienta
util para la identificacion de especies de Anisakis. Ambos
genes (ITS y COX2) permitieron identificar larvas de A.
pegreffii, aun cuando no se obtuvo suficiente resolucién para
revelar posibles patrones interespecificos en el gen ITS, en
contraste del gen COX2.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Distancia genética inferida mediante el andlisis del gen ITS, de larvas de Anisakis spp. obtenidas de M. gayi y D. gigas en la Regién del
Biobio, Chile. El color azul representa larvas en M. gayi y el rojo en D. gigas / Genetic distance inferred by ITS gene analysis of Anisakis spp. larvae
obtained from M. gayi and D. gigas in Biobio Region, Chile. Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas

Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 Al0
Al

A2 0,000

A3 0,000 0,000

A4 0,000 0,000 0,000

A5 0,000 0,000 0,000 0,000

A6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

A7 0,02 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002

A8 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002

A9 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000

A10 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000

Tabla S2. Distancia genética inferida mediante el analisis del gen COX2, de larvas de Anisakis spp. obtenidas de M. gayi y D. gigas en la Regién
del Biobio, Chile. El color azul representa larvas en M. gayi y el rojo en D. gigas / Genetic distance inferred by COX2 gene analysis of Anisakis spp.
larvae obtained from M. gayi and D. gigas in Biobio Region, Chile. Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas

Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 Al0 Al
Al

A2 0,022

A3 0,018 0,025

A4 0,024 0005 0,027

A5 0,029 0022 0,029 0027

A6 0,025 0,004 0,029 0009 0,025

A7 0,009 0024 0016 0025 0031 0,027

A$ 0,019 0002 0,023 0007 0019 0006 0,021

A9 0,024 0002 0,027 0007 0020 0,005 0025 0,004

A10 0,024 0,002 0027 0,007 0,024 0005 0,025 0004 0,004

All 0,017 0004 0,022 0007 0020 0,007 0017 0,002 0006 0,006

Tabla S3. Identificacion taxonémica de larvas de Anisakis spp. obtenidas de D. gigas y M. gayi basadas en comparacién con secuencias homoélogas
de la base de datos, y su porcentaje de identidad determinado mediante la herramienta BLAST / Taxonomic identification of Anisakis spp. larvae obtained
from D. gigas and M. gayi based on comparison with homologous sequences in the database, and their percentage identity determined using BLAST tool

Gen Hospedador Localidad de  Especie larva BITAST'
muestreo Anisakis (% de identidad)

ITS Al M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
A2 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
A3 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
A4 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
AS D. gigas Talcahuano A. pegreffii 100
A6 D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
A7 D. gigas San Vicente A. pegreffii 99,83
A8 D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
A9 D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
A10  D. gigas San Vicente A. pegreffii 100

COl Al M. gayi Talcahuano A. pegreffii 99,46
A2 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
A3 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 99,10
A4 M. gayi Talcahuano A. pegreffii 99,64
AS M. gayi Talcahuano A. pegreffii 100
A6 D. gigas San Vicente A. pegreffii 99,82
A7 D. gigas San Vicente A. pegreffii 99,64
A8 D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
A9 D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
A10  D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
All D. gigas San Vicente A. pegreffii 100
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Tabla S4. Nimeros de acceso de GenBank correspondientes a las secuencias de la region ITS y del gen COX2 obtenidas de M. gayi y D. gigas
en la Regién del Biobio, Chile. El color azul representa larvas en M. gayi y el rojo en D. gigas / GenBank accession numbers corresponding to ITS
region and COX2 gene sequences obtained from M. gayi and D. gigas in the Biobio Region, Chile. Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas

Secuencia ITS COX2

Al OR607660 PQ323383
A2 OR607659 PQ323384
A3 OR607658 PQ323385
A4 OR607657 PQ323386
AS OR607656 PQ323387
A6 OR607655 PQ323388
A7 OR607654 PQ323389
A8 OR607653 -

A9 OR607652 PQ323390
Al0 OR607651 PQ323391

MT312519

-
\NISaKIs pegrejjil

MTBZOOZOP 2reff

KP335036
MT271949

A5 Anisakis pegreffii
A8 Anisakis pegreffii
JQ900763 pes g
KP857648
Kg?q2392k7 i
nisakis pegreffii
IN9eBes1

A1 Anisakis pegreffii
MF539758 pegref
JX535520
RS%clos pegreff
nisakis pegreffii
IN968614 Peg

KJ011497
[~ AY826720
_AA7YAé03513 1 i
\nisakis pegrefjil
KJ011496 pee
[~ KJ011500
A Anisakis pegreffii
A2 Anisakis pegre il . .

Anisakis simplex X Anisakis pegreffii (MF539773;
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF539774
| Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MN871438)
|Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF539770)
Anisakis simplex X Anisakis pegreffii (MF539776)

-Anisakis simplex (JX535521)

Anisakis simplex X Anisakis pegreffii (MF539768)

| Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (AB894874)

Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (KF032056

Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (KF032060
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (KF032058)

100 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (JFA12028

Anisakis nascettii (/Q912692)
—— nisokis Ziphidarum (lN 0057
Anisakis brevispeculata (JQ912694)

0

©

‘| Ascaris suum (AB110023)
Toxocara canis (AJ002435)

0,04

Figura S1. Analisis de Maxima Verosimilitud del gen ITS de larvas A. pegreffii obtenidas en este estudio y extraidas de la base de datos. Los
soportes en cada nodo son mostrados con valores mayor al 70%. Como grupo externo se incluyeron Toxocara canis (AJ002435); Ascaris suum
(AB110023); A. ziphidarum (JN005767); A. nascettii (1Q912692); A. brevispiculata (JQ912694). El color azul representa larvas en M. gayi y el rojo
en D. gigas / Maximum likelihood analysis of the ITS gene of A. pegreffii larvae obtained in this study and extracted from the database. Supports at each
node are shown with values greater than 70%. Outgroup included Toxocara canis (AJ002435); Ascaris suum (AB110023); A. ziphidarum (JNO05767); A.
nascettii (JQ912692); A. brevispiculata (JQ912694). Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas
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Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (KF032056)
K implex x Anisakis pegreffii (KF032058)
implex x Anisakis pegre] F032060)
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (JF412028)
Anisakis simplex x Anisakis pegre%ii (MF539773)

{Anisukls simplex ()X535521)

Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF539768)
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MN871438)
—AY603531
MT312519

- KJ011498
-KJ011497
-KJ011496
KJ011495
MF539763
MF539762
JQ934871
JQ934870
Q934868
MT791103
MT791100
MW507186
MT635342
MT820021
MT820020
MT271949
MH211473
MH211470
MH211467
MF422221
KP335044
KP335041
KP335038
KP335036
KP335035
KJ818857
KJ818855
KP857640
KP953976
KF923927
IN968620
IN968614
JN968631
— IN968624
IN968606
JN968593
KF953974
KY781737
KP857648
EU624343
EU933998
EU933997
MT635340
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF539770)
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF539774)
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii (MF5397746)
—AY826720
JX535520
AB277823
— AM706346
AB894874
JNO05756
JNO005765

1 —KF512854
KF512854
MT791090
MF539758
MF539767
KM658328
KY426258
JQ900763
JX523713

— KJ011500
A1 Anisakis pegre%ii

1 A2 Anisakis pegreffii
A3 Anisakis pegreffii
A4 Anisakis pegreffii
AS Anisakis pegreffii
A6 Anisakis pegreffii

A7 Anisakfsppggrgﬁi

1 A8 Anisakis pegreffii
A9 Anisakis pegreffii

A10 Anisaki
isakis PESTENT_ pisakis nascettii (Q912692)
- 0 nisakis ziphidarum (N005767)

Anisakis brevispiculata (/Q912694)

Ascaris suum (AB110023)

Toxocara canis (A)J002435)

0,5

Figura S2. Inferencia Bayesiana del gen ITS de larvas de A. pegreffii obtenidas en este estudio y extraidos de la base de datos. Los soportes en
cada nodo son mostrados con valores mayor al 70%. Como grupo externo se emplearon Toxocara canis (AJ002435); Ascaris suum (AB110023);
A. ziphidarum (JN005767); A. nascettii (JQ912692); A. brevispiculata (JQ912694). El color azul representa larvas en M. gayi y el rojo en D. gigas /
Bayesian inference of the ITS gene from A. pegreffii larvae obtained in this study and extracted from the database. Supports at each node are shown with
values greater than 70%. Toxocara canis (AJ002435); Ascaris suum (AB110023); A. ziphidarum (JNO05767); A. nascettii (JQ912692); A. brevispiculata
(JQ912694) were employed as external group. Blue represents larvae inside M. gayi and red in D. gigas
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