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RESUMEN

Estudios realizados en la especie amazónica Arapaima gigas («paiche») han demos-
trado la presencia del parásito monogeneo Dawestrema cycloancistrium en altas cargas
parasitarias, principalmente en los estadios comprendidos entre los 180 y 365 días de
edad. D. cycloancistrium se adhiere principalmente a las branquias, ocasionando una
disminución del grado de oxigenación y estrés en el pez, predisponiéndolo a la presenta-
ción de enfermedades. El presente estudio tuvo por objetivo desarrollar una técnica de
diagnóstico molecular frente a D. cycloancistrium para su aplicación como medida de
control en el manejo de la biodiversidad del paiche. Se recolectaron 200 especímenes de
D. cycloancistrium, realizándose la extracción de ADN, cuantificación, diseño de
cebadores y elaboración del PCR. Se logró la amplificación de la secuencia 236 pb del
monogeneo Dawestrema.

Palabras clave: PCR, biología molecular, paiche, parásitos, D. cycloancistrium, sanidad
acuícola, biodiversidad

ABSTRACT

Studies in the Amazonian species Arapaima gigas («paiche») have demonstrated
the presence of Dawestrema cycloancistrium monogenean parasite in high parasite
loads, mainly in stages between 180 and 365 days of age. D. cycloancistrium adheres to
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the gills causing a decrease in the degree of oxygenation and stress on the fish
predisponing to disease presentation. This study aimed to develop a molecular diagnostic
technique for D. cycloancistrium in order to aply it in the management of the fish
biodiversity. For this purpose, 200 specimens of D. cycloancistrium were collected, DNA
was extracted and quantified, primers were designed and a PCR was developed. The
amplification of a sequence of 236 bp of the Dawestrema monogenean was obtained.

Key words: PCR, molecular biology, paiche, parasites, D. cycloancistrium, aquatic health,
biodiversity

INTRODUCCIÓN

El paiche «Arapaima gigas» es una
especie de gran importancia para el poblador
amazónico, por ser fuente de alimentación y
generador de ingresos a través de la
comercialización de sus productos. Sin em-
bargo, años atrás, esta condición propició una
intensa captura en su medio natural, causan-
do una disminución de las poblaciones natu-
rales, reflejado en menores desembarques en
las últimas dos décadas (de 700 a 144 TM)
(Alcántara et al., 2006). Esta especie está
considerada en peligro de extinción y se en-
cuentra incluida en el Apéndice II de la Con-
vención sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Sil-
vestres (CITES). Debido a ello, los gobier-
nos regionales de la amazonía peruana pro-
mueven la investigación en esta especie, a
fin de contribuir a mejorar las condiciones de
vida de las poblaciones humanas y generar
fuentes de trabajo sin mermar el hábitat ni el
tamaño poblacional del paiche.

Las medidas de protección y de incen-
tivo a su crianza deben ser complementadas
con estudios sanitarios que determinen la pre-
sencia de agentes patógenos en esta espe-
cie, así como la prevención y control de en-
fermedades. Por ello, el grupo de investiga-
ción SALUVET-UPCH de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Uni-
versidad Peruana Cayetano Heredia, median-
te el apoyo del Programa de Ciencia y Tec-
nología (FINCyT), optó por determinar la pre-
sencia de agentes patógenos en paiches cria-

dos en cautiverio que podrían estar afectan-
do su productividad. En estos estudios se en-
contró la presencia del parásito tremátodo
monogeneo Dawestrema cycloancistrium en
todos los especímenes muestreados (n=30),
cuyas edades se encontraban entre los 180 y
365 días (estadio juvenil, principalmente) (E.
Serrano-Martínez, Lima, comunicación per-
sonal).

D. cycloancistrium se localiza en piel
y branquias y ha sido reportado en estadios
juveniles de paiches criados en cautiverio
(Kritsky et al., 1985; Mathews y Chu, 2007,
Araújo et al., 2009), hasta en un 100% de los
especímenes estudiados. Al respecto, un es-
tudio asoció su alta carga a la ocurrencia de
mortalidad en paiches juveniles, dado que el
parásito se adhiere principalmente a las
branquias, disminuyendo el grado de oxige-
nación del hospedero, ocasionando situacio-
nes de estrés con la predisposición a la pre-
sentación de enfermedades e incremento de
la mortalidad (Buchmann et al., 1994).

La identificación de los monogeneos
requiere recuperarlos de las branquias de los
peces y evaluar la morfología del parásito,
especialmente el tamaño de las estructuras
quitinosas del opistohaptor y del complejo
genital masculino (Kritsky et al., 1985, Smith
et al., 1992). El examen parasitológico es
considerado como la prueba «Gold Standard»,
pero requiere del sacrificio de los peces y de
la experiencia de un profesional bien entre-
nado. Se dispone de pruebas serológicas a
base de ELISA que identifican anticuerpos
IgM específicos para Cichlidogyrus sp
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(Sandoval-Gío et al., 2008), monogeneo que
infesta a la tilapia (Oreochromis niloticus),
pero requiere de altos títulos de anticuerpos.
y por otro lado no es muy sensible ni especí-
fico. En la actualidad, se viene empleando la
técnica de la Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), la cual emplea muy poco mate-
rial parasitario para poder realizar el diag-
nóstico (Harris et al., 1999; Li et al., 2005;
Collins et al., 2010; Freema y Shinn, 2011;
Verma et al., 2012).

Ante esto, el objetivo del presente estu-
dio fue desarrollar una técnica de diagnósti-
co molecular frente a D. cycloancistrium,
para su aplicación como medida de control
en el manejo de la biodiversidad del paiche.

MATERIALES Y MÉTODOS

Lugar de Estudio y Peces

La fase de campo fue realizada en un
centro de cultivo de paiches, localizado en la
carretera Iquitos-Nauta, provincia de
Maynas, región Loreto. Las muestras obte-
nidas fueron remitidas al Laboratorio de
Parasitología Animal de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ) de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH), en Lima, Perú.

Se trabajó con 10 paiches menores de
180 días de edad y positivos a la presencia
de D. cycloancistrium mediante el examen
directo por raspado de las branquias de
paiches. Los peces eran parte de un centro
de cultivo y estaban destinados al beneficio
para consumo humano

Obtención de Parásitos

Se recolectaron especímenes de D.
cycloancistrium mediante raspado de las
branquias en 10 paiches del centro de cultivo
y que estaban destinados al beneficio para

consumo humano. Se recolectaron 200
especímenes que fueron colocados en
crioviales de 1.5 ml con cierre hermético con-
teniendo buffer de lisis (200 ml de buffer ATL
del kit DNeasy Tissue®, Qiagen). Los
crioviales fueron mantenidos a temperatura
ambiente hasta su traslado a los laboratorios
de FAVEZ-UPCH.

Del mismo modo, se colocaron 10
especímenes de D. cycloancistrium en una
luna de reloj conteniendo 1 ml de suero fisio-
lógico estéril. Se dejó reposar por una hora
con la finalidad de obtener antígeno de se-
creción-excreción, el cual fue almacenado en
crioviales a -20 °C.

Desarrollo de la Técnica de Reacción en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Extracción de ADN

El ADN de las muestras se extrajo em-
pleando el DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen), que usa una tecnología avanzada
que comprende una membrana de gel de síli-
ce para una rápida y eficiente purificación
del ADN celular total sin extracción orgáni-
ca o precipitación de etanol. La extracción
de ADN se llevó a cabo realizando modifica-
ciones al protocolo del fabricante, emplean-
do 5 min de incubación y 50 µl del buffer AE
en dos ocasiones para lograr una mayor con-
centración de ADN parasitario.

Cuantificación de ADN

El ADN fue cuantificado mediante el
uso del equipo Nanodrop 2000. Además, se
sembró en geles de agarosa al 1% en buffer
TBE 0.5X, con las siguientes condiciones: 150
V, 100 W, 9 A y 45 min. En la corrida se
colocó 5 µl de un marcador de peso molecular
de 100 pb en un pozo, un control negativo
(Agua DEPC [Dietilpirocarbonato]) y un con-
trol positivo (ADN de tejido de paiche); es-
tos últimos tres en un volumen de 8 µl. Asi-
mismo, se colocó 8 µl de cada muestra y se
les adicionó 2 µl de buffer de corrida.
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Diseño de cebadores del gen ribosomal
18S de Dawestrema cycloancistrum

Se ubicaron las secuencias presentes en
el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) del gen ribosomal 18S de los
monogeneos de la familia Ancyrocephalidae,
y se les llevó al formato FASTA, donde se
alinearon por intermedio del programa
Clustalw2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2/).

Una vez obtenida la secuencia consen-
so se procedió a diseñar los cebadores con la
ayuda del programa Primer3 (http://
frodo.wi.mit.edu/). Los cebadores diseñados
fueron:

- DAW182F: CAGTCTCCGGGAAACCTGTA
- DAW182R: CAGACAGCTCGTACCACGAA
- DAW183F: CCGTTTGTTGCCTGAAGATT
- DAW183R: GGCAGATGCTTTCGCTTTAG
- DAW184F: CCGTTTGTTGCCTGAAGATT
- DAW184R: GCAGATGCTTTCGCTTTAGG

Elaboración del PCR para la detección
de Dawestrema y visualización del produc-
to aislado

Se diseñaron ensayos con diferentes
concentraciones de los cebadores sintetiza-
dos anteriormente, MgSO

4
 y solución Q. Se

utilizó el «HotStar HiFidelity Polymerase Kit»
(Qiagen, Alemania), procediéndose según las
indicaciones del fabricante. La disposición de
los componentes del master mix para ocho
análisis diseñados para cada par de cebadores
se presenta en el Cuadro 1, en tanto que las
condiciones del PCR se presentan en el Cua-
dro 2.

Corrida electroforética del producto de
PCR

Los productos de PCR fueron corridos
en gel de agarosa al 1.0%, con buffer TBE
0.5X a 150 V, 100 A, 150 W y por 45 min. En
los pocillos, el marcador de peso molecular

Cuadro 1. Componentes para elaborar los master mix en ocho ensayos (E) para 
evaluar los cuatro cebadores en estudio 

 

Componente Conc. final 
E1 
(µl) 

E2 
(µl) 

E3 
(µl) 

E4 
(µl) 

E5 
(µl) 

E6 
(µl) 

E7 
(µl) 

E8 
(µl) 

Kit1 1X 10 10 10 10 10 10 10 10 

Buffer (con 
dNTPs) 

         

Cebadores F2 10 µM 25 3 3 3.5 3.5 3 3 2.5 

Cebadores R3  10 µM 25 3 3 3.5 3.5 3 3 2.5 

MgSO4 1.5 mM 0 1 1 1 1 2 2 0 

Solución Q  10 0 10 0 10 0 10 0 

Kit DNA 2.5 U/µl 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

Polymerase          

Agua libre de 
ARNasa 

 19.6 27.6 17.6 26.6 16.6 26.6 16.6 29.6 

1 HotStar HiFidelity PCR kit (Qiagen, Alemania) 
2 DAW182F/ DAW183F/ DAW184F 
3 DAW182R/ DAW183R/ DAW184R 
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de 100 pb se colocó en un volumen de 5 µl y
las muestras fueron de 8 µl más 2 µl de bu-
ffer de corrida. Al preparar cada gel, se adi-
cionó 0.5 µl de bromuro de etidio por cada
100 µl de agarosa TBE 0.5X. Al finalizar la
corrida electroforética los productos de PCR
fueron visualizados mediante el sistema de
captura de imágenes GelCapture que está
integrado al equipo Bio-Imaging Systems
MiniBis Pro.

RESULTADOS

Las corridas electroforéticas de los pro-
ductos de PCR de los cebadores DAW183F/
DAW183R y DAW184F/DAW184R no am-
plificaron productos. Asimismo, las corridas
de los productos de PCR de los cebadores
DAW182F/DAW182R con temperatura de
alineamiento de 60 °C tampoco amplificaron
productos, mientras que con la temperatura
de alineamiento a 62 °C se logra amplificar
un producto de PCR de 236 pb (Figura 1).

Las seis bandas del gel de la Figura 1
se guardaron a -20 °C para su posterior puri-
ficación con el QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), siguiendo las especificaciones del

fabricante y serán remitidas para su
secuenciamiento.

Todos los resultados de la PCR positi-
vos de las muestras de raspado de las agallas
fueron confirmados por la presencia del pa-
rásito en la necropsia.

DISCUSIÓN

El hallazgo del parásito monogeneo
Dawestrema cycloancistrium en todos los
especímenes juveniles muestreados de paiche
reiteran los resultados hallados por este gru-
po de investigación (Serrano-Martínez et al.,
2015) y que concuerdan con estudios previos
(Cotrina y Rebaza, 2008; Dos Santos et al.,
2008; Araújo et al., 2009).

La presencia de monogeneos ha sido un
problema recurrente para las granjas de crian-
za de peces de cultivo como la tilapia
(Sandoval-Gío et al., 2008), trucha (Rubio-
Godoy et al., 2003; Rubio-Godoy y Tinsley,
2004) y paiche (Cotrina y Rebaza, 2008; Dos
Santos et al., 2008; Araújo et al., 2009). El
control de Dawestrema sp se basa en sus-

Cuadro 2. Condiciones del PCR para cada grupo de cebadores en estudio  
 

Actividad  
Tiempo 
(min) 

Temperatura  
(°C) 

DAW182F / 
DAW182R 

DAW183F / 
DAW183R 

DAW184F / 
DAW184R 

Activación de la transcriptasa 
reversa 

30 50 50 50 

Activación inicial de la PCR 15 95 95 95 

Denaturación 0.5 94 94 94 

Alineamiento 0.5 62 58 60 

Extensión 1 72 72 72 

Número de ciclos  45 45 45 

Extensión final 10 72 72 72 
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tancias químicas que son ineficientes y los
métodos actuales para la detección de este
parásito requieren el sacrificio del pez. En
este estudio, se ha estandarizado una prueba
de PCR que permite detectar ADN aislado
directamente de D. cycloancistrum de las
branquias del paiche. La PCR implementada
en el presente documento mostró que el par
DAW182F/DAW182R amplificó una región
de 236 pb.

Una de las principales ventajas de esta
prueba es que permite detectar bajos niveles
de infestación de parásitos; es decir, una in-
festación temprana, sin tener que sacrificar

al pez. Asimismo, no se presentaron falsos
positivos ni falsos negativos con la prueba del
PCR. El utilizar un gen altamente conserva-
do, gen ribosomal 18S en la PCR, tiene la
ventaja que podría ser utilizado en paiches,
tanto criado en condiciones naturales como
de cultivo, donde las dos especies de
Dawestrema están siempre presentes y son
morfológicamente muy parecidas.

Dada la alta tasa de infestación por D.
cycloancistrium, el desarrollo de la técnica
molecular para su diagnóstico con uso de una
secuencia específica del gen 18S ADNr de
Dawestrema sp, obtenido en el presente es-

Figura 1. Producto de amplificación de 236 pb obtenido al utilizar el par de cebadores DAW182F/
DAW182R. Los pocillos 1, 2 y 3 representan el análisis de tres muestras de monogeneo
entero en donde se empleó el análisis 8; el pocillo 4 representa el análisis 2, el pocillo 5
representa el análisis 4 y el pocillo 6 representa el análisis 6. En las bandas de los
pocillos 4 a 6 se puede observar fragmentos de amplificación inespecífico, debido al
aumento en la concentración de la sal y los cebadores. Por dicha razón el análisis 8 es
el más indicado para amplificar de una manera óptima una secuencia de 236 pb de
Dawestrema sp.
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tudio por primera vez en el país, será de gran
importancia para el diagnóstico por PCR de
este parásito.

CONCLUSIONES

Se logró desarrollar una técnica de diag-
nóstico molecular (PCR) frente a D.
cycloancistrium para su posterior aplicación
como medida de control en el manejo de la
biodiversidad del paiche.
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