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Resumen: Mediante un dispositivo de registro automatico se estudio
el efecto de la exposicion a soluciones subletales de Cd™ (0.3 mg. L)
sobre algunos parametros etologicos de juveniles de Cyprinus carpio
(carpa comun) y de Astyanax fasciatus (“mojarra”). Se evaluo el
efecto del metal sobre la actividad natatoria total y las preferencias
altitudinales y laterales de los peces. Los tres parametros se
registraron simultineamente mediante un dispositivo original. Se
evaluaron los niveles “normales” o estandar de dichos parametros
(los peces en agua potable, control) y los alcanzados por los mismos
individuos tras su exposicion al toxico de referencia (Cd). E1 metal
provoco una depresion de la actividad natatoria total alcanzando una
magnitud comparable en ambas especies. La preferencia altitudinal,
también resulté modificada: C. carpio se hallé con mayor frecuencia
en la capa superior de los acuarios mientras que A. fasciatus se ubico
en las inferiores. En cuanto a la preferencia lateral, los individuos de
ambas especies evitaron la franja vertical donde se producia el goteo
de la solucion de Cd; si bien esta respuesta espacial de los animales no
sigui6 un patrén definido fue mas marcada en las carpas. Todas las
respuestas se pusieron de manifiesto inmediatamente después de
haberse iniciado la exposicién al Cd. El método result6 sensible y
apto para el seguimiento de los pardmetros etologicos seleccionados.
Se concluye que la actividad natatoria y la ubicacién espacial de las
especies estudiadas, entre otros indicadores, pueden ser considerados
como biomarcadores de toxicidad acudtica.

Palabras clave: Cyprinus carpio, Astyanax fasciatus, ecotoxicologia
acuatica, biomarcadores conductuales de toxicidad, cadmio subletal.

Abstract: Non invasive behavioural biomarkers of
environmental stress: comparative study on two teleosts from
ecosystems of the pampean region of Argentine. By means of an
automatic recording device, the effects of the exposure to sublethal
solutions of Cd™ (0.3 mg. L") on some ethological parameters of
juvenile Cyprinus carpio (common carp) and Astyanax fasciatus. The
effect of the metal was evaluated through three parameters: the total
swimming activity and the spatial (lateral and altitudinal)
preferences, relative to controls (fish kept in tap water); they were
registered simultaneously by means of an original device. There were
determined successively the “normal” or standard levels of those
parameters in control fish and those reached by the same individuals
after their exposure to the reference toxic (Cd).

In both species the metal caused a depression of the total swimming
activity in a comparable magnitude. The altitudinal preference was
also modified: C. carpio was found more frequently in the superior
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layer of the aquaria while A. fasciatus was found in the inferior ones.
For the lateral preference, the individuals of both species showed an
avoidance behavior of the site of the aquaria where the Cd solutions
was dripping. This response of the animals didn't follow a defined
pattern, but was more marked in the carps. All the evaluated responses
to the toxic were detected immediately after the beginning of the
exposure to Cd. The method proved to be sensitive and apt for the
monitoring of the measured behavioural parameters which makes ita
promising tool for biomonitoring purposes. We concluded that the
swimming activity and the spatial location preferences of the studied
species, among other, may be considered as biomarkers of aquatic
toxicity.

Key words: Cyprinus carpio, Astyanax fasciatus, aquatic
ecotoxicology, behavioural biomarkers of toxicity, sublethal
cadmium

Introduccién.
Bioensayos de toxicidad acudtica.

El uso de organismos acuaticos como indicadores precoces de la
calidad toxicologica de areas acuaticas se ha acentuado en los ultimos
35 afios. Entre ellos, los peces fueron los primeros en ser utilizados en
los protocolos de evaluacién ecotoxicolégico acuatico y aun siguen
siendo de eleccion como especies centinela en diversos bioensayos de
toxicidad [1].

Cuando un contaminante alcanza el medio acuatico pueden ponerse
de manifiesto efectos toxicos directos sobre la biota de esos
ambientes, cuya intensidad es funcién de diversos factores externos
como la concentracién y composicion del contaminante, la duracién
dela exposicion, etc. La informacion referida a este tipo de efectos es
alcanzada mediante bioensayos de laboratorio cuyos resultados se
aplican en la construccion de criterios para estimar riesgos
ambientales, determinar niveles permitidos de contaminantes,
evaluar el impacto ambiental adverso de vertidos toxicos, etc.

Es importante anticipar que la informacién brindada por los
bioensayos agudos (o letales) de laboratorio, generalmente
uniespecificos, no siempre es facilmente extrapolable a las
condiciones reales en las que lo habitual es la convivencia de varias
especies en el mismo ambiente receptor, con diferentes letalidades
paraun mismo toxico. Asi, puede ocurrir que en los supervivientes se
hayan producido efectos, también directos, pero subletales. Entre
estos ultimos pueden mencionarse los etologicos o las disfunciones
suborganismicas asociadas a los factores de estrés ambiental, que no
necesariamente provocan la muerte de los animales. Por eso, esas
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especies que no llegan a morir, son clasificadas como tolerantes; ellas
se caracterizan por presentar ese tipo de efectos indirectos (o
secundarios) que generalmente no se pueden evaluar mediante
bioensayos de laboratorio, no letales, [2] pero de una mayor
implicacioén ecologica.

En este mismo grupo de efectos, estan aquellos que pueden tener otras
consecuencias adversas adicionales, también indirectas, cuando por
diversas razones se ven afectadas las poblaciones o comunidades de
productores o consumidores [3]. Finalmente, a largo plazo, las
consecuencias podran apreciarse en otros niveles superiores de
organizacion (poblacion, comunidad, ecosistema).

Biomarcadores de toxicidad.

Los cambios indirectos debido a la exposicion a xenobidticos se
pueden evaluar cuantitativamente mediante biomarcadores. El
término biomarcador se refiere a cambios particulares (bioquimicos,
fisiologicos, histolégicos, etc.), no letales, observables o
cuantificables, que revelan la exposicion presente o pasada de los
organismos a xenobioticos, esto es, desde el nivel de organizacién
molecular y celular en adelante [4-7]. Entre ellos, los
comportamentales constituyen un grupo de indicadores subletales de
especial interés en estudios de ecotoxicologia acuatica,
caracterizados por su sensibilidad.

El comportamiento juega un papel fundamental en los procesos de
adaptacion. Muchas respuestas etologicas se manifiestan
inmediatamente después del contacto con el contaminante, por lo que
se los considera como biomarcadores precoces de exposicion.

A los efectos de legitimar la informacion, es importante determinar
previamente el perfil de la actividad o nivel basal de los parametros
biomarcadores seleccionados para evaluar, en una etapa posterior, los
cambios ocurridos en ellos debido a las condiciones toxicologicas
adversas del medio estudiado.

En lo referente al estudio de los parametros natatorios “normales” de
especies de la ictiofauna pampeana pueden citarse los trabajos de
Trenti y col., [8] y de Gomez y Ferriz [9] quienes se ocuparon de la
capacidad de natacién, evaluandola en términos de su velocidad de
natacion. A ellos se agregan los nuestros, referidos a otras variables
tales como la actividad natatoria y la ubicaciéon espacial en
condiciones de laboratorio [10,11].

Entre los vertebrados, los peces responden al estrés ambiental por
medio de diferentes mecanismos compensatorios [12-14]. De ellos,
son importantes varios cambios etologicos tales como la actividad
natatoria total [6,15-17], velocidad de natacién, ubicacion espacial,
performance natatoria [18,19], movimientos ventilatorios bucales y
operculares [20,21]. Todos esos cambios conllevan un importante
costo energético [22]. Ademas, estudios preliminares realizados en
nuestro laboratorio mostraron que la exposiciéon subletal al Cd
producia una severa alteracion en la funcién digestiva de C. carpio,
con una significativa reduccion de la ingesta y de la produccion de
heces [23,24].

Toxicidad del Cadmio.

El cadmio (Cd) es un metal pesado que ha adquirido una gran
importancia toxicoldgica y ecotoxicologica [25]; es un elemento
toxico, cancerigeno, que a muy bajas dosis afecta mecanismos y
funciones fundamentales de diferentes especies, incluidos los
humanos, siendo los 6rganos diana mas importantes el higado y el
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rifion. La actividad antrépica libera el metal de sus depositos
naturales insolubles distribuyéndolo en los diferentes
compartimentos ambientales -aire, tierra, agua- siendo el tltimo, el
sitio mas importante del depoésito final de sus diferentes formas
solubles [26]. Esta dinamica ambiental del metal conlleva la
exposicion cronica de los organismos, con impactos tanto a escala
individual como poblacional, como consecuencia de los procesos de
bioacumulacion. Por ello, sus efectos son variados, desde los que
ocurren a nivel suborganismico hasta aquellos que se pueden
manifestar como alteraciones en el ecosistema [27]. En los peces, las
branquias y el higado son los principales 6rganos diana del metal
[28].

El Cd es un contaminante que se halla “normalmente” en las masas de
agua pampasicas, a veces en concentraciones superiores a los niveles
guiadeterminados por lalegislacion vigente [29,30].

En este trabajo se informa acerca de los cambios provocados por
dicho elemento en algunos biomarcadores conductuales de dos
especies de teledsteos, una de ellas exdética introducida en los
ecosistemas pampasicos (Cyprinus carpio) y la otra nativa (4dstyanax
fasciatus).

Material y métodos.
Equipo experimental

Se utiliz6 un equipo descrito previamente [10] basado en el de Shirer
y colaboradores [31]; el mismo esta constituido por un conjunto de
acuarios de vidrio en cuyo exterior se han fijado sensores infrarrojos,
que emiten sefiales que permiten el registro de la ubicacion espacial
de los peces con una frecuencia de 1 seg” mediante coordenadas. La
informacion es almacenada en un ordenador dotado de un sistema de
adquisiciéon de datos y recogida en un software desarrollado
especialmente.

Periodos experimentales

Las condiciones ambientales fueron constantes en todas las fases
experimentales. El fotoperiodo se fij6 en 12D:12N, la temperatura en
22,2°C y la aireaciéon fue permanente. El flujo de los diferentes
medios fue continuo (flow through) a una velocidad de 12-15 ml.
min”, regulado mediante una bomba peristéltica multicanal; la
renovacion completa del contenido de cada acuario ocurri6é cada 24
hr.

Los animales recibieron alimento para peces (Tetra AniMin) de la
siguiente composicion: proteina cruda: 30 %; lipidos: 4 %; fibras: 5
%; humedad: 10 %, cenizas: 12 %.

Al iniciar los experimentos se pesaron los animales. Cada ensayo
estuvo integrado por tres periodos sucesivos que transcurrieron en el
mismo acuario: a) Aclimatacion en agua potable (AP), b) Control en
APy c) Exposicion, en la que el AP fue reemplazada por una solucién
de C1,Cd en AP; la concentracién total de Cd"” fue de 0.300.35 mg L™
El primer periodo tuvo una duracién de 7 dias (en el que no se
realizaron registros de la actividad natatoria) mientras que cada uno
de los dos subsiguientes se prolong6 durante 4 dias.

Los peces se alimentaron diariamente, ad libitum durante el periodo
de aclimatacion, mientras que en los otros dos se les ofrecié una
cantidad de alimento equivalente al 2 % del peso corporal. No se
registro mortalidad en ninglin caso.
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Meétodos quimico-analiticos.

En cada periodo se tomaron muestras diarias de los medios en cada
acuario; en ellas se determinaron los siguientes parametros: oxigeno
disuelto (OD), dureza, pH, temperatura y concentraciéon de Cadmio;

en este ultimo caso las muestras se acidificaron con HNO3 (pH  2).

E1 0D se midié mediante la técnica de Winkler, la dureza total con un
kit de reactivos Merck (108039) y el pH en un aparato digital Orion
modelo 701 A. La concentraciéon de Cd2+ total se determind por
espectrometria de absorcion atémica en un equipo Instrumentation
Laboratory Modelo457,a228,8 nm.

Organismos prueba.

Los bioensayos se llevaron a cabo con ejemplares juveniles de
Cyprinus carpio (3,0 - 4,0 g) (N=9) y Astyanax fasciatus (1,0 -1,5 g)
(N=9), sin exposicion previa a contaminantes.

Parametros etologicos.

Se hicieron muestreos diarios de 4 hr continuas en cada acuario. Las
sefiales registradas permitieron determinar para cada individuo los
siguientes parametros:

a) la actividad natatoria total, como fndice de Actividad Relativa (Ta)
[10]: cuando Ia=1 la actividad del pez es normal; cuando Ia es
mayor o menora 1, habra disminuido o aumentado la actividad.

= promedio de los movimientos totales del periodo exp erimental
=

movimientos totales del dia i

donde i=dia de experimentacion.

b) la preferencia altitudinal, como frecuencia de veces que el animal
fue registrado en cada una de 4 franjas horizontales de 4 cm de
espesor (determinadas arbitrariamente en los acuarios), e
identificadas, desde la superficie al fondo, como A, B, C y D
respectivamente.

c) la preferencia lateral, como frecuencia de veces en que el pez fue
registrado en cada una de 5 franjas verticales, de 8 cm de ancho (en
que se dividieron arbitrariamente los acuarios); el goteo de los
medios (AP o AP + Cd) ocurri6 cerca de la superficie de los
acuarios, a laaltura dela franja vertical 1.

Expresion de los resultados. Métodos estadisticos.

Los resultados se expresaron como medias (para el Indice de
Actividad Relativa) o como porcentaje de veces en que cada pez fue
detectado en cada franja horizontal o vertical de los cuatro registros
efectuados cada dia + ESM. La comparacion de los resultados entre
pares de grupos se realizd mediante el test de t para muestras
apareadas y ANOVA de un factor (p < 0,05); se utilizo el software
estadistico INSTAT.

Resultados.
Pardametros fisicoquimicos.

Los resultados conjuntos de todas las mediciones efectuadas (medias
= ESM) fueron los siguientes: pH, 8,41 = 0,30 (n=140); OD (mg.L"),

8,25+ 0,46 (n=125); dureza (mMCaC03),0,76+0,13; Cd’ (mg.L"),
0,33 + 0,05 (n=126). Las concentraciones de cadmio en el agua
potable (periodo control) fueron menores que los limites de deteccion
del método (0,.005 mg.L"). Se aprecia que el perfil fisicoquimico de
los medios se mantuvo estable por lo que los efectos registrados solo
son atribuibles al toxico ensayado.

Parametros etologicos.
Actividad natatoria total (Figura 1).

Los cambios ocurridos en los indices Ia muestran que el metal
provoco reducciones significativas en la actividad natatoria total en
Cyprinus carpio (p<0,001). En cambio, en Astyanax fasciatus, el
metal no lo alteré significativamente, si bien la tendencia fue
comparable a lo observado en C. carpio.
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Figura 1: Actividad natatoria total [expresada como Indice de
actividad relativa (la)] de juveniles de Cyprinus carpio (n=9) y
Astyanax fasciatus (n=9) mantenidos sucesivamente durante 4 dias
en AP (Control) y en soluciones de Cd’' (Exposicién). Datos como
medias de los registros diarios = ESM. El * indica diferencias
significativas (p<0,001).

Preferencia altitudinal (Figura 2).

En el periodo control, la distribucion de C. carpio fue uniforme en las
4 capas, mientras que A. fasciatus se ubico preferentemente en el
fondo de los acuarios. Estas distribuciones se vieron afectadas por el
Cd2+; en C. carpio se registré un desplazamiento en su preferencia
hacia las dos capas superiores mientras que A. fasciatus se distribuyd
entre las dos capas extremas (A y D) que en su conjunto representan
casiel 75% de las frecuencias.

Preferencia lateral (Figura 3).

En el periodo control la distribucion de C. carpio se caracterizd por
una frecuencia de preferencia significativa en la franja 1; este perfil
no se hallé en A. fasciatus donde su distribucion fue uniforme en
todas las franjas. Cuando los peces fueron expuestos al metal, C.
carpio se desplazo significativamente al extremo opuesto del sitio de
goteo (franja 5); A. fasciatus, en cambio, mostr6 solo una tendencia a
permanecer en la franja intermedia (franja 3).
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Figura 2: Preferencia altitudinal de juveniles de Cyprinus carpio
(n=9) v de Astyanax fasciatus (n=9) mantenidos sucesivamente
durante 4 dias en AP (Control) y en soluciones de Cd’" (Exposicion).
Las letras indican franjas horizontales arbitrarias, A: franja
superior, D: franja inferior. Datos como frecuencias medias de los
registros diarios (en %) + ESM. Las tablas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre las distintas franjas de cada periodo
experimental.
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Figura 3: Preferencia lateral de juveniles de Cyprinus carpio (n=9)y
de Astyanax fasciatus (n=9) mantenidos sucesivamente durante 4
dias en AP (Control) y en soluciones de Cd' (Exposicion). Los
nttmeros indican franjas verticales arbitrarias, 1: franja sobre la que
gotean los medios, 5: franja mds alejada. Datos como frecuencias
medias de los registros diarios (en %) + ESM. Las tablas indican las
diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas franjas de cada
periodo experimental.

Discusion
Se presentan los resultados experimentales obtenidos mediante un

dispositivo que permite estudiar simultaneamente diferentes aspectos
del comportamiento natatorio de Cyprinus carpio y Astyanax
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fasciatus, mediante una técnica original no invasiva; el diseflo
utilizado presenta, ademas, la ventaja de que se lleva a cabo
exponiendo sucesivamente a un mismo individuo a dos diferentes
condiciones ambientales (en nuestro caso agua potable y cadmio); de
esa manera, cada individuo es control de si mismo para los diferentes
parametros cuantificados.

La actividad natatoria total (Figura 1) resulté reducida para ambas
especies siendo mas marcado el efecto en las carpas. También se
observaron cambios en la preferencia altitudinal de los animales
(Figura 2): los resultados sugieren que los juveniles de C. carpio
serian mas sensibles al Cd que los de 4. fasciatus, lo que podria ser
interpretado como un caracter diferencial entre ambas especies; esto
puede atribuirse a una sensibilidad diferencial de las estructuras
sensoriales periféricas de los peces. Este resultado muestra como la
presencia de un solo contaminante en el mismo ambiente compartido
por varias especies podria provocar, efectos diferenciados, ilustrando
la importancia ecotoxicologica predictiva de este tipo de
informacion.

En relacion con lo anterior, Espina et al. [32,33], estudiaron el efecto
de concentraciones comparables de Cd sobre juveniles de la carpa
herbivora Ctenopharyngodon idella brindando evidencias que
podrian permitir una interpretacion de los cambios en las preferencias
altitudinales como efectos secundarios de eventos fisiolégico-
morfologicos asociados a una mayor demanda de O, por deterioro en
los mecanismos de captacion del mismo.

En lo referente a la preferencia lateral (Figura 3) lo mas destacado fue
que los animales mostraron una tendencia por evitar la franja del
acuario en la cual se producia el goteo de la solucion de Cd; este
comportamiento fue mas marcado en el caso de C. carpio. Hay
evidencias de que esta respuesta podria ser de diferente magnitud
segin el metal presente en el medio y que involucraria al sistema
olfativo delos peces[34].

Es interesante puntualizar que los cambios sefialados se registraron
inmediatamente después del inicio de exposicion al metal, indicando
que la técnica utilizada permite cuantificar, de manera no invasivay
temprana, la calidad toxicolégica del medio acuatico.

El analisis de la actividad natatoria de los peces en cautiverio es
dificultosa por la gran variabilidad individual de las respuestas, atin
en los periodos control; varios autores han advertido acerca de esto,
aconsejando evitar el analisis de la informacién sobre la base de
registros individuales [35,36]. Por ello, es importante destacar que en
el protocolo utilizado por nosotros cada individuo es control de si
mismo y la expresion numérica de los resultados se realiza mediante
indices relativos o porcentajes que permiten estandarizar los
resultados evitando que sean afectados por esa variabilidad.

Las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los ambientes
acuaticos son extremadamente diversas y variables. De alli que no es
facil establecer criterios generales para definir niveles de
concentraciéon maximos permisibles para toxicos, determinados para
la proteccion de la biota acuatica. En el caso particular del Cd es
importante considerar, ademas de su concentracion total, la dureza de
los medios en los que se mide, ya que ese parametro es uno de los
atributos quimicos criticos que modulan la toxicidad aguda y cronica
del metal paralos peces [37]. Por esarazon, los diferentes niveles guia
que se exigen para la proteccién de la biota de agua dulce son
variables.

Es importante seflalar, por otra parte, que la toxicidad aguda del Cd
para los peces, expresada como CL,, presenta valores
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extremadamente variables -a veces con diferencias de varios érdenes
de magnitud- para una misma especie, ademas de otras condiciones
determinantes de la toxicidad (edad, estadio de desarrollo, sexo)
[38,39].

La concentracion en nuestros ensayos fue subletal pues no provocoé la
muerte de ninglin individuo de las dos especies; sin embargo los
resultados indican que tras permanecer 4 dias en medios conteniendo
aproximadamente 330 ug Cd.L" los peces evidenciaron disturbios, en
grado variable, en su actividad natatoriay en su distribucién espacial.

Finalmente, los resultados alcanzados permiten afirmar que el Cd es
un estresante ambiental que en las condiciones de nuestros ensayos
muestra producir impactos adversos sobre la conductanatatoria de las
especies estudiadas. Esta conclusion debe ser evaluada en el contexto
de larealidad ecotoxicologica de los ambientes acuaticos pampeanos
en muchos de los cuales las concentraciones de metales en general y
del Cd en particular pueden hallarse en niveles comparables a las
utilizadas en este estudio, superiores a los niveles guia de maximos
permitidos por la legislacién nacional e internacional para la
proteccion de la biota acuatica superficial.
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