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RESUMEN

El crecimiento poblacional e incremento de la actividad turistica, industrial y agricola a
los mérgenes del rio Yaracuy, Estado Yaracuy, Venezuela; pudieran afectar directamente
la calidad del agua y la biota bacteriana que normalmente se asocia al tejido intestinal de
peces, ya que las aguas servidas cargadas de materia organica y bacterias patdgenas son
vertidas directamente al cuerpo de agua. El propdsito de esta investigacion fue
caracterizar la comunidad bacteriana asociada al agua y al tejido intestinal de peces de la
cuenca media y baja del rio Yaracuy. Se utilizaron muestras de agua y peces de la parte
alta del rio (Estacion Guaquira), donde se supone, la contaminacién, ain no esta
presente y muestras de agua y de peces de la desembocadura del rio (Estacion
Desembocadura), donde existe una perturbacion por aguas servidas. El agua fue
colectada, por triplicado, en las dos (2) estaciones de muestreo, en envases estériles de
500 ml y se analizaron inicialmente empleando el método de filtracion por membrana
(APHA,1995). Los peces fueron capturados, utilizando red de arrastre y se procesaron
seis (6) especies en cada campafia de muestreo por estacion, tres (3) ejemplares por
especie. Se les extrajeron los intestinos y se prepard un macerado por individuo, en
solucion salina 0,85 % y se activo en Caldo Tripticasa de Soya para ser sometido a
pruebas bioquimicas tradicionales en el laboratorio (APHA,1995). El resultado indic6
que la microbiota bacteriana, esta constituida por 97% de bacilos Gram negativos de la
Familia Enterobacteriaceae y las especies con mayor presencia fueron: Citrobacter sp.
(27% en tejido intestinal de peces y 29% en agua), Serratia marcescens (26% en tejidoy
18% en agua) y Proteus sp. (12% en tejido y 10% en agua). Al aplicar el Indice de
Similaridad Bray-Curtis, se determiné que existe una correlacion lineal entre la
composicion y abundancia bacteriana del agua del rio en cada estacion de muestreo con
la composicién y abundancia bacteriana de los intestinos de los peces silvestres
estudiados en la cuenca del rio Yaracuy.

Palabras Clave: biota bacteriana en peces, calidad del agua, rio Yaracuy.



ABSTRACT

The population growth and increased tourism, industrial and agricultural activity to
margins of Yaracuy river, Yaracuy State, Venezuela; could be directly affect water
quality and bacterial biota normally associated with the intestinal tissue of fish as
wastewater loaded with organic matter and pathogenic bacteria are discharged directly
into the water body. The purpose of this research was to characterize the bacterial
community associated with water and intestinal tissue of fish from the middle and lower
basins of the Yaracuy River. Water and fish samples were used from the upper river
(Guaquira Station), where it is assumed, pollution, is not yet present and samples of
water and fish from the river mouth (Mouth Station), where there is a disturbance by
wastewater. The water was collected in triplicate on two (2) sampling stations in sterile
containers of 500 ml and analyzed initially using the method membrane filtration
(APHA, 1995). The fish were caught using trawl and six (6) species in each sampling
campaign season, three (3) replicates per species were processed. Intestines were
removed and prepared by individual macerated in 0.85% saline solution and activated in
Trypticase Soy Broth to be subjected to traditional biochemical tests in the laboratory
(APHA, 1995). The result indicated that the bacterial microbiota is made up of 97% of
Gram negative bacteria of the Enterobacteriaceae family and species with greater
presence were: Citrobacter sp. (27% in intestinal tissue of fish and 29% in water),
Serratia marcescens (26% in tissue and 18% water) and Proteus sp. (12% in tissue and
10% water). In applying the similarity index Bray-Curtis, it was determined that there is
a linear correlation between the composition and bacterial abundance of river water at
each sampling station with the bacterial composition and abundance of wild fish
intestines studied by Yaracuy river basin.

Keywords: bacterial biota in fish, water quality, Yaracuy river



1. INTRODUCCION

Hay muchas evidencias que permiten concluir que la civilizacion humana naci6 a la
orilla de un rio y muchos elementos que ademas sefialan que por miles de afios esta
relacion fue relativamente beneficiosa, sin embargo, en los ultimos 50 afios, los seres
humanos, hemos alterado los ecosistemas tan rapida y extensivamente como en ningiin
otro periodo de la historia (Milenium Ecosystem Assessment (MA, 2005). Los rios, han
representado el ecosistema de agua dulce més empleado, por las civilizaciones humanas
a través del tiempo para el logro de su supervivencia (Convention on Biological
Diversity (CBD, 2005).

Los principales rios del mundo se encuentran en una situacion tan precaria, que los
ecosistemas asociados a ellos estdn muriendo. La proteccion insuficiente y la mala
planificacion en la explotacion de los cuerpos de agua dulce deja al descubierto la
posibilidad inminente de una crisis global por la escases del vital liquido (Word Wide
Fund for Nature (WWF, 2006). El acelerado crecimiento de la poblacion y el desarrollo
econdomico e industrial, ha permitido una transformacion sin precedentes de los
ecosistemas de agua dulce y este fendmeno ha generado una pérdida importante de la
biodiversidad. En la actualidad, el 41% de la poblaciéon mundial aun vive en los
margenes de un rio cuyas aguas estan sometidas a algiin tipo de perturbacion o estrés de
origen antropico (CBD, 2005). La amenaza sobre los ecosistemas de agua dulce es
inmensa. Mas del 20% de las especies asociadas a estos ecosistemas se han extinguido y
en las ultimas décadas, otro porcentaje importante, ha sido ubicado en las listas de
especies amenazadas o en peligro de extinciéon (CBD, 2005; MA, 2005; UNESCO,
2005; ONU, 2015a).

En Venezuela, la contaminacion del agua dulce, particularmente en los rios, esta
influenciada por elementos muy diversos que dependen fundamentalmente de su
ubicacion geografica. En zonas urbanas, la contaminacion se produce principalmente
por la basura, vertidos de aguas servidas y desechos industriales, mientras que en zonas
rurales, se debe fundamentalmente al uso de productos quimicos provenientes de la
actividad agropecuaria: plaguicidas, fungicidas, herbicidas y fertilizantes. La poblacion
de Venezuela se ha concentrado casi exclusivamente en sus costas y a lo largo de los

principales cursos de agua (Camemolla et al. 1990).
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El Estado Venezolano, consciente de los graves problemas ambientales que tiene
lugar en sus cuencas hidrograficas, como consecuencia de la contaminacion y otras
actividades humanas, ha dirigido desde hace cinco décadas, programas de conservacion
de suelos y manejo de cuencas. A partir de la década de los 70, se comienza a observar en
el pais un marcado interés, tanto del Estado como de la sociedad civil, por lograr un
desarrollo sustentable y una eficaz proteccion de los ecosistemas naturales
(Montesinos, 1993).

Como lamayoria de los rios del mundo que cruzan centros poblados, el rio Yaracuy,
objeto de la presente investigacion, se ha visto afectado por las diferentes actividades
antropogénicas que se llevan a cabo en sus cercanias: actividades turistico-
recreacionales, desarrollos urbanos e industriales, complejos agropecuarios y grandes
extensiones de territorio empleados para la agricultura. Es ineludible considerar la
posibilidad de degradacion del ambiente acuatico y de todos los elementos de flora y
fauna asociados a dicho ambiente. En los margenes del rio Yaracuy se desarrollan
importantes centros poblados entre los que destaca, la capital del estado Yaracuy, San
Felipe.

En el rio Yaracuy, la actividad humana se extiende practicamente en todas las
planicies, pero también en las vertientes de la sierra de Aroa y el macizo de Nirgua. El
efecto del gran aporte de sedimentos desde las cuencas altas a colmatado y convertido
en intermitentes varios cauces, como el del rio Urachiche. La presencia de represas, de
residuos y efluentes urbanos provenientes de la capital, asi como de los pueblos
cercanos, industrias y sistemas agropecuarios han sido devastadores para el cauce
principal del rio. Este hidrosistema ya estd contaminado fuertemente desde su cuenca
media. Las cabeceras de varios afluentes estan sometidas a una tasa muy elevada de
pérdida de suelo y muchas presentan obstrucciones que impiden un flujo regular de sus
aguas, lo cual repercute sobre las distintas formas de vida y el ecosistema en su totalidad
(Rodriguez y Taphorn, 2007).

En consecuencia, el proposito de esta investigacion fue contribuir al conocimiento
de las comunidades bacterianas asociadas al tejido intestinal de peces silvestres de la
cuencadel rio Yaracuy, en condiciones de poca perturbacion antropogénica, zona media
del rio (Hacienda La Guéquira) y en condiciones perturbadas (La desembocadura),

poblacion Boca Yaracuy.
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1.1 Antecedentes de los Estudios Bacterianos

Después de la Segunda Guerra mundial, sobre todo en la década de 1960, la
explosion sin precedentes del crecimiento econdémico, tecnoldgico y demografico
caus6 alarma debido al deterioro ambiental y al agotamiento rapido de los recursos
naturales no renovables. Esta situacion permitié que en el mundo cientifico surgiera un
nuevo enfoque, una vision global sobre la calidad ambiental que reconocia, entre
muchos aspectos, el aporte de los microorganismos bacterianos en el mantenimiento del
equilibrio ecolédgico (Atlas y Bartha, 2002).

En 1970, finalmente se acepta la importancia del papel que juegan los
microorganismos en la naturaleza y se reconoce formalmente el nacimiento de una
nueva disciplina bautizada como “ecologia microbiana”. Poco después, en el afio 1972
en Suecia, se realiza el primer Simposio Internacional sobre Métodos Modernos en
Ecologia Microbiana lo cual represent6 un hito para el desarrollo de esta disciplina. A
éste, le siguieron simposios regulares sobre ecologia microbiana y la publicacion anual
de Advances in Microbial Ecology a partir de 1977 (Ryan y Ray, 2010). Fue Robert
Koch, en 1881, quien desarrolla las técnicas de cultivos bacterianos en medios solidos,
lo que representd un aporte decisivo al progreso de la microbiologia y cuyos
procedimientos persisten en la actualidad practicamente sin modificar (Jawetz et al.
2011;Geoetal.2011).

Enla actualidad, los estudios bacteriol6gicos han permitido conocer la existencia de
bacterias asociadas a ecosistemas determinados, a organismos particulares como
animales, plantas e incluso a la especie humana. Los resultados de estas asociaciones
hospedador-huésped pueden ser muy diversos y suelen ir desde el comensalismo,
pasando por la simbiosis hasta el antagonismo y en este tltimo caso, dando lugar a las
enfermedades infecciosas que son muy numerosas y se presentan con gran frecuencia
(Jawetz et al. 2011). Ademas, han surgido aplicaciones importantes de las bacterias,
como la biorremediacion, empleando la plasticidad del metabolismo microbiano en la
eliminacion de contaminantes o para mejorar la fertilidad del suelo y para proteger las
cosechas contra plagas. Las Gltimas décadas del siglo XX quedaron marcadas por un
gran interés, en los aspectos basicos y aplicados de la ecologia microbiana (Ryan y Ray,
2010).
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1.2 Generalidades Biologicas de las Bacterias

Las bacterias, han colonizado practicamente todos los ambientes del planeta Tierray
a través del tiempo, han hecho sentir su influencia, positiva o negativa, en los seres
humanos, en el ambiente y sobre el resto de los seres vivos. Sin embargo, es importante
resaltar que sin ellas, la vida sobre el planeta, tal y como la conocemos, no seria posible
(Ryany Ray, 2010).

Las bacterias son definidas como microorganismos procariotas, unicelulares,
microscopicos, carentes de membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi y
reticulo endoplasmatico. Se reproducen asexualmente por division binaria. Presentan
una pared celular compleja, y existen dos formas basicas: las bacterias de pared celular
con una gruesa capa de peptidoglucano (grampositivas) y las bacterias con una delgada
capa de peptidoglucano y con membrana externa (gramnegativas) (Murray et al, 2006).
Existe un amplio grupo de vida libre e independiente, que se hallan en el suelo, en el aire
y en los cuerpos de aguas naturales. La mayoria interviene en los procesos de
transformacion de la materia organica en mineral; algunas se encuentran en las raices de
las plantas y tienen una accion decisiva en el crecimiento de los vegetales; otras
desarrollan procesos de fermentacion sobre una gran variedad de sustratos naturales y
artificiales, dando lugar a productos de interés industrial (Jawetzezal. 2011).

Woese y colaboradores, entre 1981 y 1990, fueron los primeros en realizar estudios
moleculares comparativos para analizar la sistematica filogenética de los organismos
unicelulares. A partir de estos estudios, se establecieron relaciones entre diversos
microorganismos y se presentan en dendrogramas de cardcter universal. Apoyandose
en las secuencias de ARN ribosomal, descubrieron que el reino Prokaryotae incluia dos
grupos filogenéticos distintos: Archaea, que comtemplaba grupos bacterianos que se
desarrollan en nichos ecologicos con condiciones de vida extremas y que incluian
microorganismos que producen metano (metandgenos o metanogénicos) y ciertos
metabolizadores de azufre que pueden crecer en ambientes muy acidos y calientes
(termofilos extremos) y otros que viven en ambientes salinos (bacterias halotolerantes o
halofilas) y Bacteria, que son las formas mas habituales y que se encuentran en casi

cualquier nicho ecoldgico (Montoya, 2008).
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Las bacterias se clasifican en grupos atendiendo a las caracteristicas fenotipicasy a
los resultados que ofrecen las pruebas bioquimicas y genotipicas. Segun Murray et al.
(2006), las morfologias microscopicas y macroscopicas de las bacterias fueron las
primeras caracteristicas utilizadas para identificarlas y aiin constituyen unos elementos
fundamentales en la mayoria de los algoritmos de identificacion utilizados actualmente.
Por ejemplo, las bacterias se pueden clasificar segin su capacidad de retencion de la
tintura de Gram (bacterias grampositivas y gramnegativas) y por la forma de cada célula
(cocos, bacilos, espirilos). Ademas, por el aspecto macroscopico de las colonias (segiin
la pigmentacion, el tamafo, la forma y el olor de las colonias). Los métodos mas
frecuentes en la identificacidon bacteriana consisten en determinar la presencia o la
ausencia de marcadores bioquimicos especificos (capacidad de fermentacion de
hidratos de carbono especificos o la utilizacion de diferentes compuestos como fuente
de carbono; presencia de proteasas, lipasas o nucleasas especificas; o presencia de
enzimas especificas). El empleo de ciertas pruebas bioquimicas permite identificar con
un alto grado de precision la mayoria de las especies o cepas significativas.

La importancia que ha adquirido el estudio microbiano ha permitido el desarrollo de
técnicas cada vez mas avanzadas para explorar la diversidad microbiana y conocer con
mucha mayor profundidad la biologia de las bacterias. Estas herramientas han aportado
luz sobre la complicada manera en que este enorme grupo de seres vivos se organiza,
desde el nivel ecologico hasta el molecular. Este progreso en los métodos que facilitan
conocer la diversidad bacteriana cultivable y no cultivable y la observacion in situ de
sus comunidades, ha abierto nuevos horizontes en la ecologia microbiana (Silva et al.,
2005). La esencia de la microbiologia la integran, por lo tanto, dos clases de
operaciones: el aislamiento o separacion de la especie bacteriana de las poblaciones
mixtas que existen en la naturaleza; y el cultivo, que es la siembra y reproduccion de
poblaciones microbianas bajo condiciones de laboratorio (Jawetzetal. 2011).

Para poder realizar los recuentos microbianos de un cultivo, se deben efectuar las
diluciones decimales seriadas, que de acuerdo con Pascual y Calderon (2000), tienen
por objeto medir una porcidn representativa de la muestra original y la cifra obtenida se
multiplica por nueve (9). El resultado representara el volumen en mililitros de diluyente
que es necesario afiadir para obtener la primera dilucion 1:10. De esta forma se obtiene

laserie de diluciones (10", 107 107, 10”, etc) (Figura 1).
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Figura 1. Técnica de vertido en placa. Tomado de Willey et al. (2008). Microbiology, 7th
edition, McGraw-Hill).

1.3 Biota Bacteriana en cuerpos de Agua Natural

Los cuerpos de aguas naturales suelen clasificarse bajo un esquema de utilidad
ecologica en oligotroficos o eutroficos, en funcion de la productividad y de la
concentracion de nutrientes. Los ecosistemas acudticos oligotroficos poseen una baja
concentracion de nutrientes, generalmente presentan una gran profundidad y la
productividad primaria es muy baja (Willey et al. 2009). Por el contrario, los
ecosistemas eutroficos tienen una elevada concentracion de nutrientes, generalmente
son poco profundos, mas calidos y su productividad primaria es mayor. En las aguas
eutroficas, la concentracion de oxigeno presenta fluctuaciones marcadas debido a la
intensa descomposicion aerdbica de nutrientes organicos durante la noche. Las aguas
eutroficas suelen presentar periodos de escasez de oxigeno que muchas especies de

peces frecuentemente no toleran (Yayanos, 1995; Atlas y Bartha, 2002).
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Es bien conocido que, la contaminacién con fosforo y nitrogeno, contribuye
significativamente con el problema de la eutrofizacion de la superficie del agua en lagos
y rios (Fisher y Reddy, 2001). También se conoce que buena parte del fosforo y
nitrégeno que esta ocasionando la formacion de cuerpos de agua eutroficos provienen
de la actividad agricola que se realiza a los margenes de rios y lagos (Withers y Lord,
2002). Los efectos de este fenomeno han sido frecuentemente reportados, dentro de los
que destacan: la mortandad de peces, la proliferacion de algas y de plantas flotantes y el
mal olor de las aguas; sin embargo, el mecanismos que gobierna este proceso de
eutrofizacion es pobremente comprendido, particularmente en lo que respecta a la
participacion de los microorganismos como elementos clave en el funcionamiento del
sistema agua-sedimento (Meyer y Koster, 2000).

De acuerdo con Zhang et al. (2017), se requiere explorar detalladamente las
complejas interrelaciones que ocurren en los procesos bacterianos en el sistema agua-
sedimento para comprender mejor el fendmeno de la eutrofizacion. La materia organica
en un ecosistema acudtico suele ser un factor limitante en algunos casos o favorecedor
en otros, para el crecimiento de microorganismos. Los sustratos especificos a menudo
estimulan el desarrollo de poblaciones con actividad catabdlica determinada. Algunos
microorganismos necesitan niveles relativamente elevados de materia organica, en
tanto que otros s6lo crecen a concentraciones bajas.

La mayoria de los ecosistemas naturales no tienen concentraciones elevadas de
materia orgdnica disponible. Es més, en muchos ecosistemas, como en el marino, los
microorganismos viven en concentraciones muy bajas de nutrientes. Probablemente la
mayoria de bacterias de vida libre estén sometidas a periodos de carencia. En ecologia
microbiana, la superacion de estos periodos representa un hecho trascendental,
constituye un mecanismo de preparacion y puesta a prueba de las especies y permite la
expresion del genoma tanto en los momentos de carencia, como cuando las condiciones
ambientales vuelven a ser favorables (Jawetz et al. 2011). La distribucion natural y
proliferacion de las bacterias copiotrofas (que viven en ambientes ricos), es un factor
indicador de abundancia de nutrientes que favorece la supervivencia y a su vez,
estimula la competencia. En cambio, las bacterias oligotrofas (que viven en ambientes
pobres), poseen propiedades fisioldogicas y anatomicas que les permiten usar

eficazmente sus limitados recursos nutritivos (Atlasy Bartha, 2002).
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Segun Ryan y Ray (2010), las bacterias oligotrofas, para optimizar la absorcion de
nutrientes, presentan frecuentemente una forma esférica diminuta o de bacilo muy
delgado, ademas, suelen desarrollar apéndices que aumentan la superficie de absorcion.
Sin embargo, las adaptaciones exitosas en condiciones de pobreza de nutrientes,
resultan contraproducentes cuando las condiciones ambientales se invierten.

No solamente la materia organica es determinante en la vida de los organismos
microbianos, también los compuestos inorganicos pueden comportarse como
nutrientes o como sustancias toxicas (Jawetz et al. 2011). Generalmente, es necesario
considerar la forma quimica de un compuesto inorganico para incluirlo en la categoria
de nutriente o inhibidor microbiano. Entre los compuestos inorganicos de importancia
para la ecologia microbiana se encuentran los gases: oxigeno, diéxido de carbono,
monoxido de carbono, hidrégeno, nitrogeno, 6xido nitroso y el sulfuro de hidrogeno.
También se deben considerar el azufre en forma elemental; los cationes de amonio,
hierro ferroso, hierro férrico, magnesio, calcio, sodio, potasio, cobalto, cobre,
manganeso, vanadio, niquel, zinc, mercurio, cadmio y plomo; y los aniones fosfato,
carbonato, bicarbonato, borato, sulfuro, sulfato, nitrito, nitrato, cloruro, clorato,
bromuro, fluoruro, silicato, molibdato y arseniato (Atlas y Bartha, 2002). Entre los
iones inorganicos, los metales pesados merecen especial atencion debido a que cuando
se presentan en grandes cantidades suelen funcionar como nutrientes y se comportan
como potentes inhibidores para los microorganismos a concentraciones relativamente
bajas (Ryany Ray, 2010).

De acuerdo con Jawetz ef al. (2011), las bacterias que obtienen energia a partir de
compuestos inorganicos usan tipicamente la forma mas oxidada del carbono, el CO,,
como principal fuente de carbono. La conversion del CO, en constituyentes organicos
es un proceso de reduccion que requiere un aporte neto de energia. Por tanto, en estos
procesos fisioldgicos, una parte considerable de la energia, derivada de la oxidacion de
compuestos inorganicos, debe gastarse en lareduccion del CO, hasta el nivel de materia
organica. Todos las demas bacterias obtienen el carbono a partir de nutrientes organicos
que siguen las rutas del metabolismo que proporciona energia y posteriormente es
excretado de la célula de nuevo al sustrato como CO, o como una mezcla de CO, y
productos organicos. Asi pues, los sustratos organicos tienen usualmente un doble

papel nutritivo: sirven de fuente de carbono y de fuente de energia.
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Al estudiar los microorganismos en ecosistemas de agua dulce, se hace una
conveniente distincion, de acuerdo a las propiedades fisicas, que consiste en separar a
los ambientes de aguas tranquilas, como lagos y estanques (habitats 1énticos) de los
ambientes de aguas corrientes, como los rios, (habitats 16ticos ). En condiciones de
calma, los microorganismos forman una pelicula en la superficie del agua (EI neuston)
favorable a los fotoautotrofos, debido a que estos productores primarios tienen acceso
ilimitado al didéxido de carbono atmosférico y a la radiacion solar. Esta pelicula genera
la acumulacion de algunos nutrientes minerales y de algunos metales que favorecen
también la proliferacion de productores secundarios que utilizan compuestos
organicos. Estos compuestos se almacenan debido a la tension superficial generada por
lapeliculayalaelevada concentracion de oxigeno atmosférico. Se ha determinado que,
numéricamente, la microcapa superficial concentra de diez a cien veces mas
microorganismos que la columna de agua subyacente (Atlas y Bartha, 2002).

La microbiota autdctona caracteristica de la microcapa o pelicula superficial de
aguas tranquilas comprende bacterias Gram positivas, Gram negativas, pigmentadas,
sin pigmentos, moviles e inmoviles, bacilos y cocos, con formas pedunculadas y sin
pedinculo. Las cianobacterias son integrantes comunes del plancton y bentos, y por lo
tanto, forman parte del grupo de microorganismos que realizan la produccion primaria
de los sistemas acuaticos (Jawetz et al. 2011). Llevan a cabo fotosintesis y fijacion de
nitrogeno, son capaces de sobrevivir en situaciones desfavorables para otros
microorganismos llegando a constituir grandes poblaciones (Rosas et al. 2004). Las
bacterias quimiotrofas, también suelen formar parte de la pelicula superficial,
desempefiando un papel importante en los procesos de degradacion de materia orgénica
como protagonistas en los ciclos del nitrégeno, del azufre y del hierro en los lagos, rios y
mares (Atlasy Bartha, 2002).

Por otro lado, en el ambiente marino, las condiciones son muy uniformes y se pueden
identificar zonas cuyas caracteristicas fisicoquimicas particulares son determinantes en
el desarrollo de microorganismos especificos. La zona litoral, estd sujeta a periodos
alternos de inundacion (cuando sube la marea) y sequedad (cuando baja la marea). Los
microorganismos son relativamente abundantes, en la zona litoral, en los afloramientos
y los estuarios; pero, su numero desciende en la region peldgica (Miravet ef al. 2001;
Rosas et al.2004; Jawetz et al. 2011).
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El hébitat marino pelagico es un ambiente excepcional para muchas formas de vida
porque carece por completo de plantas superiores; en consecuencia, toda la produccion
primaria estd a cargo de bacterias y de algas microscopicas. El reciclado de nutrientes es
muy lento y por lo general, los organismos que mueren en esta zona, descienden
rapidamente a la zona béntica, quedando fuera del alcance de los microorganismos de la
zona pelagica. Estos caddveres arrastran consigo nutrientes esenciales, principalmente
nitrégeno y fosforo, que se liberan en la oscuridad perenne de la profundidad oceanica
(Yuetal. 1991;Rosas et al. 2004; Jawetz et al. 2011).

En su mayor parte, las bacterias marinas son Gran negativas y moviles. Por lo
general son aerobias o anaerobias facultativas; se han encontrado relativamente pocas
aerobias estrictas. También, en términos relativos, es alta la proporcion de bacterias
proteoliticas en comparacion con los habitats de agua dulce o del suelo. A menudo,
Pseudomonas y Vibrio han resultado ser los géneros dominantes en los ambientes
marinos (Piery Ramphal, 2010). Las bacterias del género Vibrio se caracterizan por ser
miembros autoctonos de la biota de los mares y estuarios, constituyendo desde 0,1 al
60% del total de las bacterias heterotroficas. Muchas especies de este género son
patdgenas para el ser humano como V. cholerae (Graii et al. 2004; Fontanez, 2005).
También estan involucradas en afecciones de organismos marinos y se asocian al
deterioro de lasaguas (Rosas ez al.2004).

Al parecer V. cholerae puede establecerse en aguas costeras y de estuarios,
condicionando a todos los organismos marinos que sirven como alimento al ser humano
como vehiculos primarios de transmision del colera (Seas y Gotuzzo, 2010). La
bacteria E. coli tiene un tiempo de supervivencia en agua marina de aproximadamente
0,8 dias, mientras que los enterococos, alcanzan los 2,4 dias (Rozen, 2001). También, E.
coli se degrada mas rapidamente con el incremento en la intensidad de la luz solar que
los enterocococos (Noble ez al. 2003).

Los rios y ambientes marinos que estdn sujetos a procesos continuos de
contaminacion por aguas servidas, reciben constantemente una carga bacteriana ajena a
su microbiota habitual y muchas de estas bacterias suelen adaptarse bien a la vida en
estos ambientes. El grupo de bacterias coliformes, normalmente asociado a procesos de
contaminacion, se ha utilizado frecuentemente, a nivel mundial, como indicadores de

calidad del agua de mares, rios y lagos (Austin y Austin, 2007).
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1.4 Biota Bacteriana en Tejido de Peces

La microbiota intestinal de los peces esta compuesta por un conjunto de bacterias
aerdbicas, anaerdbicas facultativas y anaerobicas estrictas que desempefian una funcion
determinante en la digestion y el control de enfermedades. La microbiota intestinal
puede variar por cambios en diversos factores como la calidad del agua, la dieta y la
edad (Bacanu, 2013). Los ambientes acuaticos naturales contienen habitualmente altas
concentraciones de organismos patogenos, por lo tanto, los peces viven en intimo
contacto con elevadas cantidades de bacterias, virus y parasitos. La penetracion y
fijacion bacteriana en diferentes tejidos y 6rganos de peces, tales como; tubo digestivo,
branquias, musculos, rifiones ¢ higado; han sido reportados en ambientes acuaticos
contaminados (Tort, 2004). A pesar de ello, en condiciones normales, los peces
mantienen un buen estado de salud defendiéndose de bacterias y otros invasores
potenciales mediante una complejared de mecanismos de defensa (Bacanu, 2013).

La concentracion bacteriana en los diferentes 6rganos y tejidos de los peces se
incrementa en la medida que aumenta la cantidad de bacterias en el agua. También se
conoce que la composicion de la biota intestinal de los peces estd relacionada
directamente con el grado de contaminacion bacteriana de los alimentos que ellos
ingieren (Austin y Austin, 2007; Hernandez et al. 2009)). Ademas, la concentracion
bacteriana en los diferentes tejidos y 6rganos de los peces varia considerablemente de
una especie a otra y hay evidencias que otros factores, como la temperatura y el pH,
también favorecen la supervivencia bacteriana e incluso estimulan su multiplicacion
(Guzmén et al. 2004; Marin et al. 2009).

Los peces tienen diferentes mecanismos para protegerse. El primer mecanismo lo
constituye el tegumento, el cual esta recubierto por una capa gruesa de moco con
sustancias antibioticas que dificultan el ataque y crecimiento de microorganismos.
Como segundo mecanismo de defensa, la piel, las branquias y el sistema digestivo
cuentan con los linfocitos, granulocitos y los macrofagos, los cuales atacan a los
invasores microbianos. También, los organos linfoides eliminan varios tipos de
antigenos. En peces, el sistema inmune no especifico o innato, es el que parece jugar el
papel mas importante en el control de la propagacion de los agentes infecciosos
(Douglas et al. 2003b; Tort, 2004).
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En su conjunto, la respuesta inmune innata frente a patégenos esta iniciada,
conducida y coordinada por receptores celulares capaces de reconocer patrones
moleculares asociados a patogenos (Janeway y Medzhitov, 2002). El sistema inmune
innato incluye tanto elementos de respuesta inespecificos (barreras fisicas, citoquinas y
sistema de complemento e interferén principalmente) como especificos de antigeno
(células T 'y B, moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad) (Plouffe et al.
2005).

Cuando los microorganismos patdgenos sobreviven en los tejidos y érganos de los
peces, pueden acumularse. Debido a la gran movilidad de los peces, éstos pudieran ser
objeto de contaminacién en su paso previo por aguas cargadas de contaminantes y
trasladarse a otros lugares no contaminados con su carga de agentes patdgenos
acumulados su cuerpo (Guzmanetal.2004).

Los peces que viven en aguas contaminadas suelen ser atacados por diferentes tipos
de microorganismos patégenos. Estos microorganismos pueden romper finalmente las
barreras inmunoldgicas del pez, afectando los diferentes 6rganos y favoreciendo la
aparicion de enfermedades e incluso generar su muerte (Jha, 2008). Los peces enfermos
por contaminacion, representan un riesgo para el resto de la biota presente en el cuerpo
de agua y para la salud humana cuando son consumidos e incluso si son simplemente
manipulados (Pulkkinen ez al. 2010).

Escherichia coli no es un habitante normal de la flora bacteriana de los peces
(Abbott, 2007). Sin embargo, su presencia, pudiera revelar las condiciones
microbioldgicas del agua (Farmer et al. 2007; Donnenberg, 2009). Clostridium
botulinum se encuentra presente en casi todas las especies de peces. Sin embargo, se
encuentra corrientemente en muy pequefia proporcion en los peces marinos pero, se ha
observado que se encuentra en gran cantidad en las truchas cultivadas. Los propios
peces suelen morir de botulismo cuando consumen otros peces muertos por la misma
causa. Las epidemias de botulismo reportadas en salmones jovenes estan asociadas al
canibalismo (Eklund et al. 1982b).

Clostridium perfrigens se ha aislado frecuentemente en peces pero, probablemente
procedente de la polucion fecal humana y animal. En ocasiones, se han aislado de peces
(Palumbo et al. 1985a). En general, se han aislado en peces contaminados de polucién
fecal: Yersinia, E. coli, Shigella spp. (ICMSF, 1998).
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Tanto en los peces pelagicos como de fondo se han aislado especies mesofilas de
Vibrio (Abbott et al. 2007; Seas y Gotuzzo , 2010; Neill y Carpenter, 2010). Entre las
especies de Vibrio potencialmente patdgenas presentes naturalmente en los peces se
encuentra el Vibrio parahaemolyticus como uno de los mas frecuentes y el Vibrio
cholerae que es una especie marina endégena y que ha sido asilada en brotes de colera
(Neill y Carpenter. 2010). Las especies mesoéfilas de Vibrio son las que con mayor
frecuencia se aislan de las aguas costeras de salinidad reducida. Por ejemplo, V.
vulnificus se encuentra corrientemente en los peces de estuario, especialmente en los
que se alimentan en el fondo, pero es menos frecuente en los peces capturados fuera de
lacosta (De Paolaetal. 1994).

Los estudios sobre bacterias patdgenas en peces se han concentrado, por razones
eminentemente comerciales, en los peces de cultivo, (acuicultura), donde los brotes
infecciosos son mas evidentes, surgen bruscamente y su progreso es rapido, causando
una gran mortalidad. Desafortunadamente, el origen de las infecciones bacterianas en
los peces silvestres de cuerpos de aguas naturales es con frecuencia, inapropiadamente
comprendido. Mas aun, al parecer es poco lo que puede hacerse por ahora en su
solucion, excepto probablemente, por el control de la contaminacion de rios y mares,
asumiendo que cuando la calidad del ambiente se deteriora, esto influye directamente
en los ciclos infecciosos; en contraste, un gran esfuerzo se ha hecho para el control de
las enfermedades de los peces cultivados (Austin y Austin., 2007). La proteccion de las
poblaciones de peces cultivados frente a las enfermedades causadas por bacterias, es
uno de los retos mas importantes que tiene atin por resolver la industria de la acuicultura

mundial (Falco, 2008).

1.5 Importancia de la microbiota bacteriana en la digestion de los peces

Es dificil encontrar trabajos previos sobre la funcidon de la microbiota digestivay su
aporte en el proceso de degradacion de los alimentos en el tracto gastrointestinal de los
peces. Aun asi, los escasos estudios realizados en este tema ayudan a dilucidar la
importancia que las exoenzimas digestivas aportadas por la microbiota residente del
tracto digestivo tienen en el proceso de asimilacion de nutrientes en los peces (Wittwer,
2012).
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Es conocido que para los vertebrados, incluyendo a los seres humanos, los
microorganismos habitantes del tracto digestivo intervienen considerablemente en el
proceso de digestion y que el balance o desbalance de los mismos, repercute sobre el
estado de salud del hospedador (Jawetz et al.2011).

En los peces, la microflora intestinal no existe como una entidad absoluta sino que
resulta de una interaccion constante entre el ambiente exterior e interior del pez, de tal
forma que los peces hospederos y los microorganismos comparten un mismo
ecosistema y estos ultimos tienen la opcidén de vivir en asociacion o bien de manera
independiente. Tanto los peces en ambientes naturales como los que se desarrollan en
sistemas de cultivo, aun cuando estos ultimos viven bajo condiciones controladas para
promover su crecimiento y desarrollo, el sistema gastrointestinal se encuentran
frecuentemente afectado por microorganismos que pueden comportarse como
benignos o patégenos (Verschuerer et al. 2000; Al- Harbi y Uddin, 2005).

Estudios realizados en peces indican que la microbiota digestiva varia segun
cambios adaptativos y segtin variaciones de la composicion bioquimica de la dieta. Al
respecto se ha determinado experimentalmente que la microbiota entérica sintetiza
proteasas extracelulares capaces de tener una participacion simbiotica en la digestion e
hidrodlisis de proteinas (Sukanta, 2010). La microbiota gastrointestinal influye de
manera directa sobre la nutricion y la salud de los animales en general y de los peces, en
particular. Por esta razon, al alterarla, se afecta el estatus fisiologico de los organismos
incluyendo la inmunidad y el crecimiento general (Al- Harbiy Uddin, 2005).

En el intestino de los peces, la microbiota endosimbidtica opera bajo vias
fermentativas, reduciendo glucosa (y otros mondmeros) a productos llamados acidos
grasos de cadena corta (ejemplo, acetato) que son absorbidos por el animal anfitrion y
son usados para generar ATP (Karasov y Martinez del Rio, 2007). La presencia de
bacterias endosimbidticas en el tracto intestinal puede jugar un papel transcendental en
la nutricion del pez. En especies de xiléfagos (animales que se alimentan de madera)
como el pez gato, se observo que las bacterias simbidticas del tracto intestinal proveian
enzimas xylasas con alta actividad, lo que le permitia al pez asimilar nutrientes
provenientes de la madera con alto contenido de lignina, tarea que por si s6lo el pez no
podiarealizar (Donovan y Bittong.,2009).

Estudios en rohu y murrell (peces teleodsteos de agua dulce) determinaron que la
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Eltracto gastrointestinal de peces dulceacuicolas y marinos, se caracteriza por ser un
nicho ecolédgico favorable para el desarrollo de una gran cantidad de microorganismos
ya que la poblacion de bacterias benéficas y patdgenas observada en el intestino de
estos organismos es normalmente mas abundante comparada con la que se encuentra en
el ambiente que los rodea. Sin embargo, los microorganismos del ambiente y sus
variaciones estacionales, influyen de manera determinante en los géneros y las especies
que se pueden encontrar en la microflora de los peces (Ringo et al.2016).

El desarrollo de la microflora y la barrera gastrointestinal es un proceso gradual que
comienza después del nacimiento. En los animales terrestres, la biota microbiana
materna es la fuente inicial de colonizacidon bacteriana, mientras que en los animales
acuaticos, esta accion esta determinada por su contacto con el ambiente circundante, e
influida por la ingesta de alimento, la secrecion de hormonas y la absorcion de
nutrientes, asi como la aparicion de proteinas y enzimas digestivas. Inicialmente, cepas
anaerobias facultativas dominan en el intestino, posteriormente la variabilidad
bacteriana depende del tipo de dieta, la edad, la ubicacion geograficay el estado general
del organismo (Isolaurietal. 2001).

En este sentido, la microflora intestinal de los peces se considera como autoctona o
nativa cuando los microorganismos son capaces de colonizar y permanecer en la
superficie epitelial del intestino del hospedero, o en su defecto, aléctona o transitoria si
los microorganismos presentes en el medio circundante no logran permanecer dentro
del intestino. Actualmente se acepta que los peces tienen una microflora intestinal
especifica que se vuelve estable al llegar a la etapa adulta. En los peces de agua dulce los
grupos dominantes presentes en el tracto gastrointestinal pertenecen a los géneros
Aeromonas, Pleisomonas, Enterobacteriaceae y Pseudomonas, mientras que en los
peces marinos la microflora intestinal estd dominada por los géneros Vibrio y
Pseudomonas (Ringoetal.2016).

Durante toda la vida del animal, esta flora intestinal presenta funciones metabolicas,
troficas y protectoras. La funciéon metabodlica tiene como finalidad ayudar en los
procesos de digestion y absorcion de nutrientes para proporcionar energia al organismo,
mientras que la funcion trofica fomenta el crecimiento y la diferenciacion celular,
ademas de estimular el sistema inmune del organismo. Su funcién protectora se

desarrolla desde el nacimiento, ya que actua como la primera linea de defensa contra
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microorganismos patdgenos exdgenos u oportunistas, creando el efecto barrera.
Ademas, la mucosa intestinal provee al huésped de proteccion en contra de la constante
presencia de antigenos provenientes del alimento y de microorganismos presentes en el
ambiente circundante (Isolauri et al. 2001).

Investigaciones han demostrado que la microbiota gastrointestinal de peces
homeotermos (sangre caliente), posee numerosas € importantes funciones en la
digestion y desarrollo de la mucosa gastrica, angiogénesis y en el desarrollo de una
barrera protectora contra las enfermedades (Verschuere ez al. 2000).

Estudios realizados en peces indican que la microbiota digestiva varia seglin
cambios ambientales y seglin variaciones de la composicion bioquimica de la dieta. Al
respecto se ha determinado experimentalmente que la microbiota entérica sintetiza
proteasas extracelulares capaces de tener una participacion simbiotica en la digestion e
hidrélisis de proteinas. La presencia de bacterias endosimbidticas en el intestino de un
pez puede jugar un papel transcendental en su nutricion. En especies de xilofagos
(peces que se alimentan de madera) como el pez gato, se observé que las bacterias
simbioticas del tracto intestinal proveian enzimas xylasas, permitiendo al pez asimilar
nutrientes provenientes de la madera con alto contenido de lignina, tarea que por sisola,
el pez no podria realizar ya que su intestino no produce la enzima (Donovan y Bittong.,
2009).

Muchas enterobacterias viven en simbiosis dentro del tracto intestinal de los peces,
sin embargo, las bacterias patdgenas se pueden introducir en los estanques de
acuicultura y en los ambientes naturales mediante el estiércol de animales de corral
(aves inclusive) o proveniente de los desechos humanos vertidos en aguas residuales
(Navarrete et al. 2009). También se puede encontrar un nimero significativo de
enterobacterias en peces que frecuentemente provienen de sistemas alimentados con
aguas residuales, cargadas de materia organica y fecal, por consiguiente, estos peces
normalmente representan un riesgo para la salud ambiental y humana (Guzman et al.
2004).

El intestino en peces es tipicamente microaerofilico y la microbiota endosimbidtica
opera bajo vias fermentativas, reduciendo glucosa (y otros monémeros) a productos
llamados 4cidos grasos de cadena corta (ejemplo, acetato) que son absorbidos por el

animal anfitrion y son usados para generar ATP (Karasov y Martinez del Rio, 2007).
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Estudios en peces “rohu” y “murrell” (peces teledsteos de agua dulce) determinaron
que la actividad proteolitica de las bacterias presentes en el intestino era mayor que la
actividad de estas enzimas en el tejido intestinal, lo cual indicaba que la presencia de
estas bacterias mejoraba la asimilacion de alimentos (Kar y Ghosh, 2008). Estudios
metabolicos sefalan que el aumento en enzimas proteoliticas como tripsina y
quimiotripsina, inducen una mejor asimilaciéon de proteinas por parte del pez,
produciendo ademas un aumento en el crecimiento, estimulando el sistema inmune y el
sistema endocrino (Rungruangsak-Torrissen et al. 2009).

Sklan et al. (2004) realizaron una investigacion relacionada con la estructura y
funcionamiento del intestino de la tilapia (Oreochromis niloticus y O. aureus). Ellos
observaron que este pez, en su condicion de omnivoro, presentaba un tracto
gastrointestinal diferente al que se observa en peces carnivoros o herbivoros. Su
intestino era similar al de los mamiferos, tanto en estructura como en funcionamiento, y
que debido a esta condicion se encontraba mas desarrollado en la region proximal,
donde se realizan la mayoria de las actividades enzimadticas y de absorcion. Sin
embargo, al comparar la morfologia intestinal con la de los humanos, se observo que
este organismo presentaba una capacidad de absorcion menos desarrollada, pero, con
una mayor capacidad de secrecion de mucosidades.

Un informe mostr6 que la microbiota en peces puede regular la expresion de 212
genes en el tracto digestivo del pez “cebra”, algunos de ellos relacionados con
estimulacion de la proliferacion epitelial y la promocion del metabolismo de nutrientes
y la respuesta inmune innata (Rawls ez al. 2004). Con todos estos argumentos es valido
considerar a la microbiologia del tracto intestinal como una variable significativa que
puede afectar la capacidad digestiva del pez para metabolizar sustratos especificos del
alimento. Adicionalmente se ha observado que las diferentes poblaciones bacterianas
que forman parte de la microbiota intestinal, representan diferentes grupos metabolicos
los cuales pueden dar cuenta de la capacidad digestiva del pez (Ringo et al. 2016).

La morfologia del tracto gastrointestinal de los peces varia segun las especies,
habitat, edad y dietas. Sin embargo, en general, es esencialmente un tubo muscular
cilindrico lineal, cubierto en su interior por una membrana mucosa que exhibe
variacion en sus estructuras, lo que le otorga las diferencias funcionales (Ringo et al.
2016).
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Segun Ringo et al. (2016), el tracto digestivo puede dividirse principalmente en tres
importantes segmentos o tramos (en la mayoria de los peces) estos son: estomago,
ciegos piloricos, e intestino (Figura 2). El primer tramo, el estdbmago, posee un
revestimiento celular distintivo formado por células que secretan 4acido al lumen, este
acido es generalmente secretado en conjunto con algunas enzimas digestivas como la

pepsina.

HERBIVORO

- Wesicula Clhiegos
a) Esofago Cloiliar e)pﬂc’lt'icos EJA*“O

b Estémazoe JBazo f) Intestino h)Molleja

Figura 2. Tracto digestivo general de los peces. Tomado de: Salinas, (2011).

El pH de este 6rgano varia entre 3 y 4.5. Los ciegos pildricos se extienden desde
donde termina el estomago hasta donde comienza el intestino, su funcion es
incrementar la superficie de absorcion digestiva y presenta un pH de 7 (Ringo ef al.,
2016). El tltimo segmento del tracto digestivo, el intestino, posee un pH de 7.4 y se
caracteriza por ser un organo complejo y multifuncional. En adicién a su funcion, el
intestino también cumple con el balance de electrolitos, regulacién endocrina del

metabolismo e inmunidad (Zhang et al. 2017)..
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Estudios sefialan que el intestino se divide a su vez en dos zonas: una zona proximal
que limita con los ciegos piloricos, donde se centra la hidrdlisis de macromoléculas
mediadas por enzimas liticas y la absorcion de nutrientes de bajo peso molecular y una
zona distal en la cual se sefiala como funcion principal la endocitosis de
macromoléculas y proteinas intactas en teledsteos (Zhang et al. 2017).. En muchos
casos, el estdmago de los peces presenta una evidente correlacion entre la forma del
mismo y el tipo de alimento preferentemente consumido. En este sentido, algunos
peces muestran una modificacion parcial del estdbmago pildrico en molleja (tanto para
masticacion, como para procesos digestivos secretorios), como sucede en mugilidos
(Mugilidae) y lachas (Brevoortia y Dorosoma), que presentan esta modificacion esto-
macal como una adaptacion a los habitos alimentarios microfagos (Moyle y Cech,
2000).

En los peces de hdbitos preferentemente carnivoros, como lenguados y algunos
esciaénidos depredadores, el intestino es corto (menos del 100% de la longitud total del
pez). Esta particularidad se relaciona con el hecho de que resulta menos complejo
digerir alimentos de origen animal, que aquellos constituidos por tejido vegetal (Elliott
y Bellwood, 2003).

En los peces carnivoros ictidfagos, existe un estdbmago verdadero, el cual es
tipicamente alargado para albergar convenientemente las presas en su interior, como en
los peje-lagartos (Lepisosteus), barracudas (Sphy-raena), algunos esciaénidos
(Sciaenidae), pejes sapos (Batrachoididae) y los lenguados (Paralichthyidae) (Moyle y
Cech, 2000; Elliott y Bellwood, 2003).

El estdmago en peces carnivoros tiene como caracteristica principal de su interior,
un ambiente de pH bajo (acido) y en sus jugos digestivos resalta la presencia
principalmente de pepsina. En otros peces carnivoros se observa la pérdida del
estdbmago, como es el caso del género Scomberosox y como sucede también en ciertos
peces consumidores de pequenos crustaceos (Syngnathidae). Considerando lo anterior,
el criterio primario a tomar en cuenta en estos peces sin estdbmago, no es el que sean
carnivoros, sino es la presencia de 6rganos accesorios adaptados para la degradacion de
los alimentos a través de procesos de trituracion y molienda de la presa, ya sea en forma
de dientes o de bolsa musculosa constrictora (la molleja) (Castillo-Rivera y Zarate,
2002).
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El ntimero de ciegos piloricos en una especie de pez, parece guardar relacion tanto
con el tipo de alimento ingerido (planta o animal), como con el tamafio del alimento.
Las especies filtradoras microfagas, como las del género Brevoortia, cuya dieta se basa
principalmente en plancton, tienden a tener un nimero muy grande de ciegos piloricos
(mas de 100), mientras que los depredadores carnivoros que consumen presas grandes,
tienden a tener un numero reducido de ellos, como es el caso de los esciaénidos (con
numero promedio entre 3 y 7) y lenguados (entre 3 y 4), llegando al extremo de la
carencia de tales estructuras en depredadores como el peje-sapo (Batrachoididae)
(Castillo-Riveraand Zéarate,2002).

El intestino se divide a su vez en dos zonas: una zona proximal que limita con los
ciegos piloricos, donde se centra la hidrélisis de macromoléculas mediadas por enzimas
liticas y la absorcion de nutrientes de bajo peso molecular y unazona distal en la cual se
seflala como funcion principal la endocitosis de macromoléculas y proteinas en
teledsteos (Salinas, 2011). El intestino se encarga de la absorcion de nutrientes, a través
de sus paredes por via de difusién o por via de procesos mediados por proteinas
transportadoras. El intestino también tiene muchas variaciones morfoldgicas y presenta
adaptaciones al consumo de tipos particulares de alimento (Castillo-Rivera y Zarate,
2002).

En peces consumidores de plantas, el tejido epitelial del eséfago se transforma
directamente en el intestino. En otros peces que ramonean, como los peces loro
(Scaridae)y que se alimentan de coral, también se puede encontrar la misma condicion,
mientras que en las especies omnivoras, el estomago tiene forma de saco y su funcion es
almacenar temporalmente los alimentos permitiendo su degradacion lenta y
progresiva, tal y como también en el aparato digestivo humano (Ringo ez al.2016).

Algunos peces poseen ciegos piloricos, los cuales son bolsas ciegas de tejido con
capacidad secretoria localizadas cerca de la region pilorica, en la conjuncion del
estdbmago con el intestino. En los peces herbivoros y microfagos, el intestino tiende a
ser muy largo con varios dobleces, como lo presentan los clupeidos del género
Brevoortia, con longitudes intestinales entre el 300 % y 400 % de la longitud total del
pez, con el objeto de procesar y degradar los complejos elementos componentes del
tejido vegetal, fundamentalmente, los carbohidratos complejos como la celulosa
(Castillo-Riveray Zarate,2002).

29



Comunidad bacteriana asociada al tejido intestinal de peces silvestres del rio Yaracuy / Introduccion

1.6 Factores que Afectan la Biota Bacteriana en Agua y en Organismos Acuaticos.

La Temperatura es ftundamental para la abundancia de los organismos bacterianos en
el agua. Este es un factor ambiental importante, dentro de los que influyen en la
composicion de la microflora en los organismos acuaticos. Los peces y crustaceos de
aguas frias (< 10-15°C) generalmente dan recuentos de 10°-10° UFC/cm’ en piel y en
superficie branquial, mientras que los de aguas célidas alcanzan las 10-10° UFC/cm’.
Las gambas tropicales presentan recuentos mayores (10°-10° UFC/g) que las especies
de aguas frias (10°-10° UFC/g) (ICMSF, 1998).

Las poblaciones bacterianas tipicas de los peces de aguas templadas (< 10°C) son
fundamentalmente las bacterias psicrofilas. Mientras que los peces y otros organismos
pelagicos, es decir, que viven en la superficie de los océanos tropicales presentan
niveles mas altos de bacterias mesofilas (> 20 °C). Cuando la temperatura superficial
del agua aumenta por la prolongacion de la estacion calida, las especies de peces
pelégicos (por ej., caballa y arenque) pueden ver aumentada su carga bacteriana
superficial mesoéfila (Jawetz et al,2011).

Las bacterias de los peces de aguas templadas son predominantemente Gram
negativas, mientras que en los peces de ambientes tropicales, aguas calidas,
predominan las bacterias Gram positivas y constituyen el 50-60% de su microbiota
(ICMSF, 1998). En general, los peces capturados en paises tropicales tienen
normalmente recuentos bacterianos mucho mas altos que aquellos capturadas en aguas
templadas y la microbiota de los peces de aguas templadas es relativamente constante
(Navarrete et al. 2009).

El Vibrio mesofilo se multiplica rapidamente a temperaturas de 20-40 °C. Esto se
refleja en el gran nimero de microorganismos aislados en peces cuando la temperatura
del agua alcanza los 30 °C (IOM, 1991). Laespecie Vibrio parahaemolyticus esta muy
difundida en aguas cuya temperatura supera los 15 °C. Al hacer el recuento de Vibrio en
organismos acuaticos no solo se debe tomar en cuenta la temperatura, sino también
aquellos elementos que modifican la temperatura, como son: la hora del dia, la
profundidad a la que se toma la muestra y el oleaje (Abbott et al, 2007; Seasy Gotuzzo,
2010; Neill y Carpenter. 2010; Jawetz et al, 2011).
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El pH, es un parametro critico en el crecimiento bacteriano ya que cada tipo de
microorganismo tiene un intervalo de pH en el que puede vivir adecuadamente, fuera de
este intervalo muere. El pH intracelular es ligeramente superior al del medio que rodea
las células ya que, en muchos casos, la obtencion de energia metabolica depende de la
existencia de una diferencia en la concentracion de protones a ambos lados de la
membrana citoplasmatica. El pH interno en la mayoria de los microorganismo se Uinica
dentro del intervalo de 6 a 8 (Jawetz et al,2011).

Generalmente, los microorganismos no pueden tolerar valores extremos de pH. En
condiciones muy alcalinas o acidas, se hidrolizan algunos componentes microbianos o
se desnaturalizan algunas enzimas. Sin embargo, hay bacterias acidofilas y alcalofilas
que toleran, o incluso necesitan, condiciones extremas de pH para su crecimiento (Atlas
y Bartha, 2002).

El desarrollo de una poblacién bacteriana puede ser severamente afectado, positiva o
negativamente, por los cambios quimicos que se presentan en el ambiente, incluso por
el crecimiento y metabolismo de los propios microorganismos. Por ejemplo, en un
ambiente con alta concentracion de glucosa, se estimulan los procesos de fermentacion
y los acidos organicos que se producen como consecuencia de este proceso pueden
reducir el pH ambiental y generar la inhibicion del crecimiento poblacional. Por el
contrario, la descomposicion microbiana o la utilizacion de los compuestos
nitrogenados de un ambiente, tiende a hacer a éste mas alcalino. La descomposicion de
las proteinas y aminoacidos puede también tornar el ambiente en alcalino como
resultado de la produccion de amoniaco (Jawetz et al, 2011).

De acuerdo con Atlas y Bartha (2002), los valores extremos de pH desnaturalizan la
mayoria de las proteinas de forma irreversible e influyen también en la disociacion y en
la solubilidad de muchas moléculas que, de manera indirecta, ejercen alguna influencia
sobre los microorganismos. El pH determina, en parte, la solubilidad del CO,, afectando
la velocidad de fotosintesis; la disponibilidad de los nutrientes necesarios, como
amonio y fosfato, que limitan el crecimiento microbiano en muchos ecosistemas y la
movilidad de los metales pesados como el cobre, que son toxicos para las bacterias.

Una caracteristica comtn de los microorganismos que toleran, o incluso necesitan,
un pH extremo para su crecimiento es que su citoplasma se mantiene proximo a valores

neutros. La pared y la membrana celular de dichos organismos requieren adaptarse para
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mantener la integridad a esos valores extremos de pH. Un pH citoplasmatico neutro
garantiza la sintesis quimiosmotica de ATP. Sin embargo, las adaptaciones estructurales
y bioquimicas exactas siguen sin ser suficientemente conocidas hasta ahora (Atlas y
Bartha, 2002).

Algunas bacterias acidotolerantes y acidéfilas crean su propio ambiente de bajo pH
produciendo acidos (Ingledew, 1990). Por el contrario, otro grupo de bacterias toleran
pH alcalino hasta 9, pero, su pH Optimo esté cercano al valor neutro. Entre auténticas
alcalofilas se encuentran algunas cepas de Bacillus como B. alcalophilus 'y B. pasteurii
(Kroll, 1990). La bacteria Clostridium paradoxum tolera un pH méaximo del0 y su pH
Optimo se encuentra cercano a 9,3 (Cook et al. 1996). Un pH elevado, en un ecosistema
acuatico, propicia un aumento de CO, en las formas de HCO, y CO,”, lo que trae como
consecuencia, una proliferacion de los microorganismos de produccion primaria o
fotoautototrofos (Atlas y Bartha, 2002).

Las bacterias del género Vibrio, crecen normalmente en ambientes de pH alcalino ,6-
10), apH menores de 6 su crecimiento se inhibe (Abbott, 2007; Seas y Gotuzzo,2010;
Neill y Carpenter. 2010). Cuando el pH cae por debajo de 6, se han observado
disminuciones en los recuentos de Aeromona hydrophila en ostras. Sin embargo, no
seria sensato, basandose en una evidencia débil, suponer que un descenso del pH
destruye los agentes bacterianos patdgenos (Jha, 2008).

Las bacterias acidofilas, crecen en un pH 6ptimo alrededor de 2. En el otro extremo,
crecen las bacterias alcaldfilas y algunas poblaciones de arqueas se desarrollan
considerablemente a pH superiores a 8,5. Por otro lado, el pH también es un factor
determinante en la toxicidad que pudieran ejercer ciertos metales pesados sobre los
microorganismos. Se tiene por regla que un pH bajo (acido), contribuye a la
movilizacion de los metales pesados y en consecuencia, a un aumento en su toxicidad;
mientras que a un pH alto (basico), favorece la precipitacion y reduce la toxicidad
(Atlas y Bartha, 2002).

La Salinidad, con frecuencia, genera opiniones incorrectas en relacion a que la
microflora de los peces y de los mariscos marinos es predominantemente hal6fila; mas
especificamente, halofilos obligados. Pero, en realidad, la mayoria de los
microorganismos son predominantemente halotolerantes, es decir, capaces de crecer en

un amplio intervalo de concentraciones de cloruro sddico de 2 al 3 % (ICMSF, 1998).
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Las concentraciones elevadas de sal transforman al ambiente acuatico marino en
hiperténico lo que trae como consecuencia la alteracion de la presion osmotica y
posterior deshidratacion de los microorganismos no halotolerantes. Ademads, una
elevada concentracion salina suele desnaturalizar las proteinas; es decir, se altera su
estructura terciaria, que es esencial para la actividad enzimatica (Atlas y Bartha, 2002).

Los microbiologos marinos definen a las bacterias marinas como aquellas que
necesitan, para su crecimiento, un 3 % de NaCl. Las verdaderas bacterias marinas
parece que requieren el sodio para todos los sistemas de transporte de membrana,
mientras que, por lo que se sabe hasta ahora, el transporte dependiente de sodio, en las
bacterias no marinas, s6lo ocurre en el caso de metabolitos especificos y no esenciales
(Farmer et al. 2007; Donnenberg, 2009).

Las microorganismos halotolerantes y halofilos suelen desarrollar mecanismos que
les permiten excluir, de sus células, las altas y relativamente toxicas concentraciones de
iones de sodio que, por lo general, predominan en sus ambientes, Asi, por ejemplo,
Halobacterium, halofila estricta, consigue su equilibrio osmoético mediante
concentraciones elevadas de cloruro potésico (Jawetzeral,.2011).

Muy pocos microorganismos pueden crecer en aguas de extrema salinidad y la biota
de estos ambientes, como los lagos salados, suele restringirse a unas pocas especies de
algas y bacterias haldfilas. Los peces de agua salada muestran los mismos tipos de
bacterias que los de agua dulce, salvo por Vibrio, que predomina en especies marinas y
Aeromonas, en especies dulceacuicolas. Estos géneros se alternan en los peces
anadromos. Los géneros Psychrobacter, Acinetobacter, Corynebacterium 'y
Micrococcus predominan en los crustaceos y en una menor proporcion se observa el
género Pseudomonas. La microflora de los moluscos es muy similar a la de los peces
pero, el género predominante es Vibrio sp., sobre todo en las ostras (Steinberg y Burd,
2010).

En los moluscos se encuentran en nimeros significativos Bacillus y Micrococcus.
Puesto que los moluscos viven generalmente en ambientes costeros, su microflora
refleja las influencias terrestres, formando parte de la misma Enterobacteriaceae y
Streptococcaceae. Algunas gambas extraidas de aguas poco salinas han presentado
Listeria monocytogenus (Abbott, 2007; Seas y Gotuzzo, 2010; Neill y Carpenter,
2010; Jawetzetal. 2011).
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El oxigeno se presenta en diversas formas en la naturaleza y con distintos grados de
toxicidad sobre los microorganismos. Los microorganismos han desarrollado diversas
enzimas que los protegen contra las formas toxicas del oxigeno. La accion directa del O,
no es letal para algunos anaerobios estrictos, pero impide su desarrollo, lo cual se
atribuye a la produccion y falta de eliminacion eficaz de los aniones perdxido. Los
aniones peroxido, como el peroxido de hidrogeno, también son tdxicos para los
microorganismos (Jha, 2008).

El efecto del oxigeno, en la multiplicacion de las bacterias es variable, pues en
algunos casos, su presencia inhibe su crecimiento. En ocasiones, algunos grupos
bacterianos pueden ser tolerantes a su presencia o bien precisar pequenas cantidades de
aire, mientras que en otro extremo se ubican aquellas bacterias que s6lo pueden
desarrollarse en presencia de aire (Hidalgo, 2003).

En consecuencia, las bacterias suelen clasificarse segliin sus requerimientos de
oxigeno en: aerobias estrictas, aerobias facultativas, microaerofilicas y anaerobias. Las
aerobias estrictas, requieren oxigeno como aceptor final de electrones en la cadena
respiratoria y por lo tanto, no crecen en su ausencia. Las aerobias facultativas pueden
crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno, en este Ultimo caso, utilizan
compuestos, entre ellos nitrato y azufre como aceptores finales de electrones. Las
microaerofilicas, requieren una baja tension de oxigeno y no toleran la concentracion
atmosférica de éste y aunque lo utilizan como aceptor final de electrones, no poseen la
totalidad de los mecanismos de detoxificacion para eliminar los derivados perjudiciales
del oxigeno, o bien, algunas enzimas son activas solo cuando sus grupos sulfidrilos
estan casi completamente reducidos. Las bacterias anaerobias, no requieren del
oxigeno para su metabolismo; ademads, presentan un grado de adversidad a este, que
puede variar desde las muy suceptibles, las denominadas anaerobias estrictas, hasta las
anaerobias aerotolerantes, que son menos suceptibles al oxigeno (Rodriguez, 2005).

Todas las bacterias contienen algunas enzimas capaces de reaccionar con oxigeno; la
cantidad y variedad de esas enzimas determinan las relaciones fisiologicas del
organismo con el oxigeno. Las oxidaciones de flavoproteinas conducen
inevitablemente a la formacion de un compuesto toxico, el peroxido de hidrégeno,
como producto principal. Estas oxidaciones, producen ademas pequeias cantidades de

un radical libre mucho mas toéxico, el superdxido. En las aerobias y anaerobias
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aerotolerantes, la enzima superoxidodismutasa, impide la acumulacion potencialmente
letal de superdxido, al catalizar su conversion en oxigeno y peroxido de hidrogeno.
Ademas, casi todos estos organismos disponen de la enzima catalasa, que descompone
el también toxico, peroxido de hidrogeno, en oxigeno y agua (Jawetzetal. 2011).

Las bacterias que crecen sobre la piel y las branquias de los peces, son
predominantemente aerdbias, pero, algunas bacterias aerdbias facultativas,
especialmente Vibrio, también se han aislado en gran nimero en los peces pelagicos.
Las bacterias anaerobicas obligadas son poco frecuentes en la superficie del pez, pero,
se presentan en gran numero dentro del intestino (Abbott, 2007; Seas y Gotuzzo ,
2010; Neill y Carpenter. 2010).

La contaminacion es definida como la presencia o incorporacion al ambiente de
sustancias toxicas o de cualquier agente quimico, fisico o bioldgico perjudicial para los
seres vivos o para los ecosistemas. En consecuencia, la carga bacteriana de los
organismos acuaticos también se modifica dependiendo de la contaminacion, pero, ésta
constituye un problema especial en el caso de los moluscos sésiles, como las ostras, los
mejillones y almejas que se alimentan filtrando grandes volimenes de agua. Se ha
determinado, en moluscos que viven en aguas muy contaminadas, que el recuento
bacteriano puede ser mayor 10° UFC/g, mientras que los que viven en aguas libres de
contaminacién el recuento no sobrepasa 10° UFC/g (ICMSF, 1998).

En el pasado, la fiebre tifoidea se produjo en Europa y Norteamérica como
consecuencia del consumo de ostras crudas. Otras enfermedades vinculadas a las
bacterias de los efluentes como la salmonelosis y la shigelosis no son tan comunes en
algunos paises industrializados debido al empleo de mejores métodos de eliminaciony
tratamiento de los efluentes y a una supervision eficaz de la contaminacion fecal
humana de las zonas de cultivo de mariscos y peces. No obstante, incluso en paises con
buenos programas sanitarios, todavia ocurren casos de brotes infecciosos, a menudo
por consumo de moluscos y crustaceos contaminados capturados ilegalmente en areas
prohibidas. Con frecuencia existe una relacion directa entre la presencia de
microorganismos indicadores de contaminacion en el agua y de los patdgenos
especificos en los mariscos y peces (Eslava, 2008; Marin, 2009). Recientemente se ha
implicado a Campylobacter jejuni en brotes de gastroenteritis debidos al consumo de

marisco (Jawetzetal 2011).
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2. Antecedentes de Estudios en el rio Yaracuy

Fernandez-Y¢épez (1972), realiz6 un analisis ictioldgico del complejo hidrografico
del rio Yaracuy bajo la direccion de obras hidraulicas del Ministerio de Obras Publicas.

Parra (1974), en un estudio sanitario integral preliminar del rio Yaracuy, bajo la

tutela del Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, determiné las cargas de
contaminacion y los factores hidroldgicos y de autopurificacion para el rio. Se
efectuaron analisis separados de la contaminacion organica, inorganica y microbianay
se establecieron criterios sobre descargas de desechos liquidos en el rio.

Mora, Goémez y Milla (2003), desarrollaron un proyecto para la conservacion y
manejo de las cuencas altas de rio Yaracuy, con la finalidad de controlar los procesos
acelerados de degradacién ambiental.

Barreto et al. (2004), examinaron las variaciones espaciales y temporales de
algunos parametros fisicoquimicos y componentes quimicos en las aguas
superficiales de una zona proximo-costera del estado Falcon, incluye el Golfo Triste
y areas adyacentes a este, especificamente el area comprendida entre las
desembocaduras de los rios Yaracuy y Tocuyo. Las mediciones realizadas en campo
incluyeron: pH, Eh, temperatura, salinidad y conductividad; mientras que los analisis
de laboratorio trataron sobre la cuantificacion de los s6lidos suspendidos totales.

Herrera y Suarez (2005), emplearon indicadores bacterianos como herramientas
para medir la calidad ambiental del agua y de tejido de bivalvos en la desembocadura
del rio Yaracuy, encontrando que, después de temporadas vacacionales, los niveles
bacterianos sobrepasan los limites permitidos en las normativas internas venezolanas
para uso recreacional de las aguas segtin el Decreto 883 de la Gaceta Oficial N°890
(1996)

Rodriguez y Taphorn (2007), realizaron una contribucion al conocimiento sobre la
fauna ictica de la zona y aportaron muchos otros datos biogeograficos del area y las
aguas. Aportan una guia de los peces del rio Aroa y Yaracuy, para contribuir a su
conservacion a través de la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA) y
por Iniciativa de Especies Amenazadas (IEA-PROVITA).

Sanchez et al. (2009), al realizar un analisis de la calidad del agua en la

desembocadura del rio Yaracuy, observaron un valor maximo de Coliformes Totales de
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131 UFC/100ml y de 4 UFC/100ml para Coliformes Fecales. Segtn el Decreto 883 de
la Gaceta Oficial Venezolana N°890 (1996), el valor maximo de Coliformes Totales
para aguas de contacto humano (Tipo 4) debe ser de 1000 UFC/100ml y de 200
UFC/100ml para Coliformes Fecales. Se concluy6 que para el momento de ejecucion
de la investigacion, las aguas de la desembocadura del rio Yaracuy estaban ajustadas a
la normativa. En una caracterizacion bacteriana preliminar del tejido de peces que se
realizd en ejemplares de Lisa (Mugil curema) se encontraron los siguientes géneros:
Vibrio, Citrobacter, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Escherichia, Providencia,

Salmonellay Serratia.

3. Justificacion

A medida que la poblacion mundial humana aumenta exponencialmente, las
probabilidades de contaminacion de los cuerpos de agua naturales es una realidad
inminente y en el peor de los casos, tangible. La contaminacién de origen antropico de
lagos, rios y mares causa alteraciones en la composicion del agua, la biota y el ambiente
y el alcance de tal perturbacion se desconoce y es objeto de multiples estudios en la
actualidad.

Muchos rios, lagos y mares que sirven como fuente de agua potable, estan siendo
utilizados como sumideros para aguas servidas, desechos domésticos, agricolas e
industriales de las grandes ciudades. Estos recursos acuiferos tienen cierta capacidad
amortiguadora que les permite tolerar determinadas cantidades de desechos y ser
capaces de regenerarse y restablecer su equilibrio ecoldgico. Sin embargo, esta
capacidad tiene un limite y el margen de asimilacion de aguas servidas se estd agotando.
Cuando se supera este limite, las consecuencias suelen manifestarse en una destruccion
paulatina de todo el ecosistema. Uno de los mayores desequilibrios observados en la
microbiota acudtica es ocasionado por la contaminacion fecal de las aguas
superficiales. Segin Avila y Estupifian (2009), esta alteracion de las aguas naturales
que normalmente sirven como fuente de abastecimiento, es uno de los problemas mas

preocupantes en los paises en vias de desarrollo.
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Determinar las poblaciones bacterianas y reconocer algunos indicadores
microbioldgicos de contaminacidn presentes en el agua y su concentracion proporciona
herramientas indispensables para conocer la calidad de la misma y para la toma de
decisiones en relacion al control de vertidos, tratamiento de aguas y conservacion de
ecosistemas, evitando asi el riesgo de contaminacion de las personas y el ambiente
(Avila y Estupifian, 2009). Los indicadores microbiologicos son organismos
empleados mundialmente para determinar la calidad del agua debido a que su
comportamiento es similar al de microorganismos patogenos (Silva et al. 2004; Rios et
al.2017). Su presencia determina la existencia de patégenos, con la ventaja de ser mas
facilmente identificables, reducen costos y aportan informacién en el monitoreo de la
calidad del agua (OMS, 2011; Robert, 2014; Rios et al. 2017).

Ademas de conocer la calidad del agua, es importante determinar las interrelaciones
entre el agua y la microbiota gastrointestinal de animales acuaticos, particularmente de
peces, debido a que este conocimiento aportaria numerosos € importantes elementos en
relacion a la digestion, angiogénesis y sistema inmunoldgico (Schiffrin y Blum, 2002).
Adicionalmente, las poblaciones bacterianas que forman parte de la microbiota
intestinal en peces, representan diferentes grupos metabolicos los cuales pueden dar
cuenta del estado de salud del pez (Ringo ef al. 2016). A pesar de su importancia, la
estructura microbiana gastrointestinal y su funcioén en la salud de los peces no se
encuentra bien documentada. Existen muchos aspectos que se desconocen referentes a
la comunidad microbiana intestinal de peces en condiciones de cultivo y en condiciones
naturales. Comprender estos aspectos de la ecologia microbiana podria ser una
herramienta de utilidad como una estrategia para prevenir la infeccion por patogenos.

En Venezuela, como en muchos paises del mundo, los estudios realizados para
establecer interrelaciones de composicion y abundancia bacteriana entre el agua y los
tejidos de peces que viven en ella, normalmente se circunscriben a aquellos peces con
valor comercial, mientras que los estudios microbiologicos en peces silvestres son muy
escasos. La justificacion de este estudio se centra no solamente en el caracter pionero de
contribuir al conocimiento de la microbiota de ambientes acuaticos naturales en
Venezuela, sino ademas, en el hecho de incluir la influencia que representa un elemento
exodgeno pero cada vez mas frecuente, como las aguas servidas, sobre la microbiota del

aguay el tejido de los peces.
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4. Hipotesis

1. La composicion y abundancia bacteriana del agua del rio Yaracuy debe influir
directamente en la caracterizacion de la comunidad bacteriana presente en el tejido

intestinal de los peces de la cuenca.
2. La presencia de un elemento exogeno representado por las aguas servidas de la

desembocadura debe modificar la abundancia y la composicion bacteriana presente en

elaguayeneltejido de los peces de la cuenca del rio Yaracuy.

5. Objetivo General

Caracterizar la comunidad bacteriana asociada al agua y al tejido intestinal de peces

de la cuencamediay bajadel rio Yaracuy.

Del Objetivo General se desprenden los siguientes objetivos especificos:

a. Establecer la influencia de pardmetros fisico-quimicos del agua del rio
Yaracuy sobre la comunidad bacteriana del agua y del tejido intestinal de los
peces.

b. Determinar Coliformes Fecales y Totales insitu como indicadores de
contaminacion de origen antrdpico y su influencia en la estructura bacteriana

(abundanciay composicion) en aguay tejido de peces.

c. Determinar la composicion y abundancia bacterianaen elagua y en el tejido

intestinal de los peces a través de pruebas bioquimicas estandarizadas.

d. Comparar el comportamiento de la composicion y abundancia bacteriana del

aguadelrio con el tejido intestinal de peces entre las estaciones de muestreo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Areade Estudio

El area de estudio, el rio Yaracuy, tiene su origen en el cerro La Copa, a 1800
m.s.n.m., en el estado Yaracuy, con una extension de 90 Km aproximadamente,
desemboca en el limite entre el estado Carabobo, Falcony Yaracuy, enun area conocida
como Golfo Triste. El rio Yaracuy atraviesa las poblaciones de Tamanavare, La
Guaquira, San José, San Javier, La Esperanza, La Hoya y Boca Yaracuy. Afecta un area
de 2280 Km® y una poblacion de 518.902 habitantes (Rodriguez y Taphorn, 2007)
(Figura 3). Las zonas de vida predominantes en la cuenca son las del bosque seco
tropical en las tierras bajas y la del bosque hiimedo tropical en la sierra del cerro La Copa
(Ewel y Madriz, 1968). La flora regional pertenece a la provincia fitogeografica del
Caribe meridional, siendo muy variable debido a los componentes orograficos y

climaticos locales y una alta intervencién humana (Huber, 1997).
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Figura 3. Mapa del Area de Estudio, tomado de:

http://www.a-venezuela.com. mapas.map.html.estados.yaracuy
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El clima es macrotérmico y estacional, con precipitaciones en el intervalo de 800 a
1500 mm y con una distribucién bimodal, comprendiendo un periodo en mayo-agostoy
otro al final del afio (Lentino y Bruni, 1994). En las tierras bajas cerca de la
desembocadura, la temperatura media anual es algo superior a los 26 °C
(COPLANARH, 1975). Valores medios mensuales de los tltimos 10 afios (2006-2016),
registran una temperatura media anual de 25.7 ° Cy determinaciones del régimen anual
de lluvias en las cercanias de San Felipe, registradas por la Estacion Meteorologica
Central Matilde, establecen un promedio anual de precipitaciones de 1413 mm . Se
define como “estacion seca” el periodo comprendido de diciembre a marzo, abril es una
transicion de sequia a lluvia y la “estacion lluviosa” corresponde al intervalo de mayo a
noviembre. Diciembre se comporta como mes de transicion de lluvia a sequia (MARN,
2016) (Figura4).
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Figura 4. Climograma Historico del Estado Yaracuy.
Datos tomados de la Direccion de Meteorologia del MARN 2016.
https://es.climate-data.org/americadelsur/venezuela/yaracuy/san felipe
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6.2 Materiales

Los equipos y materiales necesarios para la toma de los datos y procesamiento de las
muestras biologicas, fueron proveidos parcialmente por el Laboratorio de Ecologia de
Microorganismos y por el Museo de Biologia (MBUCYV), ambos pertenecientes al
CEAPy al CMBUCYV respectivamente del Instituto de Ecologia y Zoologia Tropical de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela. El resto de los
materiales fueron proveidos por el autor. Los trabajos de campo fueron parcialmente
financiados por la Coordinacion del Doctorado en Zoologia a través de aportes

monetarios para cubrir parte de los viaticos.

6.3 Métodos

Parala toma de muestras, se realizaron dos (2) campafas durante un afio, procurando
coincidir con periodos vacacionales (Diciembre de 2012 y Julio de 2013) ya que éstos
normalmente dejan una alta carga contaminante sobre los cuerpos de agua. Para la
medicion de los parametros fisico-quimicos del agua del rio Yaracuy, la recoleccion de
las muestras de agua y de peces, se establecieron dos (2) estaciones de muestreo,
distribuidos de la siguiente manera:

Laestacion N°1, la desembocadura del rio Yaracuy, Coordenadas (N 10°34°52.07""
W 68°14°44.3""), se ubico en la poblacion Boca Yaracuy entre el estado Carabobo,
Falcony Yaracuy, en un area conocida como Golfo Triste. Se accedio aellaatravés de la
autopista Moron-Coro (Figura 5). Funciona como balneario para los turistas y donde
existe una alta actividad antropogénica. La estacion N°2, la hacienda La Guaquira,
Coordenadas (N 10°17°39.6"" W 68°39°34.8""), se ubic a 63 km de la estacion N°1, en
la parte media del rio, en poblacion La Guaquira del Estado Yaracuy. Se accedi6 aella a
través de la autopista Rafael Caldera y se emple6 el mismo acceso de la ciudad de San
Felipe, Capital del Estado (Figura5).

Para la medicion de parametros fisicoquimicos del agua, se empled un instrumento
multiparametro, marca Horiba, de seis variables: pH, conductividad, turbidez, oxigeno
disuelto, temperatura y salinidad. Para la posicion en cada punto donde se tomaron las

muestras de agua y de peces, se emple6 un GPS marca Garmin, modelo 60CSX.
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Figura 5. Estacion N°1 (La Desembocadura) y N°2 (La Guaquira).

Las muestras de agua del rio Yaracuy fueron obtenidas de acuerdo a lo establecido
en el disefio experimental de esta investigacion (Figura 6):
FACTOR A (Lugar, con 2 niveles fijos): Se establecieron dos (2) estaciones fijas.
Estacion N° 1, la desembocadura del rio (con perturbacion) y Estacion N° 2, zona media
delrio, La Guéquira (sin perturbacion).
FACTOR B (Momento, con 2 niveles fijos): Se colectdé en dos meses fijos.
Diciembre de 2012 y Julio de 2013 procurando coincidir con épocas vacacionales.
FACTOR C (Muestras de agua, con 3 niveles, aleatorio, total de 12 muestras de
agua): Se tomo el agua en tres puntos de cada estacion de manera aleatoria, en el medio
del rio, aproximadamente en la misma zona donde se colectaron los peces, a cinco (5)
metros de la orilla, en las dos (2) estaciones preestablecidas. Se emplearon frascos
estériles de 500 ml, se introdujeron cerrados en el rio hasta la profundidad de 30 cmy se
llenaron completamente, sin permitir la formacion de burbujas de aire y se cerraron
dentro del agua. Se transportaron en cava con hielo para su procesamiento inicial en el
laboratorio de campo que se intal6 en la Estacion N°2 “La Guaquira”.
Para analizar las muestras de agua, se utiliz6 inicialmente el método de filtracion por
membrana (APHA, 1995), con la intencion de estimar in situ la presencia de coliformes
totales y fecales y posteriormente, en el laboratorio de Ecologia de Microorganismos de

laUCYV, se realiz6 un anélisis bacteriano del agua mas detallado, de amplio espectro.
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Factor A: Estacion (fijo) con 2 niveles
Estaciéon N°1 Desembocadura Estacion N°2 La Guaquira
(con perturbacién) (sin perturbacién)
Factor B: Momento (fijo) con 2 niveles
Diciembre 2012 Julio 2013 Diciembre 2012 Julio 2013
| |
Factor C: Muestras de agua (aleatorio) con 3 niveles

e ¥ eV ¥ ¥ . e ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
6 muestras de agua en Diciembre 2012 6 muestras de agua en Julio 2013
500 ml por frasco

Total de Muestras de Agua: 12

Figura 6. Disefio experimental para la toma de muestras de agua.
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Las muestras de peces del rio Yaracuy fueron obtenidos de acuerdo a lo establecido
en el disefio experimental de esta investigacion (Figura 7):

FACTOR A (Lugar, con 2 niveles fijos): Se establecieron dos (2) estaciones fijas.
Estacion N° 1, ladesembocadura del rio (con perturbacion) y Estacion N° 2, zona media
delrio, La Guéquira (sin perturbacion).

FACTOR B (Momento, con 2 niveles fijos): Se colecté en dos meses fijos.
Diciembre de 2012 y Julio de 2013 procurando coincidir con épocas vacacionales.
FACTOR C (Especies, con 3 niveles fijos y 3 aleatorios. Total 36 ejemplares): Se
pesco conred de arrastre.

FACTOR D (Individuos, con 3 niveles aleatorios): Los individuos se seleccionaron
al azar dentro de las especies presentes en el momento de la pesca.

Los peces fueron colectados por el autor, con ayuda de pescadores locales y se
pescaron en el medio del rio, aproximadamente en el mismo lugar donde se colecto el
agua, a cinco (5) metros de la orilla, en las dos (2) estaciones preestablecidas. Se
emplearon envases plasticos (tobos), donde se introdujeron los peces con agua del
mismorio. Seempled como arte de pesca, lared de arrastre, conocida localmente como
“chinchorro” . Lared era pequena, de nylon, de 2.5 mdelargoy 1,5 de ancho con 5 mm
de abertura entre nudos. La modalidad de la pesca fue la de barrido, en 3 zonas
diferentes del area estudiada. La pesca se realizd con la participacion de dos (2)
ejecutantes, uno en cada extremo de lared. Se pescaron aproximadamente diez y ocho
(18) ejemplares por estacion en cada mes de muestreo (Diciembre 2012 y Julio 2013),
paraun total de 36 peces. Los peces fueron colocados y transportados en condiciones de
enfriamiento (con hielo) para su procesamiento en el laboratorio.

Antes de proceder a realizar la diseccion de los peces, éstos fueron fotografiados e
identificados con un codigo que contenia parte del nombre local asignado a la especie y
un nimero que representaba el orden de procesamiento (Figura 8).

Los ejemplares se procesaron siguiendo la metodologia indicada por Austin y Austin
(2007), que consiste en retirar, en condiciones asépticas, muestras de intestino o el
intestino en su totalidad. Se realiz6 inicialmente una incision longitudinal en la zona
ventral del pez, desde la abertura anal hasta el extremo intestinal pilérico. Una vez
expuesto el intestino, con ayuda de una pinza, se procedi6 a cortarlo por los extremos,

desde el esfinter pilorico hasta la cloaca.
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Factor A: Estacion (fijo) con 2 niveles

Estacion N°1 Desembocadura

Estacion N°2 La Guéquira

(con perturbacién) (sin perturbacién)
Factor B: Momento (fijo) con 2 niveles
Diciembre 2012/ Julio2013 | Diciembre 2012/ | Julio 2013 |
\ \
Factor C: Especies (fijo) con 3 niveles y (aleatorio) con 3 niveles

A|B|IC|1|2|3| |A|B|C|4|5]|6 A|B|C|7|8|9| |A|B|C10]I1]|12

Factor D: Individuos (aleatorio) con 3 niveles

T
.

k ;A ;A : k ;A ;A : k ;A ;A :
e e S S e e S S e e S S

Las muestras de intestino se fijaran y activaran en Caldo ATS
36 Muestras de tejido en Diciembre 2012 36 Muestras de tejido en Julio 2013

Total de Muestras de Tejido: 72

Figura 7. Diseiio experimental para la toma de muestras de peces.
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Figura 8. Significado del cédico empleado en la identificacion de peces: a) ROB 1.1 se traduce como:

Ejemplar de Robalo (Rob), estacion N°1 y primer ejemplar en procesar. b) Robalo (Rob), estacion N°1 y
se proceso segundo. ¢) Rob, estacion N°1 y se proceso tercero.

Al retirar el intestino, se coloco en un envase estéril desechable, con solucion salina
al 8%, donde fue macerado y homogeneizado por varios minutos. El tubo intestinal se
extrajo alostres (3) ejemplares de peces de cada especie, por separado.

Una vez que el intestino sustraido fue macerado y homogeneizado, se tomd una
pipeta estéril y se extrajo de cada macerado el volumen correspondiente a 1 ml y se
coloco en un frasco que contenia 99 ml de solucion de caldo TS. Esta accién se realizod
con la finalidad de producir las diluciones seriadas. A partir de cada dilucion, se sembr6
por duplicado 0,1 ml en agar tripticasa soya (ATS), utilizando para ello una varilla de
vidrio doblada esterilizada. Adicionalmente se sembr¢ las muestras en agar (EMB) y
enagar (TCBS). Lasplacas fueron incubadas a 30 °C durante 2 dias (APHA, 1998).

Los peces colectados fueron contados, separados, registrados por localidad
(estaciones de muestreo) y colocados inicialmente en formol al 5 % para su fijacion y
posteriormente en frascos con alcohol etilico al 70 % para su preservacion definitiva.
Los ejemplares de peces fueron identificados hasta nivel de especie. Para la
determinacion taxonomica de las especies se dispuso de la bibliografia taxondémica
pertinente: se emplearon las claves, listas y descripciones de Eigenmann (1890),
Fernandez-Y¢épez (1972), Mago (1978), Roman (1980), Machado-Allison (1990), Vari
(1991), Cervigédn (1991, 1993,1994 1996), Lasso et al. (2004), Rodriguez y Taphorn
(2007). Se empled ademas, la coleccion ictioldgica depositada en el museo (MBUCYV)

como referencia.
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Tomando en consideracion los resultados de la tincion de Gram y de acuerdo a las
caracteristicas de las colonias, los aislados fueron identificados mediante pruebas
bioquimicas convencionales descritas para bacilos Gram negativos fermentadores y no
fermentadores (Koneman et al., 2002).

Las pruebas bioquimicas representan serie de analisis preestablecidos que
permitieron identificar y ubicar taxondmicamente a las bacterias. Consistieron en
distintos test quimicos aplicados a medios bioldgicos, en los cuales, una vez conocida
su reaccion, permite identificar los distintos microorganismos presentes (Ryan y Ray,
2004).

Se aplicaron las siguientes pruebas bioquimicas en el reconocimiento bacteriano
segun Mac Faddin (2003): KLIGLER (fermentacion de lactosa y glucosa, produccion
de gas y acido sulfidrico), SIM (produccion de Indol, 4cido sulfidrico y motilidad),
ROJO DE METILO (via de los 4cidos mixtos para degradar la glucosa), VOGES
PROSKAUER (via del 2,3-butanodiol para degradar la glucosa), HIDROLISIS DE
UREA (sintesis de la enzima ureasa con produccién de amoniaco y carbonato de
amonio), FENILALANINA (desaminacion de la fenilalanina en acido fenilpiravico),
SIMMOS-CITRATO (utilizacion del citrato como tnica fuente de carbono y las sales
de amonio como Unica fuente de nitrogeno), GELATINA (licuefaccion o pérdida del

gel de sus caracteristicas solidificantes).

6.4 Procesamiento estadistico de las variables

Para establecer las posibles vinculaciones existentes entre las variables
fisicoquimicas del agua, medidas en escalas distintas, y las variables microbioldgicas
de abundancia bacteriana en tejido y agua del rio Yaracuy, se emple6 un Analisis de
Ordenacién o Analisis de Componentes Principales (PCA) con el proposito de
representarlas en un sistema que permitiera compararlas y establecer una relacion clara
entre ellas, perdiendo la menor cantidad de informacion posible. Una vez determinadas
las correlaciones presentes en las variables, se procedid a aplicar un analisis de
ordenacidon entre éstas y las variables microbiologicas. El1 PCA es una técnica
estadistica de sintesis de la informacion (reduccion en numero de variables)

(Johnson,1996).
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La técnica estadistica de ordenacion, permitid la transformacion de las variables
originales en variables correlacionadas, llamadas componentes principales. La medida
de la cantidad de informacion resumida, en cada componente principal, es la varianza y
por esta razon, los componentes principales, fueron colocados en orden decreciente de
su varianza. Asi, el componente de mayor informacion, se coloc6 primero y el de menor
informacion, de ultimo (Hair ez al, 1999).

Para establecer el tamafio de la muestra (n), se emple6 el Teorema Central del Limite

€C_ 9

el cual establece que la suma de “n” variables aleatorias independientes
de varianza finita e idéntica distribucion tiende a la distribucién normal cuando “n” es
suficientemente grande. Segln este Teorema, una muestra que posee 30 o0 mas datos se
considerard grande (Behar y Grima. 2004). Para este estudio se emplearon 65

elementos muestrales de sustrato (aguay tejido).

En este estudio se empled como medida estadistica de comparacion para los datos
obtenidos en los dos trabajos de campo y para las dos estaciones de muestreo, un
Analisis de Varianza por Permutaciones (acronimo en inglés PERMANOVA) (p < 0,05)
para determinar efectos significativos de correlacion entre las variables. La corrida de
la prueba se ejecutd en PRIMER version 2007 basado en el indice de Similitud de Bray
y Curtis (1957).

En ecologia y biologia cuantitativa, los nombres de J. Roger Bray y John T. Curtis
(1957) son frecuentemente mencionados debido a que produjeron una fundamentacion
estadistica ampliamente utilizada para cuantificar la similitud o disimilitud de
composicion entre poblaciones de dos sitios diferentes, basado en conteos en cada sitio.

Segun la definicion de Bray y Curtis, el indice general es:

2C,

BC,=1-
S +5,

C, = Sumatoria de los valores de abundacia menores, s6lo para aquellas especies en
comun entre ambos sitios.
S, = ntimero total de individuos en la estacion i

S, = niimero total de individuos en la estacion j.
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El indice se reduce a 1-2C/2 = 1-C, donde la abundancia en cada sitio se expresa
como un porcentaje. El Indice Bray-Curtis esta directamente relacionada con el indice

Cuantitativo de Sorensen @S, indice de similitud entre los mismos sitios:

Bc,=1-0s,

El indice de Bray-Curtis o Cuantitativo de Sorensen: es igual a 1 en casos de
similaridad completa e igual a 0 si las estaciones son disimilares. Sus expresiones

matematicas de similitud y disimilitud son respectivamente:

Sik=2 2 min (X, Xix)/ Z(X;j+Xi) Similitud

ijo

Dik=Z [Xij- X/ Z(Xij+ Xik) Disimilitud

La disimilitud de Bray-Curtis esta acotada entre 0 y 1, donde 0 significa que los dos
sitios tienen la misma composicion (es decir que comparten todas las especies), y 1
significa que los dos sitios no comparten ninguna especie. En los sitios con BC
intermedio (por ejemplo, BC = 0,5) este indice se diferencia de otros indices de uso
comun. La disimilitud de Bray-Curtis es a menudo errdbneamente llamada “distancia”,
sin embargo, lo apropiado es llamarla disimilitud para evitar confusiones (Yoshioka,
2008).

Este indice concede un importante peso a los altos valores ya que en su expresion el
numerador incluye la diferencia entre los atributos. Sin embargo, dado que la sumatoria
de las diferencias no se eleva al cuadrado y posteriormente se divide entre la sumatoria
de las sumas individuales, el indice de Bray-Curtis es una opcién menos sesgada con
respecto a la distancia euclidiana (Somerfield, 2008). En otras palabras, a diferencia de
otros indices de comparacion, en donde todas las especies tienen la misma importancia,
el indice Bray-Curtis puede considerar y resaltar aquellas especies que son mas
abundantes y raras en una poblacion. Bray y Curtis, modificaron el indice de Sorensen
para producir uno que otorgara un mayor valor de importancia a cada una de las

especies que componen una comunidad (Yoshioka, 2008).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro pais existe escasa informacion acerca de las comunidades microbianas
presentes en los tejidos de peces silvestres. Este trabajo de investigacion contribuy6 con
el conocimiento en relacion a la abundancia y la caracterizacion de las bacterias
presentes en los intestinos de peces y del agua de la cuenca del rio Yaracuy. La
investigacion basa sus resultados en los datos provenientes de dos (2) trabajos de
campo: Diciembre de 2012 y Julio de 2013. En ambos trabajos de campo se emplearon
dos estaciones de muestreo: la primera ubicada en la desembocadura del rio (Estacion
Desembocadura) y la segunda, en la parte alta, especificamente, en la estacion bioldgica

de la Hacienda La Guaquira (Estacion La Guaquira).

7.1 Coliformes Fecales presentes en el rio Yaracuy (Trabajo de Campo N°1)

Figura 9. Capsulas con cultivo de Coliformes en Caldo Coliblue de la muestras de agua del Rio
Yaracuy (11/12/2012). a) Estaciéon Desembocaduray b) Estacion La Guaquira.

La medicion de Coliformes Fecales y Totales in situ suministr6 informacion sobre
contaminacion por aguas servidas. La abundancia de colonias bacterianas azules en las
muestras de agua de la desembocadura son indicativas de una fuerte contaminacion por
aguas servidas (Figura 9a). Por el contrario, la ausencia de colonias de coloracion azul
en las placas presentadas en el Figura 9b, de las muestras de agua de la Estacion La

Guagquira, refleja la inexistencia de Coliformes Fecales.
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B Coliformes Totales
300
B Coliformes Fecales

200

Abundancia (UFC/100 ml)

100 -

! N
O I T 1
Desembocadura Gudquira

Figura 10. Abundancia de Coliformes Totales y Fecales en las estaciones de Muestreo.

En este estudio, se determin6 un numero elevado de Coliformes Fecales (130
UFC/100ml) y Coliformes Totales (580 UFC/100 ml) en la desembocadura del rio
Yaracuy como consecuencia de las aguas servidas que se depositan en sus aguas
provenientes de la poblacion Boca Yaracuy (Figura 10).

Segun el Decreto 883 de la Gaceta Oficial Venezolana N° 890 (1996), el valor
maximo de coliformes totales en aguas de contacto humano (balneario) y con fines de
pesca recreativa o comercial (Tipo 4), como es el caso del rio Yaracuy, debe ser de 1000
UFC/100ml para Coliformes Totales y de 200 UFC/100ml para Coliformes Fecales.
Esto indica que para el momento en que se realizd este estudio, los valores
microbioldgicos de coliformes se aproximaban al limite establecido de valores
maximos. Ademads, se debe considerar que las épocas vacacionales en las cuales se
realiz6 este estudio no son las de mayor impacto sobre el ambiente debido a que no
representan las mayores movilizaciones de turistas hacia la zona. En consecuencia, se
presume que en las temporadas de mayor afluencia turistica tales como Semana Santa 'y

Carnavales, los niveles de Coliformes superen los permitidos por la normativa.
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7.2 Coliformes Fecales presentes en el rio Yaracuy (Trabajo de Campo N°2)

Figura 11. Capsulas con cultivo de Coliformes en Caldo Coliblue de la muestras de agua del Rio
Yaracuy (16/07/2013). a) Estacion Desembocaduray b) Estacion La Guaquira.

Enjulio de 2013, en el segundo muestreo de la cuenca del rio Yaracuy, la ausencia de
colonias de coloracion azul y rojo en las placas presentadas en el Figura 11b, de las
muestras de agua de la Estacion La Guaquira fue notoria, indicativo de casi inexistencia

de Coliformes Fecalesy Totales.
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Figura 12. Abundancia de Coliformes Totales y Fecales en las estaciones de muestreo
(16/07/2013).
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En la desembocadura, por el contrario, se determind un numero elevado de
Coliformes Fecales (180 UFC/100ml) y Coliformes Totales (710 UFC/100 ml) (Figura
12). Mucho mas proximos al limite establecido de valores maximos permitidos en el
Decreto 883 que los observados en el primer muestreo. En este sentido, se debe hacer
referencia a un estudio previo de Herrera y Suarez (2005), en el cual se midi6 la calidad
microbioldgica del agua cercana a la desembocadura del rio Yaracuy, después de la
temporada vacacional de Semana Santa y encontraron que los niveles de coliformes
totales eran de 1600 UFC/100ml y fecales de 900 UFC/100m1 sobrepasando
considerablemente los valores maximos permitidos por las normativas internas
venezolanas para aguas de uso recreacional (Tipo 4).

Los coliformes fecales y Escherichia coli en particular, han sido usados como
indicadores de contaminacion fecal a nivel mundial, debido a su relacion directa con
enfermedades entéricas bacterianas (Abbott, 2007). Mendoza y Herndndez (1999)
encontraron una alta incidencia de E. coli en tejidos de tilapias de una laguna de
cultivo en la region central de Venezuela y segin Nataro et al. (2007) una importante
incidencia de E. coli en tejido de peces frecuentemente se debe a que tanto los
estanques de acuicultura como los ambientes naturales suelen contaminarse con
estiércol animal (aves inclusive) o por desechos humanos.

En el presente estudio, E. coli aparece en un 2% del tejido intestinal de los peces de
la desembocadura del rio Yaracuy y 3% en agua. Las especies de peces que reflejaron
mayor abundancia de E. coli en tejido intestinal fueron Hoplias malabaricus (1,6 x 10"
UFC/100ml) y Centropomus undecimalis (1,5x 10" UFC/100ml). A pesar de que E.coli
no es un habitante normal de la biota bacteriana de los peces (Hejkel ef al. 1983), su
presencia revela alteraciones en las condiciones microbiologicas del agua (Abbott,
2007; Nataro et al. 2007). En consecuencia, se debe inferir que la presencia de E. coli en
el agua y en el tejido intestinal de los peces de la desembocadura del rio Yaracuy esta
relacionada directamente con contaminacion fecal de origen antrdpico.

Pal y Dasgupta (1992), demostraron que la concentraciéon bacteriana en los
diferentes organos y tejidos de los peces se incrementa en la medida que aumenta la
cantidad de bacterias en el agua. En este estudio se aprecia una correlacion lineal entre
la abundancia o cantidad de bacterias en el agua y la abundancia bacteriana en el tejido

intestinal de los peces.
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7.3 Variables Fisicoquimicas del Agua del rio Yaracuy (Trabajo de Campo N°1)

La presencia de componentes bacterianos en el agua de los rios y en los tejidos de
peces no puede ser analizada sin tomar en consideracion muchos elementos que
modifican y que tienen una influencia importante en esta composicion. Las evidencias
indican que factores fisicoquimicos del agua, como el oxigeno disuelto (OD), la
temperatura, el pH, la salinidad, la contaminacion y la dieta pueden afectar la

supervivencia bacteriana e incluso estimular su multiplicacion (Guzman et al, 2004).

Es por esta razon, que inicialmente se midieron las variables fisicoquimicas del agua
del rio Yaracuy, lo cual permiti6 establecer su influencia sobre la abundancia y
composicion bacteriana del agua y del tejido intestinal de los peces de la cuenca en las
dos estaciones de muestreo y en dos épocas distintas del afio. En cada estacion se
midieron variables fisicoquimicas, tales como: temperatura, pH, oxigeno disuelto,

salinidad, conductividad, transparencia y profundidad.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos del agua del rio Yaracuy (Diciembre 2012).

.7 T . OD Sal. . . Prof.
Estaciéon Muestra  Coord. (‘?85) pH  (mg1) Turb. (g/l) (Es?/léi) T(rcarﬁi (;‘;)

N 10°34'52.07"" 130d

1 wosolaass 289 6,41 0,90 0,1 2 745 130a 133
Nel
Desembocadura N 10°35700.1"" 130d
12201 2 wese14313 28,6 6,63 1,16 0,1 2 768 130a 138
13:30 pm
N 10°35°01.5"" 130d
3 wesoazr g 281 646 1,19 0,1 1 762 130a 145
N 10°1739.6" 30d
1 W68°39348 244 777 6,28 0 0 216 32
N°2 30a
La Guaquira N 10°17°42.7" 40d
12125012 2 W 68239369 24,2 7,80 6,22 0 0 245 40a 40
7:30 am
N 10°17749.3" 35d
3 wese393s1 245 7,69 6,26 0 0 216 354 35

Nota: Temp. = temperatura; OD = oxigeno disuelto; Turb. = turbidez; Sal. = salinidad;
Cond. = conductividad; Trans. = Transparencia; Prof.= profundidad del rio.

55



Comunidad bacteriana asociada al tejido intestinal de peces silvestres del rio Yaracuy / Resultados y Discusion

Segun los datos de la tabla 1, la temperatura fluctu6 entre 28,1 y 28,9 °C para una
temperatura media de 28,5 °C en la estacion Desembocadura (DESB) mientras que en
la estacion La Guaquira (GUA), la temperatura varié de 24,2 a 24,5°C, para una temp.

media de 24,4 °C . El pH presento valores entre 6,41 y 6,63 (aguas levemente 4cidas)
para DESB y de 7,69 a 7,8 (levemente alcalinas) para GUA. Las variables de DESB se
corresponden con caracteristicas fisicoquimicas propias de una columna de agua
medida en ambientes salobres (Herrera y Suérez, 2005), mientras que las variables
fisicoquimicas de la estacion la GUA corresponden con las medidas una columna de
agua en un rio de un bosque humedo tropical (Ewel y Madriz, 1968). Los salinidad nos
senala, a DESB, como un ambiente con caracteristicas salobre, mientras que la

inexistencia de salinidad en la GUA la define como un ambiente dulceacuicola.
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Figura 13. Biplot de variables fisicoquimicas del agua del rio Yaracuy (Diciembre 2012) . Salida:

PAST.
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Tabla 2: Autovaloresy Autovectores de variables fisicoquimicas del agua (Diciembre 2012).
Salida: PAST.

Autovalores

PC Eigenvalue %variance % Acumulad
1 5,86478 97,746 97,746
2 011892 1,982 99,728

3 0014576 024293 9997093

4

5

000163078 02718 99,9811
863 (00014474 999995574 b

La figura 13 muestra el biplot de ACP, con la representacion de los dos primeros ejes.
Alanalizar los autovalores (cantidad de informacion que recogen los ejes), el primer eje
representa el 97,74 % de la informacion y de acuerdo con los autovalores (Tabla 2), las
variables contribuyen con un peso similar, indicando que con la informacion contenida
en el primer eje, todas las variables estan bien representadas. El segundo componente
principal nos muestra una asimetria como consecuencia de que una de la variables, la
salinidad, que aparece aportando 0.87, seguida del pH con un aporte de 0.32 y del lado
negativo, se presenta la conductividad y la profundidad como variables inversas pero,
con muy poca magnitud.

La estacion DESB se caracteriz6 por presentar abundante presencia de plantas
acuaticas flotantes “Bora” (Eichornia sp.) y por tener valores altos de temperatura (28,5
°C), por encima del promedio y valores bajos de pH y OD. DESB 3 presenta la mayor
conductividad y profundidad. DESB 1 y 2 predomina la salinidad. Segun Del Giogio et
al. (1991), los valores de pH levemente acidos en las aguas de una desembocadura
suelen deberse al aumento de la descomposicién como consecuencia de las descargas
de materia orgadnica por aguas servidas. La desembocadura del rio Yaracuy recibe
constantemente las descargas de aguas servidas directamente de la poblacion Boca
Yaracuy e indirectamente de otras poblaciones asentadas en los margenes del rio en la
parte media y alta. La contaminacion por aguas servidas ejerce una fuerte influencia
sobre el comportamiento de las variables fisicoquimicas y bioldgicas como se refleja en
este estudio y en muchos otros (ICMSF, 1998).

Los valores de pH y temperatura en la estacion GUA 1 presentaron la mayor
magnitud de pH, salinidad y OD y la menor conductividad y profundidad. La

temperatura crece hacia el lado positivo de primer componente principal en
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consecuencia es menor que GUA2y GUA 3.

Por otra parte, la salinidad, se present6 asociada al lado posistivo del primer
componente principal, como factor importante por su magnitud y cercanoa DESB 1y 2
debido a que son las réplicas de agua tomadas mas proximas al mar, mientras que DESB
3, de menor salinidad, es la réplica mas alejada del mar. La estacion GUA, como
ambiente dulceacuicola, no registro salinidad. La salinidad en DESB (2 g/1), contribuyd
con la condicidon de hipoxia presente en aguas de la zona, debido a que existe una
relacion inversamente proporcional entre la salinidad del agua y el OD (EPA, 2001;
WHO, 2006).

E1 OD presento6 un valor promedio de 1,08 mg/l en la DESB, ubicandose por debajo
de 5 mg/1 que es el valor minimo considerado para el desarrollo normal de las distintas
formas de vida aerobicas acuaticas (EPA, 2001). Este valor infimo de OD explica la
escasa presencia de peces en el agua de DESB lo cual represent6 una dificultad para la
captura de los mismos. Bajos niveles de OD estan normalmente asociados con niveles
importante de materia organica presente en el agua lo cual genera las condiciones
favorables para el desarrollo de descomponedores que se caracterizan por una alta
demanda biologica de oxigeno (Pizarro y Alemanni, 2005).

Otros elementos de caracter cualitativo observados en la DESB asociados a la
actividad de organismos descomponedores fue el mal olor en algunas zonas del rio y el
cambio en la coloracion del agua de un marrén claro (proximo al mar) hasta un marréon
muy oscuro o negro en las acumulaciones de plantas flotantes “Bora”.

La conductividad aparece asociada al lado negativo del segundo componente
principal, mostrandose contraria al pH y OD. Present6 sus valores maximos en la
DESB, con un promedio de 758 uS/cm. En la estacion GUA la variable present6 una
media de 235 uS/cm. Se considera que el intervalo de conductividad apropiado para la
vida debe ubicarse entre los 50 y 1500 uS/cm (APHA, 1998). En consecuencia, ambas
estaciones se encontraban dentro los intervalos ambientalmente apropiados. Sin
embargo, es importante resaltar que esta variable normalmente eleva sus valores por la
influencia ejercida por la salinidad; ademas, también se conoce que las descargas de
aguas residuales cargadas de materia organica y de productos agricolas pueden
modificar las concentraciones de iones en solucidon elevando artificialmente la
magnitud de la variable (EPA, 2001).

58



Comunidad bacteriana asociada al tejido intestinal de peces silvestres del rio Yaracuy / Resultados y Discusion

7.4 Variables Fisicoquimicas del Agua del rio Yaracuy (Trabajode Campo N°2)

Tabla 3: Parametros fisico-quimicos del agua del rio Yaracuy (Julio 2013).

., Temp. oD Sal.  Cond. Trans. Prof.
Estaciéon Muestra Coord. (OCS) PH  (mgn) Turb. (1) uS/em) (cm) (cm)

1 N oo™ 309 6,51 007 01 2 548 gg 130
Nel
Desembocadura N 10°35°4.1” 8d
emborn 2 wesasie 297 623 003 01 2 547 o 130
10:30 am
3 enans 298 614 005 01 4 546 0 130
N 10°17°40.2"" 30d
1 W 68°3933.4 25,1 6,42 6,23 0 0 183 30
N°2 30a
La Guiquira N 10°17°65.7" 40d
s ounh 2 Gesesor 255 668 630 0 0 184 ¢ 40
7:30 am
3 el 253 647 632 0 0 182 gzg 35

Nota: Temp. = temperatura; OD = oxigeno disuelto; Turb. = turbidez; Sal. = salinidad; Cond. =
conductividad; Trans. = Transparencia; Prof.= profundidad.

En julio de 2013, se realiza el segundo muestreo y se miden nuevamente las
variables fisicoquimicas del agua (Tabla 3). La medicion se ejecuta durante el periodo
de “estacion lluviosa” correspondiente al intervalo de mayo a noviembre (MARN,
2016) (Figura 4). Las lluvias son un factor que indudablemente afecta los valores
medidos en este segundo muestreo.

En la figura 14, se muestra el biplot de ACP, con la representacion de los dos
primeros ejes. Al analizar los autovalores (Tabla 4), el primer eje recoge el 87,62 % de
la informacion. La temperatura, la profundidad, la conductividad, y la salinidad
aparecen con mayor magnitud y asociados al eje positivo del primer componente
principal. Estos valores estan vinculados a la estacion DESB. Como variables
asociadas al eje negativo del primer componente principal aparecen el pH y el OD. En

consecuencia, estas variables tienen mayor magnitud hacia la estacion GUA.
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Figura 14. Biplot de variables fisicoquimicas del agua del rio Yaracuy (Julio 2013). Salida: PAST.

Tabla 4: Autovalores y Autovectores de variables fisicoquimicas del agua (Julio 2013). Salida: PAST.
G o
Autovalores i © & Ow"yé S 09@\1«\0@
PC Eigenvalue %variance % Acumulac «“; ! P i ’ m.o f
1 5,25702 87,617 87,617 = J [
2 Q6L 10287 97504 Pk | H — =
3 01373 18%6 970 T
4 (000997985 016633 9996533
5 000205077 003419 99,999509
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Como se aprecia en el biplot de la figura 14, los valores fisicoquimicos son mas
heterogéneos en la estacion DESB que en la estacion GUA. La temperatura fluctud
entre 29,7 y 30,9 °C en la estacion DESB, mientras que en la estacion GUA, la
temperatura vari6 de 25,1 a 25,5°C. En ambas estaciones la temperatura se presentd
mas elevada en comparacion al primer muestreo. El pH present6 valores entre 6,14 y
6,51 para la DESB (ligeramente acido) y de 6,23 a 6,32 para la GUA (también
ligeramente acido).

E1 OD present6 un valor promedio de 0,15 mg/l en la DESB, siendo un valor mucho
menor a la medicion del primer muestro de 1,08 mg/l y muy por debajo de 5 mg/1 que es
el valor minimo considerado para el desarrollo normal de las distintas formas de vida
aerdbicas acuaticas (EPA, 2001; WHO, 2006).

La conductividad para la DESB present6 una magnitud inferior (547 uS/cm) en
relacion a la medicion hecha en el primer muestreo (758 uS/cm). En GUA la
conductividad también resultd inferior (183 uS/cm) en relacion al primer muestreo
(235 uS/cm). Esta disminucion en los valores de conductividad en ambas estaciones
posiblemente se deba a que las mediciones se realizaron en la “estacion lluviosa” y esta
condicion altera la concentracion de iones disueltos en solucion y de los cuales depende
lamagnitud de la conductividad.

Por otra parte, la salinidad, se presentd asociada al lado positivo del primer
componente principal, con importante magnitud y cercana a DESB 2y 3 (3 g/l). La
salinidad en DESB contribuy6 con la condicion de hipoxia presente en aguas de la zona,
debido a que existe una relacion inversa entre la salinidad del aguay el OD (EPA, 2001;
WHO, 2006). Ademas, las descargas de aguas residuales portadoras de materia
organica y de productos agricolas suelen modificar las concentraciones de sales
disueltas elevando artificialmente la magnitud de la variable (EPA, 2001). La estacion
GUA, como ambiente dulceacuicola, no registro salinidad.

En relacion a la profundidad, en ambas estaciones, las muestras de agua fueron
tomadas de forma estandarizada a 30 cm de la superficie, sin embargo, en cada punto
donde se realizo6 la réplica la profundidad del rio era variable y son los valores de
profundidad que se reflejan en la tabla 3. Entonces tenemos que la estacion DESB
present6 una media para la profundidad del rio de 1,30 cm mientras que la estacion

GUAreflejaun promedio de profundidad de 35 cm.
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Figura 15. Biplot de variables fisicoquimicas del agua del rio Yaracuy en ambos trabajos de campo
(Diciembre 2012 y Julio 2013) . Salida: PAST.

Tabla 5: Autovalores y Autovectores de variables fisicoquimicas del agua (Diciembre 2012 y Julio
2013). Salida: PAST.

Autovalores )
PC Eigenvalue %variance % Acumuladk y @\“‘?\ & (;9““% ?Sb»\“’aoi@ g\@?k |

1 5004 836 8376 | I IS

2 0679244 11,321 94,697 i \ -

T oz 2em  wmaw R B ‘

4 0,0879198 1,4653 99,7962 T

5 0,00835702 013928 99,9348

6 000390259  0,065043 100,000523
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En la comparacion (Sitio-Momento) en la figura 15, en el grafico biplot de todas las
variables fisicoquimicas medidas en las 2 estaciones y 2 temporadas, el primer eje
representa el 83,376 % de la informacion. Se observo que en la estacion DESB, las
variables conductividad, profundidad, temperatura y la salinidad presentaron valores
mas altos y aparecen asociadas eje positivo del segundo componente principal y los
valores fueron méas homogéneos en las réplicas de muestra que en la primera salida de
campo.

En el trabajo de campo 1, en la estacion GUA, la variable predominante fue el pH
(Diciembre 2012), no siendo asi en el trabajo de campo 2, (Julio 2013). La
conductividad es mucho mayor en la estacion DESB, condicién frecuentemente
asociada aun ambiente de agua salobre por su alto contenido de sales disueltas.

En la estacion DESB predominan las variables: profundidad, temperatura y
salinidad. La estacion GUA presentd valores de pH muy distintos en los diferentes
momentos. Para la primera muestra los valores fueron ligeramente alcalinos mientras
que en el segundo muestreo los valores fueron ligeramente acidos. En la DESB los
valores de pH se presentaron ligeramente adcidos en ambos muestreos. En DESB, la
materia organica presente producto de la contaminacion antrépica influye sobre la
concentracion de iones en solucion inclinando los valores de pH hacia la acidez.

La concentracion de OD en el agua, estacion DESB, aparece vinculado al eje
negativo del componente principal y destacd por presentar un intervalo de valores entre
0,05 mg/l y 1,08 mg/l muy por debajo de los 5 mg/1 requeridos para el desarrollo de la
vida aerébica (EPA, 2001; WHO, 2006) y también por debajo de los 4 mg/I establecido
como limite minimo en el decreto 883, articulo 4, para aguas Tipo 1, (Gaceta Oficial,
1996). Los bajos valores o las marcadas fluctuaciones en el OD del agua de la
desembocadura del rio Yaracuy, permitieron calificarla como aguas eutroficas. Estas
aguas se caracterizan por presentar periodos de escasez de oxigeno que muchas
especies de peces y otros organismos, frecuentemente no toleran (Atlas y Bartha, 2002).

Es bien conocido que, la contaminacion con fosforo y nitrogeno, que provienen
frecuentemente de la actividad agricola, estdn asociados con el problema de la
eutrofizacion de la superficie del agua en lagos y rios (Fisher y Reddy, 2001). Los

efectos de este fenomeno han sido reportados y destacan entre ellos: la mortandad de
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peces y la proliferacion de algas y de plantas flotantes (Meyer y Koster, 2000). Las
aguas de la desembocadura del rio Yaracuy contemplaron todas las caracteristicas
descritas para aguas eutroficas presentadas previamente. En este sentido, un elemento
resaltante de de la presencia del fenomeno de la eutrofizacion en la estacion DESB fua
la abundante y permanente presencia de plantas acudticas flotantes “Bora” (Eichornia
sp.) tanto en el primer muestreo de Diciembre 2012 durante la “estacion seca” como en
el segundo muestreo de Julio 2013 en la” estacion lluviosa”.

En relacion a la salinidad, los valores se diferenciaron significativamente entre las
localidades. La desembocadura del rio Yaracuy, por ser un sistema estuarino, presentd
fluctuaciones marcadas en la salinidad, dicha variacion dependié de factores como la
interaccion e intercambios permanentes entre el mar y el rio y de las aguas servidas
provenientes de la poblacion Boca Yaracuy. La salinidad de las aguas superficiales
estuarinas estd sometida a variaciones que dependen del drenaje de las aguas, el
intercambio con las zonas terrestres, cambios atmosféricos, de las precipitaciones, de la
evaporacion, de influencia directa del océano, el equilibrio de los sedimentos y la
actividad humana (Wetzel, 1983). Es importante destacar que las aguas marinas se
caracterizan por presentar una cantidad de iones en soluciéon mucho mayor que el agua
dulce, en consecuencia, cuando se produce un intercambio en sistemas estuarinos,
aumentan los iones en solucién y por ende se elevan los valores de salinidad y
conductividad (Malaver et al. 2012). En zonas de agua dulce, como la estacion de
muestro La Guaquira, donde no ocurre un intercambio directo con con aguas marinas,
no se registraron los valores para la salinidad.

La temperatura del agua influye sobre todas las comunidades microbianas acuaticas,
debido a que la actividad de estos organismos depende de un 6ptimo de temperatura,
que influye en la variacion de las reacciones enzimaticas que regulan y controlan su
metabolismo. Cuando un ambiente acudtico presenta intervalos de temperatura entre
20-40 °C, se refleja inmediatamente en el gran nimero de microorganismos aislados en
organismos acuaticos mientras que en mediciones hechas en peces colectados en aguas
frias, menos de 10 °C, laausencia de microorganismos es casi total (IOM, 1991).

En este estudio, la temperatura presentd variaciones espaciales y temporales. Al
respecto, Reid y Wood (1976) plantean que las oscilaciones de la temperatura guardan

una estrecharelacion con la profundidad ala cual fue medida, la hora de registro y el
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flujo de la corriente. Las estaciones de sequia y lluviosidad, también se relacionan con
la variaciones de temperatura (Malaver et al. 2012).

En este sentido, los intervalos de temperatura media registrados en la primera
estacion de muestreo DESB oscilaron entre los 28, 5 °C (1° trabajo de campo) y 30 °C
(2° trabajo de campo), mientras que los intervalos de temperatura media para la
segunda estacion de muestreo GUA oscilaron entre los 24, 4 °C (1° trabajo de campo) y
25, 3 °C (2° trabajo de campo), en consecuencia, la temperatura para ambas estaciones
se ubicaba dentro de los valores 6ptimos para el desarrollo microbioldgico y el efecto se
observé claramente en los altos valores de abundancia bacterina en agua y en tejido
intestinal de los peces de la cuenca del rio Yaracuy expresado en el orden de 10"
UFC/100 ml. Estos resultados coinciden con las afirmaciones de Guzman et al. (2004)
y Marin et al. (2009), cuando sefialan que la concentracion bacteriana en los diferentes
tejidos y organos de los peces varia considerablemente de una especie a otra y su
variacion suele estar influenciada por factores como la temperatura y el pH, que en
condiciones Optimas, favorecen la supervivencia bacteriana y estimulan su
multiplicacion. En consecuencia, los parametros OD, temperatura, pH y salinidad
fueron determinantes para la composicion y abundancia bacteriana medidos en el agua
del rio Yaracuy y en el tejido intestinal de los peces silvestres de la cuenca, en las dos
estaciones de muestro y en las dos épocas de medicion.

Ademas, se debe tomar en consideracion que factores exdgenos como la
contaminacion por aguas servidas en la estacion DESB proveniente de la poblacion
Boca Yaracuy y la afluencia de turistas en la misma zona de muestreo como
consecuencia de los asuetos vacacionales de diciembre y julio, coincidentes con esta
investigacion, también fueron tomados en consideracion en relacion a su influencia
sobre las mediciones hechas. En este sentido, EPA (2001) sefiala que las aguas
residuales cargadas de materia organica y de productos agricolas tienen una influencia
considerable sobre los valores de pardmetros fisicoquimicos del agua como salinidad,
conductividad, pH y OD; debido a que modifican las concentraciones de iones en
solucion alterando artificialmente las variables medidas, aunado al aporte colateral de
patogenos bacterianos que también se introducen con el fenomeno de las aguas

servidas.
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7.5 Abundanciay Composicion Bacteriana (Trabajo de Campo N°1)

Tabla 6: Matriz de Abundancia bacteriana expresada en UFC/100ml x 10" presente en
intestino de peces silvestres, en la Estacion Desembocadura del rio Yaracuy (11/12/2012).

Especies de Peces

Bacterias ROB 1.1 ROB 1.2 ROB 1.3AGU I.1AGU 1.2 AGU 1.3 SP1.I SP12 SP13 GUA1.1GUA12GUA13 AG1l.l1 AG12 AG13

Citrobacter sp. 88 51 3,6 89 1,6 35 0,7 34 3 39 79 11 14 6 4.5
S. marcescens 46 07 03 7,1 185 13 03 0,7 2,7 192 12 9 51 73 09

Proteus sp. 1,2 28 36 25 28 24 04 2 26 09 13 09 1,5 1,8 3,2
E. aerogenes 04 12 1 06 04 04 02 06 04 05 12 0,7 1,3 1,1 1,5
Escherichia coli L7 14 13 14 1,5 1,1 03 1,1 05 1,8 1,6 1,5 34 1,7 1,2
Shigella sp. 03 05 04 06 03 04 02 05 04 06 03 04 06 08 08
Klebsiella sp. 03 03 05 05 06 05 02 06 03 05 08 05 09 1 2

Salmonella sp. 02 0 0o o0 o o0 o0 0 0 O 0 0 04 01 1,1
Pseudomonas sp. 0,7 0,5 0,3 0,2 1,1 1 0 03 08 02 04 02 05 03 08
Vibrio cholerae L6 06 19 02 0 03 05 13 08 23 24 22 12 15 1,
V. parahaemolyticus 1,8 0,7 36 09 22 08 07 1,2 15 24 14 32 3,1 28 22
V. alginolyticus o o8 0 09 06 05 1 08 03 1,1 09 14 19 21 12

Nota: ROB = Roébalo (Centropomus undecimalis); AGU = Aguja (Syngnathus acus);
SP = San Pedro (Caquetaia kraussii), GUA = Guabina (Hoplias malabaricus); AG =Agua del rio

Nota: Los datos presentados en esta matriz fueron procesados estadisticamente a continuacion a
través del sistema PRIMER V6.

Tabla 7: Matriz de Abundancia bacteriana expresada en UFC/100ml x 10" presente en
intestino de peces silvestres en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (12/12/2012).

Especies de Peces

Bacterias gar 1.15ar 1.25AR 1.3AGU, 1.1AGU, 1.2 AGU, 1.3 COR 1.1COR 1.2COR 1.3 VIE 1.1 VIE 1.2 VIE 1.3 UN 1.1UN 1.2AG 1.1AG 1.2AG 1.3

Cimhacrersp. 28 4 105 0 0 0 8 7,0 112 25 2,7 29 2,6 29 29 7 33
Smarcescens 19 21 81 0 0 0 189 13,8 22 3,6 3,8 1.8 2,1 04 09 64 1,1

Proteus sp. o o o0 14 1 21 22 13 08 1,1 06 05 1,6 1.8 4,2 3,9 3,2

E. aerogenes 1 1,3 08 04 1,1 06 08 05 1,1 09 07 1,1 1.4 1,2 0,9 0,7 0,8

Escherichiacoli (0 0 0 0 0 o o0 o o o o o0 o0 0 0 O

Shigella sp. o o o0 1,1 14 16 04 02 03 04 04 03 05 0,6 0,3 0,3 0,2

Kiebsiella sp. 33 2 0 0 0 25 3 47 03 35 1,5 27 3 050,104
0

Salmonella sp. 0 0 0 0 0 o o0 o o o o0 o0 0 0o 0 O
Pseudomonassp. 0 0 0 0 0 0 o o0 o o o o o0 o0 0 0 O
vibriocholerae 1.1 1,6 1,8 1,2 1,6 23 1,8 1,3 1 2 15 1,7 32 1,7 1,515 1,1
Vparahaemolyi. 0.5 1,7 0,6 3 44 26 22 08 07 22 26 1,6 1,9 0,5 2,6 2,6 0,6
Valginobticus (0 0 0 0 0 0 o o0 o o o o o0 0 0 0 O

Nota: SAR = Sardina (4styanax metae); AGU,= Aguja 2 (Farlowela martini);

COR = Corroncho (Chaetostoma yurubiense), VIE = Viejita (Andinoacara pulcher); UN= Ufoa
(Ancistrus gymnorhynchus); AG = agua del rio.

Nota: Los datos presentados en esta matriz fueron procesados estadisticamente a continuacion a
través del sistema PRIMER V6.
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Figura 16. Biplot de abundancia y composicion bacteriana en tejido intestinal de peces (Diciembre
2012) . Salida: PAST.

Tabla 8: Autovalores y Autovectores (eje 1y 2) de abundancia y composicién bacteriana en tejido
intestinal de peces (Diciembre 2012) . Salida: PAST.
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Se realizd un analisis de componentes principales para las variables bioldgicas
constituidas por la abundancia y composicion bacteriana presente en las muestras de
tejido intestinal de las especie de peces de la cuenca, obtenidos en las dos estaciones de
muestreo (Estacion DESB y Estacion GUA) del rio Yaracuy.

El eje 1 del componente principal representa un 26% de la variacion total, el eje 2
recoge un 18% y el eje 3 representa el 14% (Tabla 8). Del andlisis del biplot se
desprende que en asociacion al eje positivo del primer componente principal aparecen
con mayor abundancia las bacterias Citrobacter, Serratia marcescens, Proteus,
Escherichia coli, Vibro alginolyticus, Shigella, Pseudomonas y Salmonella vinculadas
directamente a las especies de peces Robalo (Centropomus undecimalis), Aguja
(Syngnathus acus), Guabina (Hoplias malabaricus), San Pedro (Caquetaia kraussii) y
al aguade la estacion DESB (Figura 16).

Por otro lado, en asociacion con el eje positivo del segundo componente principal
destacan por su abundancia Enterobacter aerogenes, Proteus, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Shigella vinculadas directamente a las especies de peces Sardina
(Astyanax fasciatus), Aguja, (Farlowella martini), Corroncho (Chaetostoma
yurubiense), Viejita (Andinoacara pulcher), Unoa (Ancistrus gymnorhynchus) y al
aguade la estacion GUA (Figura 16).

En la estacion DESB destaca la abundacia de las especies bacterinas Citrobacter,
Serratia marcescens, Proteus, Escherichia coli presentes en el agua y en el contenido
intestinal de todas las especies de peces. E. coli es un indicador estandard y universal de
contaminacion por aguas servidas cargadas con materia fecal (APHA, 1995). En
consecuencia, la presencia de E. coli en el agua de la DESB y en el contenido intestinal
de las distintas especies de peces refleja contaminacion fecal de origen antrdpico.
Ademas, como E. coli no es un habitante normal de la flora bacteriana de los peces
(Hejkel, 1983). su presencia, frecuentemente revela alteraciones en las condiciones
microbioldgicas del agua (Abbott, 2007; Nataro et al. 2007).

Segun Navarrete (2009) una importante incidencia de E. coli en tejido peces en
ambientes naturales normalmente se debe a desechos humanos, sin embargo, no se debe
descartar la posibilidad de contaminacion por estiércol animal (aves inclusive). En el
caso particular de la estacion DESB, la contaminacion fecal de origen antropico se

origina por dos via diferentes, una proviene permanentemente de las aguas servidas que
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la poblacion Boca Yaracuy descarga en las aguas del rio y la otra, es temporal e
intermitente, debido a que depende de la llegada de turistas a la zona por los asuetos
vacacionales. La contaminacion de las aguas de la estacion DESB por estiércol de
origen animal, tampoco fue descartada, debido a que en la zona se aprecian algunos
desarrollos pecuarios. En la estacion GUA se detect6 un porcentaje muy reducido de E.
coli. posiblemente de origen humano, debido a que estas aguas se emplean
eventualmente como recreativas (balneario).

Laespecie Serratia marcescens se registro en agua y en tejido intestinal de todos los
peces observados en ambas estaciones de muestreo y en los dos momentos. Esta
bacteria es considerada oportunista y ha sido aislada s6lo de peces aparentemente
sanos. Se presume, por tanto, que este tipo de microorganismo pudiera ser un
componente natural del microbiota intestinal de peces ( Baya et al. 1992c)

Las especies bacterianas Citrobactery Proteus presentes de manera importante en el
agua y el contenido intestinal de peces de ambas estaciones, son microorganismos que
frecuentemente se les asocia con ambientes cargados de materia orgénica, con aguas
que estan sufriendo procesos de eutrofizacion (Murchelano y Brown, 1970). La
estacion DESB particularmente, reine muchas caracteristicas que permiten calificar
sus aguas como eutréficas dentro de las que destacan: el OD es muy bajo (1 mg/l),
presencia abundante de plantas flotantes, fuerte olor a materia organica en
descomposicidony escasa presencia de peces.

Las bacterias Shigella, Pseudomonas y Salmonella estdn presente de manera
importante en la estacion DESB. El registro de patdgenos entéricos clasicos tanto en el
agua como en los organismos acuaticos presentes en ella es un indicador reconocido de
contaminacion con estiércol o con aguas servidas (Rozen y Belkin, 2001; Germini et al.
2009). Las bacterias Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus yEnterobacter
aerogenes, aparecen asociadas al eje positivo del segundo componente principal con
presencia importante en la estacion GUA. Las especies de Vibrio estan muy difundidas
en aguas cuya temperatura supera los 15 °C (Abbott et al. 2007; Seas y Gotuzzo,2010;
Neill y Carpenter. 2010). Sin embargo, requieren una concentracion particular de
cloruro sédico de 2 al 3 % (ICMSF, 1998). En la estacion GUA, no se registrd salinidad
en el agua (0 g/1), en consecuencia, la presencia de Vibrio en el contenido intestinal de
los peces pudiera atribuirse a contaminacion previa (De Paola er al. 1994).
Enterobacter aerogenes es una bacteria ubicua en el ambiente, se encuentra de forma

natural en suelo, agua y excrementos humanos y animales (Koneman et al., 2002).
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7.6 Abundanciay Composicion Bacteriana (Trabajo de Campo N°2)

Tabla 9: Matriz de Abundancia bacteriana expresada en UFC/100ml x 10" presente en
intestino de peces de la cuenca en la Estacion Desembocadura del rio Yaracuy (16/07/2013).

Especies de Peces

Bacterias ROB 1.1 ROB 1.2 ROB 1.3AGU 1.1 AGU 1.2 AGU 1.3 SP 1.1 SP 1.2SP 1.3GUA 1.1 GUA 12GUA 13AG 1.1AG 1.2AG 1.3

Citrobacter sp. 81,5 3.6 42 23 14 21 141632 08 0,7 19 1,7 1,3 1,2
S. marcenscens 02 2 1,8 29 09 14 16, 1,503 27 1,1 09 25 09 0,6
Proteus sp. 33 31 64 1,1 19 3,7 2 1,839 1,8 26 58 1,5 0,9 0,6
E. aerogenes 06 04 04 05 04 0,5 75090503 1 03 14 1 0,6
Escherichiacoli 09 05 13 14 2 07 091,605 32 1,3 14 1518 05
Shigella sp. 08 03 7,6 19 1 16 041134 1,5 1,9 21 05 1,5 2.4
Klebsiellasp. 03 02 06 04 02 01 4 0,105 03 01 04 02 0,1 0,1
Salmonellasp. 0 02 03 0 0 0 030 0 0 03 02 0403 04
Pseudomonassp. 03 1 09 07 08 1,1 0 107 1,1 1,1 08 21 0,5 03
Vibrio cholerae 16 16 1,9 12 16 43 1213 5 37 53 7 58 01 7,9
V.parahaemolyticus 1 177 3,6 3 44 26 1,8081,1 1,2 2,7 6 35 09 3.4
Voalginolyticus 16 14 1,8 42 3,1 1,7 221,732 19 22 26 26 1.8 2,1

Nota: ROB = Roébalo (Centropomus undecimalis); AGU = Aguja (Syngnathus acus); SP = San
Pedro (Caquetaia kraussii), GUA = Guabina (Hoplias malabaricus); AGUA = agua del rio.

Nota: Los datos presentados en esta matriz fueron procesados estadisticamente a continuacion a
través del sistema PRIMER V6.

Tabla 10: Matriz de Abundancia bacteriana expresada en UFC/100ml x 10" presente en
intestino de peces silvestres en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (17/07/2013).

Especies de Peces

Bacterias  gag i 1SAR 12SAR 1.3VIE 2.1 VIE 22VIE 2.3X 2.1 X 2.2 X 2.3 GUA 2.1GUA 22GUA 2.3 BA2.1 BA22 BA23AG 2.1 AG22 AG2.3

Citrobactersp. 41 8 10,8 12,561,8 8,9 1,51,82,1 22,3 3,3 4,1 41 8 10,851,243,2 37,3
S marcescens 32,8 21 9,1 24351,414,7 2 0,824 12 3,1 09 32,8 21 9,1 34,331,1 29,2
Proteus sp. 0 0 0 0 0 038226806 12 15 0 0 0 0 0 0
E.aerogenes 0,4 0,7 0,6 1,3 1,2 1,1 0,80,30,6 2,1 09 05 08 1 1,1 2,1 0,9 03
Escherichiacoli O 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O 0 O O 0 0 0
Shigellasp. 0,8 03 0,1 0,2 03 0,106020 09 0 0 03 0301 0 0,6 03
Kiebsiellasp. 0,3 05 0,1 12 04 1,3 10206 0 12 0 14 0206 0 08 07
Salmonellasp. 0 0 0 0O O 0O 00O O O O O O O 0 0 O
Pseudomonassp. 0 0 0 0 0O 0O 0 0 0O O O O 0O O O 0 O 0
Vibrio cholerae 2,9 28 14 29 1,8 0,8 1,4223,1 0,9 0,6 3,7 3,6 14 27 45 23 3,1
v parahaemoyicss 17,2 23 1,1 0,8 2,6 1,3 1,813 1,8 1,5 22 1,5 1 13 14 1,1 0,7 0,9
Valginolyticus 0 0 0 0 O 0 00 0O O O O O O O 0 O O

Nota: SAR = Sardina (4styanax metae); VIE = Viejita (Andinoacara pulcher);

X = Voladorita (Parodon apolinari), GUA = Guabina (Hoplias malabaricus); BA= Bagre
(Ancistrus gymnorhynchus);

Nota: Los datos presentados en esta matriz fueron procesados estadisticamente a continuacion a
través del sistema PRIMER V6.
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Tabla 11: Autovalores y Autovectores (eje 1y 2) de abundancia y composiciéon bacteriana en
tejido intestinal de peces (Julio 2013) . Salida: PAST.

Autowelores
PC Eigenvdue % \ariance % Acumulack
1 4,30645 36,064 36,064
2 1,44464 12,039 48,093
3 1,32332 11,028 59,121
4 1,14119 9500 63,6309
5 0934209 7,7851 76,416
6 0761921 6,343 82,7653
7 0630809 52642 8801%
8 053619 44635 PR 483
9 039737 33111 95,71
10 0262%1 2188 97,9821
11 0,16505 1,374 29,3675
12 0077208 064342 100,000
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En julio de 2013, un segundo muestreo en la cuenca del rio Yaracuy, presentod
caracteristicas fisondmicas cambiantes en la ictiofauna, debido a la presencia de la
estacion lluviosa, cuyo intervalo estd comprendido entre mayo a noviembre (MARN,
2016). La influencia de lluvias torrenciales produciendo aumentos subitos tanto en los
niveles de agua como en la velocidad de la corriente produjo una condicion que diezmod
la poblacion de peces “chupa piedra” o “corronchos” muy abundantes en el primer
muestreo. La presencia-ausencia de especies en la toma de muestras tiende a generar
distorsiones en los calculos. Para evitar tales distorsiones, en este estudio se trabajé con
una matriz de correlacién para construir el biplot del analisis de componentes
principales de las variables bioldgicas y de este modo evitar las alteraciones de
presencia-ausencia de especies y ademads, eliminar las diferencias de escala.

El primer eje de los componentes principales acumul6 un 36,05% de varianza,
seguido de un segundo eje con 12,03% y un tercer eje con 11,02% (Tabla 11). En el
primer eje destacaron, dentro de la mcribiota bacteriana, Proteus, Escherichia coli,
Shigella, Salmonella, Pseudomonas, Vibro cholerae y Vibro alginolyticus, vinculadas
directamente a las especies de peces Robalo (Centropomus undecimalis), Aguja
(Syngnathus acus), Guabina (Hoplias malabaricus), San Pedro (Caquetaia kraussii) y
al aguade laestacion DESB (Figura 17).

Del lado contrario, se registro en el segundo eje del componente principal: Serratia
marcescens, Citrobacter, Enterobacter aerogenes y Vibrio cholerae vinculadas
directamente a las especies de peces tales como Sardina (Astyanax fasciatus), Viejita
(Andinoacara pulcher), Voladora (Parodon apolinari), Guabina (Hoplias

malabaricus) y Bagre (Cetopsorhamdia sp.) y al agua de la estacion GUA.

En la estacion DESB nuevamente destacan las bacterias Proteus, Escherichia coli,
Shigella, Salmonella y Pseudomonas patdgenos entéricos considerados
microoganismos indicadores cldsicos de contaminacion con estiércol o con aguas
servidas (Rozen y Belkin, 2001; Germini et al. 2009). La presencia de Vibro cholerae y
Vibro alginolyticus, tiene una vinculacion directa con el aumento de la salinidad en la
zonas costera (Fontanez, 2005). En la estacion GUA destacan Serratia marcescens,
Citrobacter, Enterobacter aerogenes son bacterias mas ubicuas en la naturaleza y
pueden encontrarse de forma natural en casi cualquier ambiente (Koneman et al. 2002;
Abbott, 2007; Nataro et al. 2007).
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Figura 18.. Abundancia bacteriana relativa promedio en Agua de la Estacion Desembocadura
comparada con la Estacién La Guaquira del rio Yaracuy.

Las bacterias del género Citrobacter sp. se presentaron como dominantes en el medio
acuatico, seguido por la especie Serratia marcescens. El género Citrobacter resalta por
su mayoritaria presencia con 29% de promedio en agua del rio Yaracuy. 41 % en
estacion GUAy 17 % en estacion DESB (Figura 18).

La especie Serratia marcescens se registrd en este con una presencia importante de
18% en agua. Esta especie bacteriana anaerobia facultativa es considerada oportunista
y se presenta en el agua y en el tejido intestinal de todos los peces observados en ambas
estaciones de muestreo. Seglin Baya ef al. (1992c), estos microorganismos han sido
aislados solo de peces aparentemente sanos y que carecian de signos manifiestos de
enfermedad. Se presume, por tanto, que este tipo de microbiota bacteriana pudiera ser
un componente natural del microbioma que acompaiia a estos seres vivos.

El género Klebsiella fue regitrado en esta investigacion, con una presencia modesta
de 3% en agua. Segiin Koneman ez al. (2002), este género bacteriano estd ampliamente
distribuido en la naturaleza y en el tracto gastrointestinal de humanos y de muchos
animales. Particularmente, la especie Klebsiella pneumoniae, puede ser
frecuentemente aislada en especimenes de diversas especies de organismos y solo en

condiciones extremas, pudiera causar una forma clasica de neumonia primaria.
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Tabla 12: Lista de especies bacterianas ubicados taxonomicamente por Familia, Género o

Especie y Abundancia Relativa bacteriana por sustrato (Tejido y Agua).

Abundancia Relativa (%)

ESPECIES (Ubicacion Taxonémica) Tejido Agua

ENTEROBACTERIACEAE

Citrobacter sp. (Werkman and Gillen, 1932). 27 29

Serratia marcescens (Bizio, 1819). 26 18

Proteus sp. (Hauser 1885). 12 10

Klebsiella sp. (Trevisan, 1885). 5 3

Enterobacter aerogenes (Kruse, 1896). 4 5

Shigella sp. (Shiga,1898). 3 4

Escherichia coli (Escherich, 1885). 2 3

Salmonella sp. (Smith, 1885). 0 1
VIBRIONACEAE

Vibrio cholerae (Pacini, 1854). 9 11

Vibrio parahaemolyticus (Oliver y Kaper, 1997) 1 9

Vibrio alginolyticus (Sakazaki 1968). 2 6
PSEUDOMONACEAE

Pseudomonas (Migula, 1894). 1 2
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Figura 19. Abundancia bacteriana relativa promedio en sustrato. Tejido de Peces de la cuenca en
comparacion con el Agua del rio Yaracuy.

Se determindé a través de pruebas bioquimicas, la composicion y la abundancia
bacteriana en aguay tejido de peces en las dos estaciones de muestreo. En relacion a los
aislamientos bacterianos realizados en el tejido intestinal de peces y agua del rio
Yaracuy en dos épocas del afio (Diciembre de 2012 y Julio de 2013), en las dos
estaciones de muestreo (Estacion Desembocadura y Estacion La Gudquira), se
obtuvieron 378 cepas en el primer trabajo de campo y 395 cepas en el segundo trabajo
de campo paraun total de 773 cepas.

Las 773 cepas bacterianas provinieron del intestino de 53 ejemplares de peces (24
ejemplares en la estacion desembocadura y 29 ejemplares en la estacion La Guaquira) y
de 12 muestras de agua del rio Yaracuy. Todas las muestras fueron sometidas al analisis
microbiolégico.

Laidentificacion fenotipica de las cepas bacterianas aisladas por medio del sistema
de pruebas bioquimicas tradicionales proporcion6 informacion a nivel de género y
especie (Tabla 10). La microbiota bacteriana estaba constituida por 97% de bacilos
Gram negativos fermentadores. Predominaron los bacilos pertenecientes a la Familia
Enterobacteriaceae y la microbiota con mayor presencia fue: Citrobactersp. (27%en

tejido intestinal de peces y 29% en agua del rio Yaracuy); Serratia marcescens (26%
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tejido, 18% agua), Proteus sp. (12% tejido, 10% agua). Klebsiella sp. (5% tejido, 3%
agua), Enterobacter aerogenes (4% tejido, 5% agua), Shigella sp. (3% tejido, 4% agua)
E. coli (2% tejido y 3% agua) y Salmonella sp. (1% agua). Ademads, se encontraron
miembros de la Familia Vibrionaceae como Vibrio parahaemolyticus (11% tejido y
9% agua); V. cholerae (9% tejido, 11% agua); V. algynolyticus (2% tejido, 6% agua) y
finalmente se determind algunos miembros de la Familia Pseudomonaceae como
Pseudomonas sp. (1% tejido, 2% agua) (Figura 19).

Después de la aplicacion de las pruebas bioquimicas para el reconocimiento e
identificacion de Enterobacterias, se determind que la composicion bacteriana
intestinal en peces y en agua encontrada en el presente estudio, coincide con un estudio
piloto previo realizado en 3 ejemplares del pez Lisa (Mugil curema) y en el agua de la
desembocadura del rio Yaracuy por Sanchez et al. (2009) y resulté similar a la
microbiota encontrada por Sivakami et al. (1996) al identificar la poblacion bacteriana
presente en agua de lagunas y en tejido intestinal de peces Carpa bajo cultivo. La
microbiota intestinal de Carpas estuvo constituida por: E. coli, Enterobacter cloacae,
E. aerogenes, Proteus rettgerirettgeri, P. mirabilis, Salmonella sp., Pseudomonas
aeruginosay Klebsiella sp.

En otro estudio hecho por Leal et al. (2009), en Venezuela, para la determinacion de
la enteropatogenicidad de cepas bacterianas aisladas en peces, especificamente en
tilapias, truchas arco iris y cachamas, provenientes de granjas y del medio silvestre, se
aislaron las siguientes especies bacterianas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas fluorescens, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila y Vibrio
cholerae.

Estos resultados coinciden con la afirmacion de Farmer et al. (2007) y Donnenberg,
(2009), en la cual sefiala que en peces de agua dulce las bacterias dominantes en el
tracto gastrointestinal son las Enterobacterias y otros grupos como Aeromonas,
Pleisomonas y Pseudomonas, mientras que en los peces marinos la microflora
intestinal esta dominada por los géneros Vibrio y Pseudomonas .

Muchas Enterobacterias viven en simbiosis dentro del tracto intestinal de los peces,
sin embargo, bacterias patdgenas del grupo coliformes fecales se pueden introducir a

través de contaminacion por aguas servidas (Navarrte, 2009).
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Sakata (1989), indica que la microbiota de los animales acuaticos esta constituida
por relativamente pocas especies bacterianas, y ésta se encuentra influida fuertemente
por el agua circundante, ademas, coincide en sefialar que los géneros predominantes en
el tracto gastrointestinal de los animales dulceacuicolas son representantes de las
Enterobacteriaceae. Efectivamente, los resultados de esta investigacion indican que a
pesar de la cantidad de cepas detectadas (773), el nimero de especies bacterianas tanto
en agua como en el tejido intestinal de los peces estudiados no super? las 13 especies y
en sumayoria pertenecieron al grupo de las Enterobacterias.

En aguas eutréficas, cargadas de materia organica, se han reportado frecuentemente
miembros de los géneros bacterianos: Proteus y Citrobacter pertenecientes al grupo de
las Enterobacterias y que han sido detectados en lugares que presentan contaminacioén
antropogénica (Farmer et al. 2007; Donnenberg, 2009). En este estudio
particularmente, la presencia de ambos géneros ha sido preponderante tanto en el agua
del rio Yaracuy como en el tejido intestinal de los peces. El género Citrobacter resalta
por su mayoritaria presencia (27% en tejido intestinal de peces y 29% en agua del rio
Yaracuy) mientras que Proteus también se manifiesta con una presencia importante
(12% entejido, 10% en agua).

Muchas bacterias desarrollan una enorme capacidad para la absorcion de sustratos y
de particulas detriticas que absorben de la superficie del aguas contaminadas y crecen
bien en condiciones muy localizadas y de extrema escasez (Farmer et al. 2007,
Donnenberg, 2009) y cuando los cuerpos de aguas naturales son contaminados con
estiércol o con aguas servidas, es frecuente observar una alta incidencia de patogenos
entéricos clasicos que puede crecer en condiciones extremas, tales como Salmonella 'y
Shigella, tanto en el agua como en los organismos acuaticos presentes en ella (Gaertner
etal. 2008; Olgunoglu.,2012; Bibietal. 2015).

En este estudio se reportd una baja incidencia de ambos géneros, donde Shigella se
presentd en un 3% tejido de intestinal y 4% en agua, mientras que Salmonella s6lo
aparecio en 1% del agua del rio. En los peces que proceden frecuentemente de estuarios
en los cuales desembocan desechos (efluentes), no es raro encontrar en ellos un cierto
numero de estos de patogenos entéricos clasicos (Dupont, 2009; Pegues y Miller, 2010;
Bibietal 2015).
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Las especies de Vibrio estan muy difundidas en aguas cuya temperatura supera los
15°C (Jawetz et al,2011). En este estudio, V. parahaemolyticus se presentd con mayor
porcentaje en el tejido de los peces silvestres (11% tejido y 9% agua); mientras que V.
cholerae estuvo presente en mayor proporcion en el agua del rio Yaracuy (9% tejido,
11% agua). Ambas especies bacterianas se registraron consistentemente en el tejido
intestinal de los peces del rio Yaracuy en las dos estaciones de muestreo y en dos €pocas
distintas. Finalmente, V. algynolyticus se presentd en menor proporcion (2% tejido, 6%
agua). Muchos casos de infeccion por V. cholerae probablemente tienen su origen en un
aumento de la temperatura del agua, ya que esta especie es un habitante comun en
medios acuaticos con temperaturas de 26 °C o mayores (Austin y Austin, 2007).

La mayoria de los microorganismos son predominantemente halotolerantes, es decir,
capaces de crecer en un amplio intervalo de concentraciones de cloruro sédico de 2 al 3
% (ICMSF, 1998). Especificamente en zonas costeras, se observa un aumento en las
especies bacterianas de Vibrio y este fendmeno guarda una relacion directa con el
aumento de la salinidad, muchas veces originada por la excesiva evaporacion y la poca
precipitacion que ocurre en las zonas tropicales durante el verano (Fontanez, 2005;
Abbottetal,2007; Seas y Gotuzzo,2010; Neill y Carpenter. 2010). Esto ha permitido
en los ultimos afos, asociar la aparicion de Vibrio en aguas marinas, como posible
indicador microbioldgico de los efectos del cambio climatico en algunas zonas costeras
(Malaveretal.2014a).

Particularmente, en este estudio, V. parahaemolyticus se presentd con 12% en el
agua de la Desembocaduray 6% en agua de la Guaquira, mientras que V. cholerae, 15%
en agua de la Desembocaduray 7% en agua de la Guaquira. La diferencia porcentual en
las especie de Vibrio de la Desembocadura en relacion con La Gudquira pueden ser una
consecuencia directa de las diferencias en la salinidad de las localidades estudiadas. La
especie V. alginolyticus se presenta en 11% en agua de la Desembocadura mientras de
en La Guéquira no fue registrada.

Navas (2006) coincide al indicar que, en las aguas costeras venezolanas, es frecuente
la presencia de especies como Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae, V. algynolyticus.
Los resultados de esta investigacion indican una presencia importante de especies del
género, tanto en el agua de rio Yaracuy como en el tejido intestinal de los peces de la

cuenca que habitan en €l.
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Estos resultados coinciden con De Paola ef al. (1994), Navas (2006), Jawetz et al.
(2011); quienes senalan que las especies mesoéfilas de Vibrio son las que con mayor
frecuencia se aislan de las aguas costeras de salinidad reducida y se encuentran
corrientemente en los peces de estuario, especialmente en los que se alimentan en el
fondo. En este sentido, la especie de pez con la mayor abundancia bacteriana intestinal
de Vibrio fue Guabina (Hoplias malabaricus) tanto en la desembocadura del rio como
en la estacion La Guaquira, muy probablemente por su tendencia a alimentarse en el
fondo.

Segun De Paola et al. (1994), debido a la gran movilidad de los peces, éstos pudieran
ser objeto de contaminacion en su paso previo por aguas cargadas de contaminantes y
trasladarse a otros lugares no contaminados con su carga de agentes patdgenos
acumulados su cuerpo. Tomando como base la afirmacion previa y por los resultados de
esta investigacion se presume que la presencia de especies de Vibrio en la poblacion de
peces silvestres de La Guaquira pudiera ser atribuido a que muchos de estos ellos, en
sus etapas iniciales de vida, crecieron en el estuario de la desembocadura del rio
Yaracuy, se contaminaron y almacenaron en sus tejidos estas especies bacterianas y
luego migraron a zonas altas del rio para continuar con su etapa adulta.

Aun cuando las distintas investigaciones reporten un bajo nimero de aislados del
género Vibrio en ambientes silvestres, éstos no dejan de ser significativos,
considerando la importancia de este género con relacion a la salud del ambiente en
general y particularmente del V. cholerae para la salud publica (Abbott, 2007; Seas y
Gotuzzo , 2010; Neill y Carpenter. 2010). Tanto en los peces pelagicos como de fondo
se han aislado especies mesofilas de Vibrio (Toranzo, 2005). Entre las especies de
Vibrio potencialmente patdgenas presentes naturalmente en los peces se encuentra el
Vibrio parahaemolyticus como uno de los mas frecuentes y el Vibrio cholerae que es
una especie marina endogena y que ha sido aislada en brotes de colera (Abbott et al,
2007; Seas y Gotuzzo,2010; Neill y Carpenter. 2010).

Las Pseudomonas han sido identificadas en algunas ocasiones como componente de
la microbiota de animales acudticos, aunque en estos casos, se argumenta que esto
puede ser debido a que los peces han atravesado por condiciones desfavorables, tales
como situaciones de escases de alimentos, bajas temperaturas o algin estrés

fisiologico, previas a la toma de muestras (Sakata, 1989).
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Las cepas de Pseudomonas forman parte de la bacterioflora normal de tilapias bajo
cultivo. También se sabe que estos peces son propensos a contraer infecciones
sistémicas producidas por Pseudomonas patdégenas, debido fundamentalmente a la
baja calidad del agua y al hacinamiento al que son sometidos con el fin de obtener un
mayor rendimiento (Austin y Austin, 2007).

En Venezuela no existen estudios que reporten la presencia de Pseudomonas en
tilapias silvestres o cultivadas, y s6lo se puede hacer mencion al trabajo realizado por
Conroy, (1998) en el Lago de Valencia, en el cual se reporta la presencia de
Pseudonomas sp. aisladas de ejemplares silvestres de Oreochromis mossambicus, los
cuales presentaron exoftalmia y lesiones dérmicas.

En este estudio se reporta un pequeio porcentaje de Pseudomonas sp.enaguasde la
desembocadura del rio Yaracuy (1% en tejido y 2% en agua). La Uinica especie de pez
que presentd Pseudomonas en su intestino fue Robalo (Centropomus undecimalis). Se
presume esta presencia como consecuencia de contaminacion por aguas servidas.

Se ha demostrado que los nutrientes y la materia organica aportados por los rios a los
sistemas costeros son aprovechados por la comunidad bacteriana, particularmente por
el grupo de bacterias reductoras del azufre y del nitrégeno como Pseudomonas (Austin
y Austin, 2007).

Enterobacter aerogenes es una bacteria ubicua en el ambiente, se encuentra de
forma natural en suelo, agua, vegetales, excrementos humanos y animales. E.
aerogenes puede comportarse eventualmente como patdogeno oportunista en aquellos
peces inmunodeprimidos (Koneman et al. 2002). En este estudio se reporta, con una
presencia de 4% en tejido intestinal, tanto en los peces de la desembocadura del rio
como en la zona media, La Guaquira 'y 5% agua del rio. Se presume que es un habitante
natural de la microbiota intestinal de los peces debido a que mantiene una abundancia
relativamente estable en todas las condiciones estudiadas.

El género Klebsiella fue regitrado en esta investigacion, con una incidencia
modesta, sin embargo, su presencia fue consistente en casi todas los registros en
contenido intestinal de las especies de peces. Segiin Koneman et al. (2002), este género
bacteriano esta ampliamente distribuido en la naturaleza y en el tracto gastrointestinal
de humanos y de muchos animales, forma parte frecuentemente del suelo, del aire y de

los vegetales.
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Daskalov et al., (1998) aislaron miembros de la especie Klebsiella pneumoniae en
un cultivo virtualmente puro, de muestras tomadas de las colas y aletas en
descomposicion de 12 truchas arcoiris que, aparte de esta sintomatologia, estaban
aparentemente sanas, las cuales provinieron de una granja piscicola dulceacuicola en
Escocia. Estos autores confirmaron, con experiencias en el laboratorio, que: a) este
microorganismo puede ocasionar podredumbre de las aletas, previa abrasion de éstas, y
b) tiene la capacidad de producir mortalidad en las truchas, luego de la administracion
por la via intramuscular e intraperitoneal.

En un estudio de Herrera y Suérez (2005), en la playa de Tucacas, Venezuela, se
determind que los niveles de bacterias sulfato-reductoras, nitrato-reductoras y
heterotrofas totales, en los tres muestreos, reflejaban normalidad. Sin embargo,
encontraron que los valores de coliformes totales y fecales, en el muestreo posterior a
las temporadas vacacionales de Carnaval y Semana Santa, no se ajustaban a la
normativa interna, Decreto N° 883 (Aguas tipo 4) para uso recreacional.

En otro estudio de Calzavara (2007), en el Parque Nacional “Archipielago Los
Roques”, Venezuela, se determiné que las actividades humanas que se desarrollan en la
zona, influyen sobre la abundancia de los indicadores microbioldgicos traduciéndose
en una elevacion en el nimero de coliformes totales, fecales y enterococos. Los valores
son tan elevados que violan la normativa interna, Decreto N° 883 para uso recreacional.
E196,8 % de las cepas aisladas pertenecian al género Pseudomonas, mientras que el 3,2
% restante resultaron pertenecer a la Familia Enterobacteriaceae, destacando los

géneros Escherichiay Serratia.
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Tabla 13: Lista de especies y numero de ejemplares de peces colectados por estacion de
muestreo en el rio Yaracuy ubicados taxonomicamente por Orden, Familia y Especie.

Ejemp/Estaciones
ESPECIES (Ubicacion Taxonémica) Nombre Local DESD GUA
CHARADIFORMES
Characidae '
Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819). Sardina W 0 6
Erythrinidae
Hoplias malabaricus (Bloch, 1794). Guabina @ﬁﬁ 6 3
Parodontidae
Parodon apolinari (Myers, 1930). Voladora « 0 3
PERCIFORMES
Centropomidae
Centropomus undecimalis (Bloch, 1782). Rébalo 6 0
Cichlidae
Andinoacara pulcher (Musciliva, Schindler & Viejita 0 6
Staeck, 2009).
Caquetaia kraussii (Steindachner, 1878). San Pedro 6 0
SILURIFORMES
Loricaridae
Ancistrus gymnorhynchus (Kner,1854). Ufioa 2
Chaetostoma yurubiense (Ceas y Page,1996). Corroncho 0
Farlowela martini (Fernandez-Y épez, 1972). Aguja (2) 0
Heptapteridae
Cetopsorhamdia sp. (Schubart & Gomes, 1996). Bagre 0 3
SYNGNATHIFORMES
Syngnathidae
Syngnathus acus (Linnaeus, 1758). Aguja (1) 6 0
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La composicion de la ictiofauna estuvo representada de la siguiente forma: se
colectaron un total 53 especimenes de peces que fueron asignados a 12 especies, 8
familias y 4 6rdenes (Tabla 13). Del total de especies, 3 pertenecian al orden
Characiformes, 3 Perciformes, 4 Siluriformesy 1 Syngnathiformes. Los ejemplares de
peces fueron identificados hasta nivel de especie, 24 ejemplares en la estacion
desembocaduray 29 ejemplares en la estacion La Guaquira. En la estaciéon de muestreo
N°1, La Desembocadura, se identificaron 4 especies: Centropomus undecimalis,
Syngnathus acus, Caquetaia kraussii y Hoplias malabaricus y en la estacion de
muestreo N°2, La Guaquira, se identificaron 8§ especies: Astyanax fasciatus, Farlowela
martini, Chaetostoma yurubiense, Andinoacara pulcher, Ancistrus gymnorhynchus,
Parodon apolinari, Hoplias malabaricus 'y Cetopsorhamdia sp.

Laabundanciay composicion bacteriana vario de una especie a otra de pez e incluso
de un individuo a otro dentro de una misma especie, tal y como lo describen otras
investigaciones Buras (1993) y Kasing et al. (1999). Sin embargo, el analisis estadistico
de esta investigacion, refleja que tal variacion, en la mayoria de los casos, no fue
significativa.

Muchos estudios en peces indican que la microbiota intestinal puede variar segtn el
tipo contaminacién y segin los cambios de composicion bioquimica de la dieta
(Lubyanskene et al. 1989). Al respecto se ha determinado experimentalmente que la
microbiota entérica de peces sintetiza proteasas extracelulares capaces de tener una
participacion simbiotica en la digestion e hidrdlisis de proteinas en el intestino. En la
digestion enzimatica de peces herbivoros, la degradacion de algas es lograda por la
fermentacion microbiana; las enzimas producidas por los microorganismos que
habitan el aparato gastrointestinal pueden digerir los polisacaridos que normalmente
no pueden ser degradados y los convierten en moléculas organicas que los peces
pueden absorber y utilizar (Lubyanskene et al. 1989; Ringo et al. 2016).. En
consecuencia, un porcentaje importante de las bacterias que integran la microbiota
intestinal de los peces mantienen generalmente relaciones de simbiosis y s6lo un
porcentaje menor se presenta en condiciones de parasitismo o en el peor de los casos,

de patogenicidad.
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7.7 Permanova de contraste Lineal (MDS)

El analisis de varianza multivariado basado en permutaciones (PERMANOVA)
emplea el Indice de Similitud Bray-Curtis para calcular la probabilidad de cada fuente
de variacion a través de la ejecucion de 9999 permutaciones empleando el programa
PRIMER V6. Se tomaron en cuenta cuatro factores: a) Sitio, b) Momento, c)
Interaccion Sitio-Momento y d) Sustratos de cada Sitio-Momento (intestino de
especies de peces y el agua del rio x 3 réplicas). Se aplicd un contraste lineal para cada
combinacion entre los sustratos y en cada sitio-momento, lo cual implicé comparar el

aguadel rio contra el resto de los sustratos del mismo sitio-momento.

Sitio
® Desembocadura Transform: Square root
@ Guaquira Resemblance: S17 Bray-Curtis similarity

2D Stress: 0,13

Figura 20. MDS de prueba pareada entre sustratos de cada combinacion Sitio-
Momento. Salida PRIMER V6.
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EIMDS esta basado en la comparacion de los datos de Sitio-Momento, en relacion a
la abundancia bacteriana presente en los distintos sustratos estudiados. Se contrasta el
sustrato agua contra contenido de tejido intestinal de pees de la cuenca del rio e incluso
se compara los tejidos de peces entre si (Figura 20). El MDS es un modelo de
escalamiento que parte de la idea de que las distancias son una funcidén de las
proximidades. En otras palabras, las variables cuya relacion es mas cercana aparecen
en el grafico MDS muy proximas entre ellas y las distancias son de tipo lineal
(Yoshioka, 2008).

El contraste lineal o prueba pareada de proximidad indic6 que en algunos casos
excepcionales, existen correlaciones en las cuales, algunas combinaciones Sitio-
Momento entre el agua y el sustrato (contenido intestinal de pez), presentaron
disimilitud y se resaltaron con un circulo en color rojo (Figura 20).

En la estacion DESB (Diciembre 2012) se observo diferencia significativa entre el
aguadelrio y un ejemplar de la especie Hoplias malabaricus (Guabina).

En la Estacion GUA (Diciembre 2012), se observo disimilitud entre aguay un
ejemplar de la especie Astyanax fasciatus (Sardina) y en (Julio 2013), entre el agua y un

ejemplar de la especie Chaetostoma yurubiense (Corroncho).

El analisis de varianza multivariado por permutaciones (PERMANOVA) indic6 que
la correlacion lineal es significativa en cada Sitio-Momento. Es decir, que existe una
correlacion directa entre la abundancia y composicion bacteriana del agua de cada
estacion de muestro con la composicion y abundancia bacteriana del tejido intestinal de
los peces silvestres de la misma estacion y de la misma época del afio. En otras palabras,
la estructura bacteriana del intestino de los peces de la Estacion DESB se encuentra en
relacion directa con la estructura bacteriana del agua de DESB, incluso la alteracion de
la estructura bacteriana producto de las aguas servidas presentes en DESB y
determinada por la presencia de indicadores de contaminacién como E. coli, también se
observo en la estructura bacteriana de los peces de DESB. Por otro lado, en la estacion
GUA, la relacion entre la estructura bacteriana del agua del rio con la estructura
bacteriana presenta en los peces de dicha estacion también fue directa y los indicadores
clasicos de contaminacion por aguas servidas no fueron registrados o cuando se

alcanzaron a registrar, su presencia no fue significativa.
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Figura 21. Shade Plot de todas las variables medidaes en la investigacion
resaltando la Similitud y la Disimilitud entre sustratos de cada combinacion Sitio-
Momento.

El Shade Plot (Figura 21), es un anélisis de cluster basado en el indice de similaridad
Bray-Curtis que permiti6 observar a través de un dendrograma el comportamiento de
los grupos bacterianos predominantes por sustrato (agua y tejido intestinal de peces) y

por estaciones de muestro (sitio) y en cada Momento (Epocas del Afio).

Destacan por su abundancia o por su consistente presencia el grupo constituido por
Citrobacter, Serratia marcescens 'y Klebsiella.y por su presencia importante en todas
las muestras de agua y tejido de peces para las dos estaciones de muestreo y para las dos
¢pocas del afio. Estas especies bacterianas, algunas veces oportunistas pero,
consistentes en su presencia en el intestino de todos los peces nos permite presumir que
este tipo de microbiota bacteriana pudiera ser un componente natural del microbioma
que acompana a estos seres vivos. Ademads, segin Baya et al. (1992c), estos
microorganismos han sido aislados sélo de peces aparentemente sanos y que carecian

de signos manifiestos de enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

1) Lacomunidad bacteriana asociada al agua y al tejido intestinal de los peces del rio
Yaracuy estuvo constituida en un 97% por bacilos Gram negativos de la Familia
Enterobacteriaceae, predominando Citrobacter sp. (27% en tejido intestinal de peces 'y
29% en agua), Serratia marcescens (26% en tejido y 18% en agua) y Proteus sp. (12%

entejidoy 10% en agua).

2) Lapresencia consistente de miembros de la Familia Vibrionaceae permite inferir
que este grupo bacteriano también es huésped habitual del agua y del intestino de los

peces delrio Yaracuy.

3)  E1OD de la estacion DESB destaca por sus valores minimos, inferiores a 5 mg/1
requeridos para la vida aerdbica, favoreciendo el desarrollo de bacterias anaerdbicas
facultativas y estrictas. La Temperatura (25.3 °C) y Salinidad (0 g/l) en GUA fue
desfavorable para miembros del género Vibrio, sobre todo para la especie Vibrio
alginolyticus. El resto de las variables presentaron intervalos dptimos para el desarrollo

bacteriano.

4)  El elevado numero de Coliformes Fecales (180 UFC/100ml) y Totales (710
UFC/100 ml) en la desembocadura, proximos al limite maximo establecido en el
Decreto 883, permite afirmar que el agua del rio Yaracuy, durante las épocas
vacacionales del muestreo, no estaban aptas como balneario y los peces silvestres de la

cuenca no eran aptos para el consumo humano.

5) Se infiere que las aguas servidas, la actividad turistica y los procesos de
eutrofizacion como factores exogenos en la desembocadura del rio Yaracuy
modificaron la estructura bacteriana del tejido intestinal de los peces debido a la
presencia inusual de coliformes entéricas patogenas como E. coli, Pseudomonas y

Salmonella.

6) Existe una correlacion lineal entre la abundancia y composicion bacteriana del

agua con el contenido intestinal de los peces del rio Yaracuy.
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Apéndice 1
PLANILLA DE RECOLECCION DE DATOS
Variables fisicoquimicas del agua del rio Yaracuy
. T . OD Sal. | Cond. [Trans.| Prof.
Estacién (Muestra Coord. (%% pH | (mg/1) |Turb. (;/1) (us(;rclm) (rciﬁﬁ (Crﬁl)
1
N°l
Desembocadura o)
3
1
N°2
La Guaquira )
3
1
N°l
Desembocadura o)
3
1
N°2
La Guaquira )
3

Nota: Temp. = temperatura; OD = oxigeno disuelto; Turb. = turbidez; Sal. = salinidad; Cond. =
conductividad; Trans. = Transparencia; Prof.= profundidad.
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Apéndice 2
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Apéndice 3

Listay descripcion de los materiales.

N° Cantidad Material Capacidad Caracteristicas

| 50 frascos 250 ml solucion salina (99 ml c/u)
2 12 frascos 250 ml caldo ATS

3 250 placas - agar TS

4 250 placas - agar TCBS

5 250 placas - agar EMB

6 120  tubosdeensayo - agar TS

7 10 pipetas 1 ml vidro

8 10 pipetas 10 ml vidrio

9 | micropipeta | ml plastica

10 | bormbona de gas v -

11 2 rastrillos - vidrio

12 2 mecheros - -

13 1 discode Secchi 2m metalico

14 | filtro de agua -- marca MILIPORE

5 1 inyectadora 300 cm para fiitrado

16 ] caja con filtros 100 marca MILIPORE
17 2 potes 250 ml antiséptico GERDEZ
18 10 copas 100 ml para filtrado

19 36  capsulas - para medio COLIBLUE
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Apéndice4  Morfotipoy Abundancia bacteriana en Peces (Trabajo de campo N°1)

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Rébalo (Centropomus
undecimalis) y Aguja (Syngnathus acus) en la Estacion Desembocadura del rio Yaracuy (Medio
ATS).

. Abundancia Especie
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (urc/mi)x 10° Bacteriana *
1 F > S crema (1mm) 88 8,8 Citrobacter sp.
2 : crema (2mm) 46 4.6 Serratia marcescens
3 crema (4mm) 12 1.2 Proteus sp.
ROB 1 . 1 4 amarilla (1Imm) 4 0,4 Enterobacter aerogenes
5 marrén (6mm) 17 1,7 Escherichia coli
6 marrén (4mm) 3 0,3 Shigella sp.
7 roja (1mm) 3 0,3 Klebsiella sp.
8 blanca (4mm) 7 0,7 Pseudomonas sp.
9 crema (1mm) 51 5,1 Citrobacter sp.
10 crema (2mm) 7 0,7 Serratia marcescens
11 crema (4mm) 28 2,8 Proteus sp.
ROB 1 2 12 amarilla (1mm) 1 0,1 Enterobacter aerogenes
13 marrén (6mm) 17 1,7 Escherichia coli
14 marr6n (4mm) 5 0,5 Shigella sp.
15 roja (1mm) 3 0,3 Klebsiella sp.
16 blanca (4mm) 16 1,6 Pseudomonas sp.
17 crema (1mm) 36 3,6 Citrobacter sp.
18 crema (2mm) 3 0,3 Serratia marcescens
19 crema (4mm) 36 3,6 Proteus sp.
ROB 1 . 3 20 amarilla (Imm) 1 0,1 Enterobacter aerogenes
21 marrén (6mm) 13 1,3 Escherichia coli
22 marrén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.
23 roja (1mm) 5 0,5 Klebsiella sp.
24 blanca (4mm) 24 24 Pseudomonas sp.
8,9 Citrobacter sp.
7,1 Serratia marcescens
25 crema (1mm) 89
2.5 Proteus sp.
26 crema (2mm) 71
27 crema (4mm) 25 0,6 Enterobacter aerogenes
) 1,4 Escherichia coli
28 amarilla (1Imm) 6
AGU 1.1 ) 0.6 Shigella sp.
. 29 marréon (6mm) 14
0,5 Klebsiella sp.
30 marrén (4mm) 6 eosielia sp
) 0,2 Pseudomonas sp.
31 roja (1mm) 5
32 blanca (4mm) 2
1,6 Citrobacter sp.
18,5 Serratia marcescens
33 crema (1mm) 16
2,8 Proteus sp.
34 crema (2mm) 185
35 crema (4mm) 28 0,4 Enterobacter aerogenes
) 1,5 Escherichia coli
AGU 1 2 36 amarilla (1mm) 4
. , 0,3 Shigella sp.
37 marréon (6mm) 15
0,6 Klebsiella sp.
38 marrén (4mm) 3 eosielia sp
) 1,1 Pseudomonas sp.
39 roja (Imm) 6
40 blanca (4mm) 11
35 Citrobacter sp.
13 Serratia marcescens
41 crema (1mm) 350
e 5 2,4 Proteus sp.
42 crema (2mm) 130
4 crema (4mm) 24 0,4 Enterobacter aerogenes
) 1,1 Escherichia coli
AGU 13 44 amarilla (1mm) 4
, 0,4 Shigella sp.
45 marréon (6mm) 11
0,5 Klebsiella sp.
46 marrén (4mm) eosietiasp
) 1 Pseudomonas sp.
47 roja (Imm) 5
48 blanca (4mm) 10
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de San Pedro (Caquetaia kraussii )y
Guabina (Hoplias malabaricus) en 1a Estacion Desembocadura del rio Yaracuy (Medio ATS).

. Abundancia Especie
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo UFC (UFC/ml) x 10’ Bactgriana *
49 crema (1mm) 7 0,7 Citrobacter sp.
50 crema (2mm) 3 03 Serratia marcescens
51 crema (4mm) 4 0,4 Proteus sp.
SP 1 . 1 52 amarilla (Imm) 2 0,2 Enterobacter aerogenes
53 marrén (6mm) 3 0,3 Escherichia coli
54 marrén (4mm) 2 0,2 Shigella sp.
55 roja (1mm) 2 0,2 Klebsiella sp.
56 crema (1mm) 34 34 Citrobacter sp.
57 crema (2mm) 7 0,7 Serratia marcescens
58 crema (4mm) 20 2 Proteus sp.
59 amarilla (Imm) 6 0,6 Enterobacter aerogenes
SP 1 2 60 marrén (6mm) 11 1,1 Escherichia coli
61 marrén (4mm) 5 0,5 Shigella sp.
62 roja (Imm) 6 0,6 Klebsiella sp.
63 blanca (4mm) 3 0,3 Pseudomonas sp.
64 crema (1lmm) 30 3 Citrobacter sp.
65 crema (2mm) 27 2,7 Serratia marcescens
66 crema (4mm) 26 2,6 Proteus sp.
SP 1 . 3 67 amarilla (1mm) 4 0,4 Enterobacter aerogenes
68 marrén (6mm) 5 0,5 Escherichia coli
69 marrén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.
70 roja (Imm) 3 0,3 Klebsiella sp.
71 blanca (4mm) 8 0,8 Pseudomonas sp.
72 crema (1mm) 7 0,7 Citrobacter sp.
73 crema (2mm) 3 0,3 Serratia marcescens
74 crema (4mm) 4 0,4 Proteus sp.
GU A ]_ . 1 75 amarilla (Imm) 2 0,2 Enterobacter aerogenes
76 marrén (6mm) 3 0,3 Escherichia coli
77 marrén (4mm) 2 0,2 Shigella sp.
78 roja (1mm) 2 0,2 Klebsiella sp.
79 crema (1mm) 34 34 Citrobacter sp.
80 crema (2mm) 7 0,7 Serratia marcescens
81 crema (4mm) 20 2 Proteus sp.
GUA 1 .2 82 amarilla (Imm) 6 0,6 Enterobacter aerogenes
83 marrén (6mm) 11 1,1 Escherichia coli
84 marron (4mm) 5 0,5 Shigella sp.
85 roja (1mm) 6 0,6 Klebsiella sp.
86 blanca (4mm) 3 0,3 Pseudomonas sp.
87 crema (1mm) 30 3 Citrobacter sp.
88 crema (2mm) 27 2,7 Serratia marcescens
89 crema (4mm) 26 2,6 Proteus sp.
GU A 1 . 3 90 amarilla (1mm) 4 0,4 Enterobacter aerogenes
91 marrén (6mm) 5 0,5 Escherichia coli
92 marrén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.
93 roja (1mm) 3 0,3 Klebsiella sp.
94 blanca (4mm) 8 0,8 Pseudomonas sp.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en el Agua de la Estacién Desembocadura del rio

Yaracuy (Medio ATS).

Ejemplar Cepa

Abundancia

Morfotipo  UFC (UFC/ml) x 10°

Especie
Bacteriana *

95
96
97
98
99
100
101
102

AGUA 1.1

103
104
105
106
107
108
109
110

AGUA 1.2

111
112
113
114
115
116
117
118

AGUA 1.3

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)

| amarilla (1mm)

marron (6mm)
marron (4mm)
roja (imm)

blanca (4mm)

crema (1mm)
crema (2mm)
crema (4mm)

amarilla (1mm)

& marron (6mm)

marron (4mm)
roja (1mm)

blanca (4mm)

crema (Imm)
crema (2mm)
crema (4mm)
amarilla (1mm)
marron (6mm)
marron (4mm)
roja (1mm)

blanca (4mm)

140
51
15
13
34

6

73
18
11
17

10

45
9
32
15
12
8
2
8

14
5,1
1,5
1,3
3.4
0,6
0,9
0,5

0.6
7,3
1,8
1,1
1,7
0,8
1
0,3

4,5
0,9
3,2
1,5
1,2
0,8
0,2
0,8

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Pseudomonas sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Pseudomonas sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Pseudomonas sp.

Nota: Elagar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro.

Nota: * Laespecie bacterina o el género se determina después de aplicar a las distintas cepas las Pruebas Bioquimicas.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Rébalo (Centropomus
undecimalis) y Aguja (Syngnathus acus) en la Estacién Desembocadura (Medio TCBS).

Ejemplar Cepa

Placa Morfotipo

Abundancia
UFC (urc/mi) x 10°

Especie
Bacteriana *

ROB 1.1

ROB 1.2

ROB 1.3

AGU 1.1

AGU 1.2

AGU 1.3

119
120

121
122
123

124
125

126
127
128

129
130

131
132
133

amarillogmm) 16

verde@mm) 18

amarillogmm 6
verde@mm)

amarilloemm) 8

amarillogmm) 19

verde@mm) 36

amarillogmm) 2
verde@mm)

amarillomm) 9

amarilloemm) 6

verde@mm) 22

amarillogmm) 3
verde@mm) 8

amarillomm) 5

1,6
1,8

0,6
0,7
0,8

1,9
3,6

0,2
0,9
0,9

0,6
2,2

0,3
0,8
0,5

Vibrio cholerae

V. parahaemolyticus

Vibrio cholerae
V. parahaemolyticus

V. alginolyticus

Vibrio cholerae

V. parahaemolyticus

Vibrio cholerae
V. parahaemolyticus

V. alginolyticus

Vibrio cholerae

V. parahaemolyticus

Vibrio cholerae
V. parahaemolyticus

V. alginolyticus
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de San Pedro (Caquetaia kraussii ) y

Guabina (Hoplias malabaricus) en 1a Estacion Desembocadura (Medio TCBS).

Ejemplar Cepa

134
SP 1.1 135
136

137
SP1.2 138
139

140 [ 4

SP 1.3 141

142 |

GUA1.1
GUA 1.2
149
GUA13 150
151

. Abundancia Especie
Morfotipo  UFC (UFC/ml)x 10°  Bacteriana *
amarillogmm) 5 0,5 Vibrio cholerae

Vel’de(4mm) 7 0 ,7 V. parahaemolyticus
amarillomm) 10 1 V. alginolyticus
amarillogmm) 13 1,3 Vibrio cholerae

Verde(4mm) 12 1 ,2 V. parahaemolyticus
amarilloemm) 8 0,8 V. alginolyticus
amarillogmm) 8 0,8 Vibrio cholerae

Verde(4mm) 15 1 ,5 V. parahaemolyticus
amarilloemm) 3 0,3 V. alginolyticus
amarillo@mm) 23 2,3 Vibrio cholerae

Verde(4mm) 24 2 ,4 V. parahaemolyticus
amarillomm) 11 1,1 V. alginolyticus
amarillogmm) 24 2,4 Vibrio cholerae

Verde(4mm) 14 1 ,4 V. parahaemolyticus

~amarillomm) 9 0,9 V. alginolyticus
amarillo@mm) 22 2,2 Vibrio cholerae

Verde(4mm) 32 3 ,2 V. parahaemolyticus
amarillomm) 14 1,4 V. alginolyticus

Nota: El agar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en Agua en la Estacion Desembocadura del rio Yaracuy
(Medio TCBS).

Abundancia Especie

Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFC/ml)x 10  Bacteriana *

152 amarillogmm) 12 1,2 Vibrio cholerae

AGUA 1.1 153 Verde(4mm) 31 3 , 1 V. parahaemolyticus
154 amarilloemm) 19 1,9 V. alginolyticus
155 B amarillo@gmm) 15 1,5 Vibrio cholerae

AGUA 1.2 156 Iu'i“; Verde(4mm) 28 2 , 8 V. parahaemolyticus
157 amarilloemm) 21 2,1 V. alginolyticus
158 amarillogmm) 11 1,1 Vibrio cholerae

AGUA 1.3 159 Verde(4mm) 22 2,2 V. parahaemolyticus
160 amarillomm) 12 1,2 V. alginolyticus

Nota: El agar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Rébalo (Centropomus
undecimalis) y Aguja (Syngnathus acus) enla Estacién Desembocadura (Medio EMB).

Ejemplar Cepa

Morfotipo

Abundancia
UFC (urc/m) x 10°

Especie
Bacteriana *

ROB 1.1

ROB 1.2

ROB 1.3

AGU 1.1

AGU 1.2

AGU 1.3

161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

174
175
176
177

178 |
179 N

180
181
182
183
184
185

verde metalico
violeta
rosado
gris claro
incolora
verde metalico
violeta
rosado
incolora
verde metalico
violeta
rosado

incolora

verde metalico
violeta
rosado
incolora
verde metalico
violeta
rosado
incolora
verde metalico
violeta
rosado

incolora

17
4
101
2
7
14
12
110

13
10
98

14
6
81
2
15
4
107
11
11
4
112
10

1,7
0,4
10,1
0,2
0,7
1,4
1,2
11
0,5
1,3
1
9,8
0,3

1,4
0,6
8,1
0,2
1,5
0,4
10,7
1,1
1,1
0,4
11,2
1

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Salmonella sp.
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens

Pseudomonas sp.

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens

Pseudomonas sp.

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico el cual permite diferenciar las especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de San Pedro (Caquetaia kraussii )y

Guabina (Hoplias malabaricus) en 1a Estacion Desembocadura (Medio EMB).

Abundancia
UFC (urc/mi) x 10°

Especie
Bacteriana *

Ejemplar Cepa Placa Morfotipo
186 verde metalico
SP1.1 187 violeta
188 rosado
189 | verde metélico
190 violeta
SP 12 191 rosado
192 incolora
193 verde metélico
194 violeta
SP1.3 195 rosado
196 incolora
197 verde metalico
198 violeta
GUA 1.1 199 rosado
200 incolora
201 verde metélico
202 violeta
GUA L2 203 rosado
204 incolora
205 verde metalico
206 violeta
GUA L3 207 rosado
208 incolora

3
2
5

5

4

54

8

18

85

16

104

15

86
2

0,3
0,2
0,5

1,1
0,6
0,5
0,3

0,5
0,4
5.4
0,8

1,8
0,5
8,5
0,2
1,6
1,2
10,4
0,4
1,5
0,7
8,6
0,2

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens

Pseudomonas sp.

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens

Pseudomonas sp.

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens
Pseudomonas sp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Serratia marcescens

Pseudomonas sp.

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico el cual permite diferenciar las especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en Agua en la Estacion Desembocadura del rio Yaracuy
(Medio EMB).

Ejemplar Cepa  Placa Morfotipo  UFC (UFCimi)x 10 Bacteriana *

209 ~ verde metalico 34 3,4 Escherichia coli

210 |, . violeta 13 1,3 Enterobacter aerogenes

AGUA 1.1 211 rosado 21 2,1 Serratia marcescens
212 gris claro 4 0,4 Salmonella sp.

213 incolora 5 0,5 Pseudomonas sp.

verde metélico 17 1,7 Escherichia coli

violeta 11 1,1 Enterobacter aerogenes

AGUA 1.2 rosado 33 3,3 Serratia marcescens
gris claro 1 0,1 Salmonella sp.

incolora 3 0,3 Pseudomonas sp.

219  verde metalico 12 1,2 Escherichia coli

220 4  violeta 15 1.5 Enerobacteracrmgenes

AGUA 1.3 221 §5 rosado 9 0,9 Serratia marcescens
222 . g, gris claro 11 1,1 Salmonella sp.

223 S - incolora 8 0,8 Pseudomonas sp.

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico el cual permite diferenciar las especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (Astyanax fasciatus) y
Aguja, (Farlowela martini) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio ATS).

Ejemplar Cepa

Morfotipo

Abundancia
UFC (UrC/ml) x 10°

Especie
Bacteriana *

224
225
SAR 1.1 226
227
228
229
SAR 1.2 230
231
232
233
SAR 1.3 234
235

236

AGU, 1.1 237
238

239

AGU, 1.2 240

241

242 |
AGU, 1.3 243 |
244

crema (1mm)

crema (2mm)

amarilla (1mm)

roja(1mm)
crema (1mm)

crema (2mm)

‘ Jamarilla (1mm)

roja(lmm)
crema (1mm)

crema (2mm)

W amarilla (1mm)

roja(lmm)

crema (4mm)

crema (4mm)

amarilla (1mm)

marrén (4mm)

! crema (4mm)
| amarilla (1mm)

4 marron (4mm)

28
190

11
14

21

2,8
19
1

2,1
1,3

10,5
8,1
0,8

1,4
0,4
1,1

1,1
1,4

2,1
0,6
1,6

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Klebsiella sp.

Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Proteus sp.
Enterobacter aerogene

Shigella sp.s

Proteus sp.
Enterobacter aerogene

Shigella sp.s

Nota: El agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro.

Nota: * Laespecie bacterina o el género se determina después de aplicar a las distintas cepas las Pruebas Bioquimicas.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Corroncho (Chaetostoma
yurubiense) y Viejita (Andinoacara pulcher) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio

ATS).
. Abundancia Especie

Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFC/ml) x 10° Bacteriana *

245 crema (1mm) 80 8 Citrobacter sp.

246 crema(2mm) 189 18,9 Serratia marcescens

247 crema (4mm) 22 2,2 Proteus sp.
COR 1 . 1 248 amarilla (1mm) 8 0,8 Enterobacter aerogenes

249 marrén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.

250 roja(1mm) 25 2,5 Klebsiella sp.

251 crema (1mm) 71 7,1 Citrobacter sp.

252 crema(2mm) 138 13,8 Serratia marcescens
COR 1 2 253 crema (4mm) 13 1,3 Proteus sp.

254 amarilla (1mm) 5 0,5 Enterobacter aerogenes

255 marron (4mm) 2 0,2 Shigella sp.

256 roja(1mm) 30 3 Klebsiella sp.

257 crema (1mm) 112 11,2 Citrobacter sp.

258 crema(2mm) 22 22 Serratia marcescens
COR 1.3 259 crema (4mm) 8 0,8 Proteus sp.

260 amarilla (1mm) 11 1,1 Enterobacter aerogenes

261 marrén (4mm) 3 0,3 Shigella sp.

262 roja(1mm) 47 47 Klebsiella sp.

263 crema (1mm) 25 2,5 Citrobacter sp.

264 crema(2mm) 36 3,6 Serratia marcescens

265 crema (4mm) 11 1,1 Proteus sp.
VIE 1 * 1 266 amarilla (1mm) 0,9 Enterobacter aerogenes

267 marrén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.

268 roja(1mm) 03 Klebsiella sp.

269 crema (1mm) 27 2,7 Citrobacter sp.

170 crema(2mm) 38 38 Serratia marcescens

271 crema (4mm) 6 0,6 Proteus sp.
VIE 1 '2 272 amarilla (1Imm) 0,7 Enterobacter aerogenes

273 marroén (4mm) 4 0,4 Shigella sp.

274 roja(1mm) 35 35 Klebsiella sp.

275 crema (1mm) 29 2,9 Citrobacter sp.

276 crema(2mm) 18 1,8 Serratia marcescens
VIE 1 . 3 277 crema (4mm) 5 0,5 Proteus sp.

278 amarilla (I1mm) 11 1,1 Enterobacter aerogenes

279 marrén (4mm) 3 03 Shigella sp.

280 roja(1mm) 15 1,5 Klebsiella sp.

Nota: El agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro.

Nota: * Laespecie bacterina o el género se determina después de aplicar a las distintas cepas las Pruebas Bioquimicas.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Ufioa (Ancistrus gymnorhynchus)
yAgua en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio ATS).

K . Abundancia Especie
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFC/ml)x 10°  Bacteriana *
281 crema (Imm) 26 2,6 Citrobacter sp.
282 crema (me) 21 2 , 1 Serratia marcescens
N 283 [ | crema 2mm) 16 1,6 Proteus sp.
UNOA 1.1 ]
2 84 \ amarllla ( 1 mm) 1 4 l ’4 Enterobacter aerogenes
285 _ marron (4mm) 5 0,5 Shigella sp.
286 roja(lmm) 27 2,7 Klebsiella sp.
287 crema (Imm) 29 2,9 Citrobacter sp.
288 crema (me) 4 0 ,4 Serratia marcescens
289 crema (2mm) 18 1,8 Proteus sp.
UNOA 1.2 ,
290 0 l’nal”llla ( lmm) 1 2 1 ,2 Enterobacter aerogenes
291 _ marrén (4mm) 6 0,6 Shigella sp.
292 roja(lmm) 30 3 Klebsiella sp.
293 crema (1mm) 29 2,9 Citrobacter sp.
294 crema(2mm) 9 0,9 Serratia marcescens
295 crema (2mm) 42 4,2 Proteus sp.
AGUA 1 . 1 296 amarilla (Imm) 9 0,9 Enterobacter aerogenes
297 marrén (4mm) 3 0,3 Shigella sp.
298 roja(1mm) 5 0,5 Klebsiella sp.
299 crema (1mm) 70 7 Citrobacter sp.
300 crema(2mm) 64 6,4 Serratia marcescens
AGUA 1.2 3o crema (2mm) 39 39 Proteus sp.
302 amarilla (1mm) 7 0,7 Enterobacter aerogenes
303 marrén (4mm) 3 0,3 Shigella sp.
304 roja(1mm) 1 0,1 Klebsiella sp.
305 crema (1mm) 33 33 Citrobacter sp.
306 crema(2mm) 11 1,1 Serratia marcescens
AGU A 1 3 307 crema (2mm) 32 32 Proteus sp.
: 308 amarilla (1mm) 5 0,5 Enterobacter aerogenes
309 marrén (4mm) 2 0,2 Shigella sp.
310 roja(1mm) 4 0,4 Klebsiella sp.

Nota: El agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro.

Nota: * Laespecie bacterina o el género se determina después de aplicar a las distintas cepas las Pruebas Bioquimicas.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (Astyanax fasciatus) y
Aguja, (Farlowela martini) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

. Abund: E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (FC/mlyx 10°  Bacteriana *
311 amarillogmm) 11 1,1 Vibrio cholerae
SAR 1.1
312 Verde(4mm) 6 0,6 V. parahaemolyticus
SAR 1.2 313 amarillogmm) 16 1,6 Vibrio cholerae
314 Verde(4mm) 17 1 ,7 V. parahaemolyticus
315 amarillogmm) 18 1,8 Vibrio cholerae
SAR 1.3
316 Verde(4mm) 6 0,6 V. parahaemolyticus
AGU. 1.1 317 amarillogmm) 12 1,2 Vibrio cholerae
, L.
318 Vel‘de(4mm) 30 3 V. parahaemolyticus
AGU. 1.2 amarillogmm) 16 1,6 Vibrio cholerae
, L.
Verde(4mm) 44 4,4 V. parahaemolyticus
J " amarillogmm) 23 2,3 Vibrio cholerae
A 1. ;
GU2 3 Verde(4mm) 26 2,6 V. parahaemolyticus

)

Nota: El agar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Corroncho (Chaetostoma
yurubiense)y Viejita (Andinoacara pulcher) en Estaciéon La Guiquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

. Abund E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFC/mi)x 10°  Bacteriana *
323 amarillogmm) 18 1,8 Vibrio cholerae
COR 1.1
324 Verde(4mm) 33 3 , 3 V. parahaemolyticus
COR 12 325 | amarillogmm) 13 1,3 Vibrio cholerae
326 \ Verde(4mm) 8 0 , 8 V. parahaemolyticus
327 amarillogmm) 10 1 Vibrio cholerae
COR 1.3
328 Verde(4mm) 7 0 , 7 V. parahaemolyticus
VIE 1.1 329 amarillogmm) 20 2 Vibrio cholerae
330 Verde(4mm) 22 2 ,2 V. parahaemolyticus
VIE 1.2 331 amarillogmm) 15 1,5 Vibrio cholerae
332 \ Verde(4mm) 26 2 , 6 V. parahaemolyticus
333 amarillogmm) 17 1,7 Vibrio cholerae
IE 1.
v 3 334 Verde(4mm) 16 1 , 6 V. parahaemolyticus

Nota: El agar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Ufioa (Ancistrus gymnorhynchus)
yAgua en Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (I?Fbcu/rfg{a)n;fl?og Bostatom *
. 335 ~ amarillo(4mm) 10 1 Vibrio cholerae
UNOA 1.1 \
336 verde (4mm) 32 3 ,2 V. parahaemolyticus
) 337 amarillo(4mm) 7 0,7 Vibrio cholerae
UNOAT.2 338 \ Verde(4mm) 17 1 ,7 V. parahaemolyticus

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Rébalo (Centropomus
undecimalis) en l1a Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (I?F%K{a)nf 0 Bacttan *
339 20 2 Vibrio cholerae
AGUA L1 340 22 2,2 V. parahaemolyticus
341  amarillo(4mm) 15 1,5 Vibrio cholerae
AGUA 12 342 \ Verde(4mm) 26 2,6 V. parahaemolyticus
AGUA 1.3 343 r{, amarillo(4mm) 11 1,1 Vibrio cholerae
344 ¥ Verde(4mm) 6 0,6 V. parahaemolyticus

Nota: Elagar TCBS es un medio de cultivo especifico el cual permite diferenciar las especies del género Vibrio.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (Astyanax fasciatus) y
Aguja, (Farlowela martini) en la Estacién La Guaquira del rio Yaracuy (Medio EMB).

. Abund: E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC ((FC/mlyx 106°  Bacteriana *
345 violeta (4mm) 10 1 Enterobacter aerogenes
SAR 1.1
346 rosado (4mm) 20 2 Serratia marcescens
347 -2 ViOleta (4mm) 13 1,3 Enterobacter aerogenes
SAR 1.2 348 rosado (4mm) 21 2,1 Serratia marcescens
SAR 1.3 349 ‘ violeta (4mm) 8 0,8 Enterobacter aerogenes
350 4 | rosado (41’1’11’1’1) 12 1 ,2 Serratia marcescens
351 . violeta (4mm) 4 0,4 Enterobacter aerogenes
AGU2 L1 352 ; . rosado (4mm) 11 1,1 Serratia marcescens
A GU2 1 ) 2 3 53 VlOleta (4mm) 1 1 1 Py 1 Enterobacter aerogenes
354 - rosado (4mm) 13 1 ,3 Serratia marcescens
AGU2 1 3 355 i : - ot " ) VlOleta (4mm) 6 0,6 Enterobacter aerogenes
356 B i : 7} rosado (41'1’11'1’1) 14 1 ,4 Serratia marcescens

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar algunas especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Corroncho (Chaetostoma
yurubiense)y Viejita (Andinoacara pulcher) en Estacion La Gudquira del rio Yaracuy (Medio EMB).

. Abund: E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo UFC (UFCimlyx 10’ Bacteriana *

357 Violeta(4mm) 8 O, 8 Enterobacter aerogenes

COR 1.1
358 rosado (41’I11’I1) 41 4, 1 Serratia marcescens
359 Violeta(4mm) 5 0, 5 Enterobacter aerogenes

COR 1.2
360 rosado (4mm) 12 1 ,2 Serratia marcescens
C OR l 3 3 6 1 ViOleta(4mm) 1 1 1 Py 1 Enterobacter aerogenes
362 rosado (4mm) 49 4,9 Serratia marcescens
VIE 1.1 ViOleta(4mm) 9 0,9 Enterobacter aerogenes
/| rosado (41’1’11’1’1) 63 6,3 Serratia marcescens
VIE 1.2 Violeta(4mm) 67 6,7 Enterobacter aerogenes
rosado (4mm) 4 0,4 Serratia marcescens
VIE 1.3 ViOleta(4mm) 75 7,5 Enterobacter aerogenes
rosado (4mm) 3 0,3 Serratia marcescens

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar algunas especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Ufioa (Ancistrus gymnorhynchus)
yAgua en Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio EMB).

. Abund: E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFclsl/?nﬁnflf‘m Bacteriana *

- 369 ViOleta(4mm) 5 0, 5 Enterobacter aerogenes
UNOA 1.1

370 rosado (4mm) 14 1 ,4 Serratia marcescens

- 371 ViOleta(4mm) 12 1 ,2 Enterobacter aerogenes
UNOA 1.2

372 rosado (4mm) 73 7,3 Serratia marcescens

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en Agua de la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy
(Medio EMB).

. Abund:; E
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UFCu/rrlnfa)ng Y0 Bacteriana *

373 ViOleta(4mm) 9 O, 9 Enterobacter aerogenes
AGUA L1 374 rosado (4mm) 35 3,5 Serratia marcescens
AGUA 1 2 375 VlOleta(4mm) 75 7,5 Enterobacter aerogenes
376 rosado (41’1’11’1'1) 3 0,3 Serratia marcescens
1 15 1)5 nterobacter aerogenes

AGUA 1.3 377 violeta(4mm) Enterobacter aerog
378 rosado (41’1’11’1’1) 2 072 Serratia marcescens

= I

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar algunas especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Apéndice 5

.e

Morfotipo y Abundancia bacteriana en Peces (Trabajo de campo N°2)

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (4styanax fasciatus) y
Viejita (Andinoacara pulcher) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio ATS).

Ejemplar Cepa

Placa

235
236

SAR2.1 2

238
239

SAR 2.2 242

SAR23

250
251

VIE2.1 **

253
254

VIE22

VIE23 0

Morfotipo

UFC (UFC/ml) x 10°

Abundancia

Especie
Bacteriana *

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (1mm)
marrén (4mm)

roja (Imm)

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (Imm)
marrén (4mm)

roja (Imm)

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (1mm)
marrén (4mm)

roja (Imm)

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (1Imm)
marrén (4mm)

roja (Imm)

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (1Imm)
marrén (4mm)

roja (1mm)

crema (1mm)

crema(2mm)
amarilla (1Imm)
marron (4mm)

roja (Imm)

410
328
4
8
3

80
210

108
91

89
147
11

41
328
04
0,8
03

21
0,7
03
0,5

10,8
9,1
0,6
0,1

12,5
243
13
0,2
12

61,8
514
13
0,3
04

8,9
14,7
11

0.1
13

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Kilebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Nota: El agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro, en consecuencia, los caracteres

morfologicos que se aprecian en las colonias bacterianas no ofrecen suficiente informacion como para determinar directamente el

género o la especie. Para determinarlo se requiere la ejecucion de pruebas bioquimicas tradicionales.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Voladora (Parodon apolinari) y
Guabina (Hoplias malabaricus) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio ATS).

Ejemplar Cepa

Placa

Morfotipo

UFC (UFC/ml) x 10°

Abundancia

Especie
Bacteriana *

265
266
267
X 2.1 268
269
270

271
272
273
x22 7
275
276

277
278
279
X23 7
281

282
283
GUA21
285
286

287
288
GUA22 2
290
291

292

GUA23 =

294
295

crema (1lmm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (Imm)
marrén (4mm)

roja (Imm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)
marrén (4mm)

roja (lmm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

roja (lmm)

crema (1lmm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

crema (1mm)
crema (2mm)
crema (4mm)

amarilla (1mm)

15
20
38

18

22

21
24
68

15
20
38

41

15

1.8
0,8
22
0,3
0,2
0,2

2,1
24
6.8
0,5
0,6

0,8
0,6

23
1.2
0,6
2.1
0,9

41
0,9
15
0,5

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes
Klebsiella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.

Enterobacter aerogenes

Nota: E1 agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro, en consecuencia, los caracteres

morfologicos que se aprecian en las colonias bacterianas no ofrecen suficiente informacién como para determinar directamente el

género o la especie. Para determinarlo se requiere la ejecucion de pruebas bioquimicas tradicionales.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Bagre (Cetopsorhamdia sp.) y
Aguaen la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio ATS).

Ejemplar Cepa

BA 2.1

BA22

BA 23

AGUA?2.1

AGUA?2.2

AGUA23

296
297
298
299
300

301
302
303
304
305

306
307
308
309
310

311
312
313

314
315
316
317
318

319
320
321
322
323

Placa

Morfotipo

UFC (urc/mi) x 10°

Abundancia

Especie
Bacteriana *

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (Imm)

marrén (4mm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

crema (1mm)
crema (2mm)

amarilla (1mm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

crema (1mm)

crema (2mm)

crema (4mm)
amarilla (1mm)

marrén (4mm)

410
328

80
210
10

108
91
11

512
343
21

432
311

373
292

41
328
0,8

0,3

14

21

0,3
0.2

10,8
9,1
11
0.1
0,6

512
343
2,1

432
31,1
0,9
0,6
0,8

373
292
0,3
0,3
0,7

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Citrobacter sp.
Serratia marcescens
Proteus sp.
Enterobacter aerogenes

Shigella sp.

Nota: El agar tripticasa de soya es un medio de cultivo bacteriano de amplio espectro, en consecuencia, los caracteres

morfoldgicos que se aprecian en las colonias bacterianas no ofrecen suficiente informacion como para determinar directamente el

género o la especie. Para determinarlo se requiere la ejecucion de pruebas bioquimicas tradicionales.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (Astyanax fasciatus) y
Viejita (Andinoacara pulcher) enla Estacién La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

. . Abundancia Especie

Ejemplar Cepa Morfotipo  UFC (UFC/ml) x 10’ Bacteriana *
amarillogmm) 29 2.9 Vibrio cholerae
SAR 2.1 verde(mm) 172 17,2 V. parahaemolyticus
SAR 2.2 amarillo@mm) 28 2.8 Vibrio cholerae
Verde(4mm) 23 2,3 V. parahaemolyticus
amarillo@mm) 14 1,4 Vibrio cholerae
SAR 2.3 Verde(4mm) 11 1 , 1 V. parahaemolyticus
VIE 2.1 amarillogmm) 29 2,9 Vibrio cholerae
verde@mm) 8 0,8 V. parahaemolyticus
VIE 2.2 amarilloemm) 18 1,8 Vibrio cholerae
verde@mm) 26 2,6 V. parahaemolyticus
amarillo@mm) 8 0,8 Vibrio cholerae
VIE2.3 verde4mm) 13 1,3 V. parahaemolyticus

Nota: El agar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio a través del

morfotipo.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Voladora (Parodon apolinari) y
Guabina (Hoplias malabaricus) en la Estaciéon La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

Abundancia Especie

E'] emplar Cep a Placa MOI‘fOtipO UFC (UFC/ml) x 10°  Bacteriana *

amarillogmm) 14 1,4 Vibrio cholerae
X2.1

verde@mm) 18 1,8 V. parahaemolyticus
amarillogmm) 22 2,2 Vibrio cholerae

X22 ,
verde@mm) 130 13 V. parahaemolyticus
amarillogmm) 21 2,1 Vibrio cholerae

X23 ,
VeI‘de(4mm) 18 1 ,8 V. parahaemolyticus
GUA 2.1 amarillogmm) 9 0,9 Vibrio cholerae
Vel'de(4mm) 15 1 y 5 V. parahaemolyticus
GUA 2.2 amarilloemm) 6 0,6 Vibrio cholerae
Verde(4mm) 22 2,2 V. parahaemolyticus
amarillo@mm) 37 3,7 Vibrio cholerae
GUAZS3 verde@mm) 15 1,5 V. parahaemolyticus

Nota: Elagar TCBS es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar las especies del género Vibrio.
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Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Bagre (Cetopsorhamdia sp.) en la
Estacién La Guaquira del rio Yaracuy (Medio TCBS).

. Abundanci i
Ejemplar Cepa Placa Morfotipo  UFC (UF(III/Irlngn; o' Ba]itsgr?;ea *
Aot .~ amarillo(4mm) 36 3,6 Vibrio cholerae
BA 2.
verde(4mm) 10 1 V. parahaemolyticus
,"*ﬁ amarillo(4mm) 14 1,4 Vibrio cholerae
BA2.2
Verde(4mm) 13 1 ,3 V. parahaemolyticus
- amarillo(4mm) 27 2,7 Vibrio cholerae
BA2.3
verde(4mm) 14 1,4 V. parahaemolyticus
Cuadro 70

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en Agua de la Estacién La Guaquira del rio Yaracuy
(Medio TCBS).

. Abundanci E i
Ejemplar Cepa  Placa Morfotipo  UFC (UFC/ml)x 16 Bacteriana *

354 amarillo(1mm) 45 4,5 Vibrio cholerae
AGUA 2.1

355 verde(Imm) 11 1,1 V. parahaemolyticus

356 amarillo(4mm) 23 2,3 Vibrio cholerae
AGUA2.2

357 Verde(4mm) 7 O, 7 V. parahaemolyticus

358 1 amarillo(4mm) 31 3,1 Vibrio cholerae
AGUA23 "

359 Verde(4mm) 9 0,9 V. parahaemolyticus
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Comunidad bacteriana asociada al tejido intestinal de peces silvestres del rio Yaracuy / Apéndices

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Sardina (Astyanax fasciatus) y
Viejita (Andinoacara pulcher) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio EMB).

Ejemplar Cepa

Morfotipo

Abundancia
UFC (urc/mi) x 10°

Especie
Bacteriana *

SAR 2.1

SAR 2.2

SAR 2.3

VIE 2.1

VIE2.2

VIE 2.3

violeta (4mm)

rosado (4mm)

violeta (4mm) 16

rosado (4mm) 170

| violeta (4mm)

rosado (4mm) 15

5
6

8

violeta (4mm) 9

rosado (4mm) 30

violeta (4mm) 4

rosado (4mm) 44

violeta (4mm) 3

rosado (4mm) 56

0,5
0,6

1,6
17

0,8
1,6

0,9

0,4
4.4

0,3
5,6

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Serratia marcescens

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar algunas especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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Comunidad bacteriana asociada al tejido intestinal de peces silvestres del rio Yaracuy / Apéndices

Morfotipo, UFC y Abundancia bacteriana en tejido intestinal de Voladora (Parodon apolinari) y
Guabina (Hoplias malabaricus) en la Estacion La Guaquira del rio Yaracuy (Medio EMB).

; . Abundancia Especie
EJ emplar Cep a Placa MOI‘fOtlpO UFC (UFC/ml) x 10’ Bacteriana *

) | violeta ( 4mm) 7 0’7 Enterobacter aerogenes
X 2.1 rosado (4mm) 36 3,6 Serratia marcescens
X 2.2 violeta (4mm) 2 0’2 Enterobacter aerogenes
rosado (41’111’1’1) 17 1,7 Serratia marcescens
ViOleta (4mm) 8 0’8 Enterobacter aerogenes
X23 rosado (4mm) 16 1,6 Serratia marcescens
violeta (4mm) 12 1 ’2 Enterobacter aerogenes
rosado (41]’11’1’1) 30 3 Serratia marcescens
violeta (41’1’11’1’1) 15 1 ’5 Enterobacter aerogenes
rosado (4mm) 44 4,4 Serratia marcescens
0 ’3 Enterobacter aerogenes
2’6 Serratia marcescens

Nota: El agar EMB es un medio de cultivo especifico que permite diferenciar algunas especies de Enterobacterias a través del

morfotipo.
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