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ABSTRACT. Numerous studies have shown that the swimming performance parame-
ters of fish may be useful indicators of their environmental stress. The swimming speed
was evaluated in two Pampean species and its alteration as a result of their exposure to
sublethal Cadmium concentrations. The swimming speed was calculated from a daily
registry of the distance and the time of displacement of fish by means of special soft-
ware. Juveniles specimens of Astyanax fasciatus and Australoheros facetum were used in
the assays; fish were acclimated during 7 days in aereated fresh-water (FW), at constant
temperature (20 + 1°C) and photoperiod (12D:12N). The experimental design contem-
plated three successive periods: Control (4 days in FW), Exposure (4 days in FW + 0.3
and 0.5 mg Cd L) and Recovery (7 days in FW); simultaneously the speed of individu-
als maintained in FW during 15 days (CoP) was determined. The swimming speed in
both species increased in the Exposure period. After transfer to clean media (Recovery
period), the altered values in A. facetum, exhibited a slight tendency to recovery (but
without reaching the basal values registered in the Control period). In A. fasciatus a
clear cut recovery response was registered in fish exposed to 0.3 mg. L-! while in ani-
mals exposed to the highest concentration of Cd no recovery was registered. These dif-
ferences were interpreted as evidences of dissimilar uptake and depuration rates of the
toxic.

Key words: swimming speed, sublethal Cadmium, stress, Astyanax fasciatus,
Australoheros facetum.
Palabras clave: velocidad de nado, Cadmio subletal, estrés, Astyanax fasciatus,
Australoheros facetum.

INTRODUCCION

El Cd?+ se encuentra entre los me-
tales pesados hallados comunmente
en ecosistemas acuaticos perturbados
por accion antropica, habiendo adqui-
rido gran importancia toxicologica
(Kasuba y Rozgaj, 2000) y ecotoxicolo-
gica (Salibian, 2004; US EPA, 2007;
WHO, 1992). Su toxicidad para los
organismos acuaticos es muy varia-
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ble aun entre especies filogenética-
mente cercanas (US EPA, 1985, 2001);
su susceptibilidad esta relacionada
con la especiacion, en particular con
la concentracion del metal libre siendo
numerosos los factores determinantes
de la biodisponibilidad y bioconcen-
tracion (Erickson y col., 2008; Kéck y
Hofer, 1998; van der Oost y col,
2003).
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Un efecto frecuentemente observa-
do en los vertebrados expuestos al Cd
es la hipocalcemia, la cual puede ser
acompanada por hipermagnesemia.
En los peces, ese efecto se atribuye a
la inhibicion de la captacion branquial
de Ca*2 (Wright y Welbourn, 1994) lo
que se manifiesta en deformidades del
esqueleto, aun con bajos niveles del
toxico en el medio. Ademas, el Cd
afecta diversos sistemas enzimaticos
relacionados con la neurotransmision,
transporte idnico transepitelial, meta-
bolismo intermedio y la actividad de
las oxidasas de funcion mixta (Almei-
da y col., 2001). En el higado de peces
intoxicados, induce la sintesis de me-
talotioneinas que son proteinas invo-
lucradas en su homeostasis y desin-
toxicacion (Fernandes y col., 2008);
también se han observado alteracio-
nes en su actividad natatoria y en sus
preferencias y distribuciones espacia-
les (Eissa y col., 2006 a, b).

En los tele6steos en particular el
comportamiento es un bioindicador de
exposicion en estudios ecotoxicologi-
cos de estrés subletal, ya que consti-
tuye un modelo ecologicamente rele-
vante, cuyas respuestas son cuantifi-
cables y observables precozmente, a
veces aun antes de la de biomarcado-
res bioquimicos (Scott y Sloman,
2004). Los bioensayos de toxicidad
realizados con peces cuyos puntos
finales son parametros etologicos
permiten determinar si un estresor
ambiental provoca un cambio adverso
que excede el rango normal de variabi-
lidad tolerada (u homeostasis) que
puede afectar algiin aspecto fisiologico
critico  (supervivencia, crecimiento,
reproduccion, etc.) (Gilmour y col.,
2005).

La performance del comportamiento
natatorio normal de los peces resulta
de una secuencia de eventos fisiologi-
cos especificos, los cuales son activa-
dos por estimulos externos que actuan
en un par de neuronas ubicadas en el
bulbo raquideo denominadas Neuro-
nas Gigantes de Mauthner (solo pre-
sentes en peces), que son responsa-
bles de la coordinaciéon de los movi-
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mientos natatorios y del reflejo de
huida (Hill y col., 2004). Es probable
que la disrupcion de esas secuencias
por accion del Cd explique algunas de
las alteraciones etolégicas menciona-
das (Grue y col., 2002).

Entre las diferentes performances
de nado pueden ser descriptas cuanti-
tativamente, se halla la velocidad de
nado critica (Kolok y col., 1998; Nel-
son y col., 2002; Plaut, 2001;). El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar en
condiciones de laboratorio, el efecto de
dos concentraciones subletales de Cd
sobre ese parametro en dos teleosteos
autoctonos, ampliamente distribuidos
en la Pampa Humeda.

MATERIALES Y METODOS
a) Organismos test:

Los bioensayos se llevaron a cabo
con ejemplares juveniles de Astyanax
fasciatus (1.0-1.1 g; longitud total 3.2-
3.4 cm) (N = 22) y Australoheros
facetum (1.3-1.6 g; 3.4-3.6 cm)
(N = 31). Los peces fueron recolecta-
dos de ambientes libres de contami-
nacion antropogénica y fueron mante-
nidos en laboratorio no menos de 30
dias, a temperatura y fotoperiodo
constantes, con flujo abierto continuo
de agua potable aireada y alimenta-
cion ad libitum.

b) Equipo experimental:

Se utiliz6 un equipo basado en el
descrito por Shirer y col (1968) (Eissa
y col., 2005); el mismo estuvo consti-
tuido por un conjunto de acuarios de
vidrio de 20 (ancho) x 40 (largo) x 30
(alto) cm, en cuyo exterior se fijaron
40 sensores infrarrojos, que emiten
senales con una frecuencia de 1 seg-!
y permiten el registro de la ubicacion
espacial de los peces mediante coor-
denadas. La informacion se almaceno
en una computadora dotada de un
sistema de adquisicion de datos y re-
colectada en un software desarrollado
especialmente (Jonas 10.1).
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c) Disenio experimental:

Las condiciones ambientales fueron
constantes en todos los ensayos: foto-
periodo de 12D:12N, temperatura en
los acuarios de 21 * 2° C y aireacion
permanente. El volumen de los medios
contenidos en los acuarios fue de 20-
24 L. El flujo fue continuo (flow
through) a una velocidad de 20-25 ml.
min-!, regulado mediante una bomba
peristaltica multicanal Cole Palmer y
controlado diariamente.

Los peces seleccionados del “stock”
se pesaron y fueron colocados indivi-
dualmente en cada acuario; se les
administré alimento para peces “Tetra
Animin”, de la siguiente composicion
(g/100g): Hidratos de carbono: 30,0;
Proteinas: 42,7; Lipidos: 10,5; Ceni-
zas: 10,5; Humedad: 6,3.

Cada experimento se inicié con un
periodo de Aclimataciéon [7 dias en
agua potable (AP) y alimentacion ad
libitum]. Luego siguié una fase de tres
periodos sucesivos: 1) Control [C]: 4
dias en AP; 2) Exposicion [E|: 4 dias en
solucion de CloCd (0.3 y 0.5 mg Cd L-!
como CIl) en AP; 3) Recuperacion [R]: 7
dias en AP. De esta forma cada animal

Periodo
Control (C)
Periodo de Aclima- 4 dias en AP
tacion
7 dias en AP \

Exposicion (E)
4 dias en
AP + Cd™
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fue control de si mismo. En todos los
casos se corrio en paralelo un segun-
do Control (Control Permanente [CoP))
“externo” en el cual un espécimen
permanecio en forma continua duran-
te 15 dias (tiempo equivalente a
C + E + R) en AP. Durante los ensayos
el alimento ofrecido a los peces fue
equivalente al 2% de su peso corporal
inicial.

En la Figura 1 se representa es-
quematicamente el protocolo descrip-
to.

En los periodos C, E y R (en sus pa-
ralelos en la serie CoP) se realizaron
registros focales diarios de 4 horas (de
10 a 14); esta modalidad se adopto
para obviar el efecto de las variaciones
circadianas de la velocidad (Cazenave
y col., 2008; Weber y Spieler, 1994).

El calculo de la velocidad se efectuo
a partir del registro diario de la dis-
tancia y el tiempo de desplazamiento
de los animales mediante el software
mencionado. El mismo brinda la posi-
cion del animal y la hora, con lo cual
se puede conocer entre qué puntos se
desplazoé y el tiempo que requirié para
ello.

Periodo
Recuperacion

(R)

Periodo

7 dias enAP

Controles Permanentes
15 dias en AP

Figura 1: Diagrama del disefio experimental utilizado.
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Se calcularon:

1) la distancia media de recorrido
(cm), como promedio de las dis-
tancias parciales, segun la
formula:

dn—m= J(Xn — Xm)* +(Yn—Ym)*

y 2) la velocidad media de natacién
(cm.s-1l) aplicando la formula si-
guiente:

dn—m
dt

V=

donde: n, punto de partida; m, punto
de llegada; X, posicion horizontal (ab-
cisas); Y, posiciéon vertical (ordenada);
t, tiempo.

d) Métodos quimico-analiticos:

Diariamente se tomaron muestras
de los medios de cada acuario; en
ellas se determinaron oxigeno disuelto
(OD), dureza total, pH, temperatura y
concentracion de Cadmio; en este
ultimo caso las muestras se acidifica-
ron con HNOs3; (pH < 2). E1 OD se midi6
mediante la técnica de Winkler, la du-
reza total con un kit de reactivos
Merck (108039), el pH en un equipo
digital Orion 701 A y la concentracion
de Cd2* total por espectrometria de
absorcion atomica.

e) Andlisis estadisticos:

Para evaluar las diferencias entre
los resultados correspondientes a los
periodos experimentales se utilizo
ANOVA de un factor para muestras
pareadas. El supuesto de normalidad
se probo con el test de Kolmogorov-
Smirnov y el de homogeneidad de va-
rianzas con el de Bartlett (Zar, 1996).
Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa InfoStat para Win-
dows.
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RESULTADOS
a) Parametros fisicoquimicos:

Los valores que se indican son me-
dias + ESM, para el total de las deter-
minaciones efectuadas (indicado entre
paréntesis) con excepcion del Cd, que
corresponde a los valores efectivos
registrados durante el periodo de ex-
posicion. Los resultados fueron: pH

8,53 £ 0,02 (n = 107); dureza total
(mM COsCa.L-1) 0,76 + 0,01 (n = 63);
OD (mg.L1) 7,74 £ 0,12 (n = 76);

Cadmio efectivo (mg.L-!) durante Ex-
posicion 0,28 + 0.01 (116) y
0,48 £ 0,01 (n = 55). En los periodos
Control y Recuperacion se registro
<0,02 mg Cd. L't (n=119).

b) Velocidad media de nado:

En la Tabla 1 se muestran los
valores de velocidad media de
Australoheros facetum. No se registra-
ron variaciones significativas en la
velocidad media durante todo el tiem-
po de ensayo en el grupo CoP ni en el
expuesto a 0.3 mg .L-!. En cambio,
hubieron aumentos estadisticamente
significativos respecto de los Controles
en los peces Expuestos a 0,5 mg.L-1.
En los periodos de Recuperacion se
aprecio una tendencia incipiente al
retorno a los valores Control.

En la Tabla 2 se presentan los
valores determinados en Astyanax
fasciatus. No se observaron cambios
significativos en el grupo CoP; el ana-
lisis estadistico mostré6 aumentos im-
portantes y significativos entre Con-
troles y Expuestos a las dos concen-
traciones del metal. En el periodo de
Recuperacion la velocidad retorno a
los valores basales en las mojarras
expuestas a 0.3 mg. L-!, mientras que
en las de 0,5 mg. L-! hubo una reduc-
cion solo parcial de la velocidad regis-
trada en el periodo Exposicion.
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Tabla 1. Velocidad media de nado (cm. s1) durante el registro de 4 horas de
Australoheros facetum. Valores promedio + ESM; entre paréntesis, nimero de peces).
El asterisco indica diferencias significativas entre periodos experimentales.

Periodo experimental

[mg Cd*".L™| Control Exposicion Recuperacion
0.0 (CoP) 6,5+1,21 (N=9) 5,0 0,55 (N=9) 4,39+ 0,81 (N=9)
03 4,1+ 0,30 (N=15) 5,9+ 0,30 (N=15) 5,7+ 0,10 (N=15)
0.5 3,9+ 0,04 (N=7) 7,9+ 0,01 (N=7)* 6,5 = 0,02 (N=7)

Tabla 2. Velocidad media (cm/s) durante el registro de 4 horas de Astyanax
fasciatus. Valores promedio + ESM; entre paréntesis, niumero de peces. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre periodos experimentales.

Periodo experimental

[mg Cd**.L7"| Control Exposicion Recuperacion
0.0 (CoP) 7,4+ 0,41 (N=6) 7,0+ 1,07 (N=6) 7,2+ 1,16 (N=6)
0.3 7,6+ 0,12 (N=9) 12,0 + 0,10 (N=9)* 7,2+ 0,14 (N=9)
0.5 8,0+ 0,16 (N=7) 13,1 +0,16 (N=7)* 12,1 0,21 (N=7)*

DISCUSION para A. facetum una relacion positiva

y significativa entre la longitud estan-

Australoheros facetum (chanchita) dar o el peso corporal y el tiempo de

es una especie sudamericana arrastre. Los autores concluyeron que

que presenta habitos mas bien A. facetum es un especialista para

sedentarios. Astyanax fasciatus es la
mojarra mas comun en toda el area
platense; se la encuentra en aguas
mansas de arroyos y rios, y en
ambientes cerrados (Lopez y col,
2005). Ello ofrece la posibilidad de
extender los estudios comparativos a
los efectos del metal en especies
nativas de habitos disimiles. Las dos
especies se adaptan facilmente a las
condiciones de cautiverio propias de
los ensayos de laboratorio.

Los estudios referentes a la locomo-
cion de especies de la ictiofauna de
nuestro pais no son muchos; entre
ellos merecen citarse los trabajos de
Trenti y col. (1999) que determinaron
en Corydoras paleatus, Jenynsia linea-
ta y Cnesterodon decemmaculatus la
capacidad de natacion, sobre la base
del tiempo de fatiga o de arrastre,
concluyendo que J. lineata es la mas
veloz. Gomez y col (2003) encontraron

maniobrar en ambientes estructural-
mente complejos con cierta capacidad
de aceleracion. Mas recientemente,
Gomez y Gonzalez Naya (2005) halla-
ron para esa especie una velocidad
maxima de natacion que, para ejem-
plares de tamano comparable a los
nuestros, oscilo alrededor de
15.5 cm.s!. Los valores determinados
con el método que desarrollamos no-
sotros son comparables con aquellos,
pero fueron menores.

En nuestro caso los registros de la
velocidad de los peces CoP (Tablas 1y
2) mostraron en las dos especies estu-
diadas una notable estabilidad tempo-
ral, aunque con valores diferentes pa-
ra cada una, siendo en promedio la de
A. fasciatus aproximadamente 35 %
mayor que la de A. facetum. En ambas
especies se observo un aumento de la
velocidad de natacion en el periodo de
Exposicion al Cd que oscilo entre
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44-103 % (A. facetum) y 58-64 %
(A. fasciatus); los aumentos fueron
mayores en los peces expuestos a
0.5 mg Cd. L-1.

En las mojarras las velocidades al-
teradas por el metal mostraron en el
periodo de Recuperacion una reversi-
bilidad casi total hasta alcanzar los
valores basales del periodo Control; en
cambio en las chanchitas no se ob-
servd esa respuesta a pesar de que la
permanencia en medio limpio (AP) se
extendi6 por el doble de tiempo de Ex-
posicion al Cd, posiblemente debido a
un mayor grado de estrés.

Estas diferencias en la velocidad de
los animales cuando se los expone al
Cadmio muestra un comportamiento
cuya interpretacion global es compleja
y resultante de una respuesta inte-
grada al estrés. Una de las causas de
la reaccion diferencial entre ambas
especies podria vincularse con la mor-
fologia hidrodinamica y otra podria
estar asociada a diferencias en las
cinéticas de los mecanismos de capta-
cion y depuracion del metal. Cazenave
y col (2008) encontraron que los cam-
bios observados en la natacion de Je-
nynsia multidentata expuesta a micro-
cistina, podrian ser evidencia de neu-
rotoxicidad y de una redistribucion
energética. También podemos citar el
trabajo de Grillitsch y col. (1999) que
asociaron los cambios en la velocidad
de nado de Brachydanio rerio expues-
tos a Cadmio a efectos directos (neu-
rotoxicidad) e indirectos (disrupcion
de la respiracion branquial y de la re-
gulacion osmotica) del metal. A este
respecto es interesante mencionar
resultados recientes que pusieron en
evidencia que la exposicion durante
96 h a medios conteniendo 0.3 mg Cd.
L1 provoca de las mismas especies
severas alteraciones estructurales en
el epitelio branquial (Ferrari y col.,
2009).

Se sabe que la actividad de orga-
nismos acuaticos ectotérmicos puede
estar afectada por una serie de facto-
res abidticos (temperatura, oxigeno
disuelto, salinidad, dureza, pH) (Vogl y
col., 1999). Teniendo en cuenta que en
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nuestros ensayos las variables am-
bientales fueron controladas y esta-
bles en todos los periodos, los cambios
observados en la velocidad de nado
pueden ser interpretados como res-
puestas compensatorias de los peces
al estrés atribuible a las concentracio-
nes subletales de Cd.

Por dltimo, se confirma que las es-
pecies nativas utilizadas pueden ser
consideradas aptas para su utilizacion
en bioensayos de toxicidad con puntos
finales conductuales, pudiendo ser
incorporados a la bateria de tests de
evaluacion de calidad ecotoxicologica
de cuerpos de agua continentales.
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