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ABSTRACT

Resistance to various toxins and anaesthetics in Poecilia reticulata Peters, 1859.

Followingthe maximum critical technique (MC) we carried out tests of resistance
on different toxins in Poecilia reticulata. The results obtained in decreasing
order were: Sodium Hypochloride, Leaded super oil (high octane), Formaldehyde,
Non-leaded super oil (high octane), Hydrogen Peroxide, Common oil, Diesel
oil, Petroleum ether, Ethanol 96% and Methanol. In addition, with LSO and CO,
experiments were performed at different salinities with LSO always being more
toxic than CO giving a negative and significant correlation between MC and
salinity. In the experiments carried out with ethanol using the resistance time
technique of 50% (tR50%), values for distinct concentrations were determined
and related in the equation tR50%=0,83. CE~#337 with R2 =83,7 (n=8). Following
the use of this equation CL50-96h = 0,284% is estimated. Different anaesthetics
were analysed recording their action times for Poecilia reticulata. The six
utilised were divided into two groups: of rapid action (Benzocaine, menthol and
macerated of tobacco) and of slow action (Diazepan, Diethyl barbituric acid and
Sodium diethyl barbiturate). The benzocaine is the most rapid in having an
effect with a 100% recuperation with doses less or equal to 1gr/L. The second
in efficiency is menthol with a recuperation of 100% with doses of 5 gr/L. The
macerated of tobacco is the one which presents the highest mortality.
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INTRODUCCION

La industria del petréleo origina modificaciones
en el ambiente y concomitantes efectos biolégicos.
Los aceites impregnan las superficies e impiden los
intercambios gaseosos, los desperdicios fenélicos
impiden la absorcién de oxigeno y los nafténicos son
directamente toxicos. Enlos peces se produce asfixia,
deshidratacién e intoxicacién. Esta actividad ha
provocado profundos cambios en la composicion
ictica en la zona costera del rio de La Plata
(RINGUELET, 1967). El alcohol o la mezcla de estos
son desechos comunes en la industria celulésica y
tienen efectos letales en los peces.

Los anestésicos por su parte son utilizados, en
peces,. con diversos objetivos como por ejemplo:
transporte, manipuleo quirtirgico, controles de rutina
en planteles de cultivo, marcacién, etc. Entre los
conocidos el MS-222 es el mas efectivo y utilizado
(SUMMERFELT y SMITH, 1990), no obstante en
muchas circunstancias no se justifica su uso y puede
ser reemplazado por otros compuestos de mas facil
adquisicion.

Enlos tGitimos afos existe la tendencia a aplicar
los resultados obtenidos con peces en lainterpretacién
y cuantificacién del impacto ambiental. Diferentes
autores como DE LA TORRE et al.(1997), MACCHI
et al. (1992) y la American Fisheries Society utilizan
a los peces como indicadores de estrés ambiental.

Existen diferentes técnicas para determinar la
suceptibilidad de los organismos a factores quimicos
o ambientales (GOMEZ, 1996). Tradicionalmente la
concentracion letal para el 50% (CL. 50%) puede ser
calculada con los métodos de «dosificacion de
mortalidad (CL50-96hs)» 0 «tiempos de resistencia
(tR50)» (FRY, 1971; STEPHAN, 1977; GOMEZ y
TORESANI, 1998). Unatécnica alternativa que brinda
unamedidaindirectade laresistenciaeslade «maximo
critico (MC)», extensamente utilizada por diversos
autores (BECKER y GENOWAY, 1979; PALADINO
et al., 1980). El valor de esta técnica radica en que
permite una rapida comparacién entre diferentes
compuestos o especies.

El valor de estos bioensayos, en donde se
expone un organismo a concentraciones crecientes
de un téxico, son de utilidad para establecer criterios
de calidad de aguas y manejo de recursos naturales,
pudiéndose establecer niveles maximos de téxicos
que pueden permitirse en el ambiente sin causar

darios significativos a la biota residente (STEPHAN,
1977; WARD y PARRISH, 1982; SPRAGUE, 1990).

Poecilia reticulata Peters 1859, es originario
de las zonas tropicales del norte de sudamérica,
incluyendo Barbados y Trinidad, encontrandose en
ambientes lénticos y l6ticos (FREY, 1961;
WINEMILLER, 1989). Al igual que la mayoria de los
Cyprinodontiformes son euritépicos (DROSTE et al,
1982). Es unpezde aguas superficiales y que presenta
lacapacidadde realizar respiracién acuética superficial
"ASR" (KRAMER, 1983).

Tienenun marcado dimorfismo sexual, altatasa
de reproduccion y tamafio manejable. Las hembras
juveniles puedenser diferenciadas por un punto negro
que llevan sobre la aleta anal, mientras que los
adultos se diferencian por los colores y la aleta anal
modificada engonopodio enlos machos. Este pequefio
animaltiene unrégimenalimentario de tipo omnivoro,
es usualmente empleado como control biolégico de
larvas de mosquito en regiones tropicales (SKELTON,
1993; COAD, 1996), y también es ampliamente
utilizado enbioensayos (KRAMERy MEHEGAN, 1981;
DROSTE etal 1982; MERINOy DROSTE, 1982). Su
condicién de pez ornamental y la ventaja de que se
reproducen con facilidad en acuarios, ha hecho que
se los crie practicamente en todas partes del mundo
(CASSARA, 1993; GOMEZ et al., 1994).

Esta especie fue elegida para este trabajo por
que se cuitiva practicamente en todos los paises, es
utilizada habitualmente en bioensayos (KRAMER y
MEHEGAN, 1981; DROSTEetal., 1982; MERINO y
DROSTE, 1983), y puede ser empleada como
organismo testigo para establecer ia respuesta de
otras especies, de la misma manera que se lo ha
utilizado para establecer la sensibilidad de Salmo
gairdneriy Pimephales promelasenrelaciénalade
P.reticulata (PESSAH et al., 1973).

Los objetivos de este trabajo son estudiar la
resistencia relativa de Poecilia reticulata, en
presencia de diferentes productos téxicos de
naturaleza quimicay probar la efectividad de distintos
anestésicos de bajo costo y facil uso en el campo. La
realizacion de bioensayos con compuestos tan
disimiles pretende generar una base de datos que
provea un marco comparativo para posteriores
trabajos con Cyprinodontiformes de la Argentina, con
el objeto de utilizar, a estos, como indicadores
biolégicos.
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MATERIALES Y METODOS

Las experiencias con los téxicos se realizaron
con grupos de 5 animales criados en cautividad y

colocados en una cuba de vidrio con un litro de agua.
Las caracteristicas fisicas y quimicas del agua utilizada
paraelmantenimiento de los animales y la mayoriade
los tests se indican en latabla 1.

Tabla 1- Caracteristicas fisicas y quimicas del agua utilizada en los ensayos.

COMPOSICION IONICA EN mg/l

RESIDUO SOLIDO (gr/}) ' 0,954 BICARBONATOS 67,0
NITRATO (en mg N/I) 5,19 CARBONATOS 0

NITRITO (en mg N/I) 0,181 CALCIO 24,4
AMONIO (en mg N/l 1,535 MAGNESIO 38
FOSFORO TOTAL (en mg P/I) 2,125 CLORURO 27,2
CONDUCTIVIDAD (ps) 314 a 480 SODIO 24,5
pH 57 a 6,4 POTASIO 5,1
TEMPERATURA (° C) 23,5228 SULFATO 46,0

En cada caso el toxico en su forma pura fue
afiadido a una velocidad constante de 0,5 cc cada 30
minutos; registrando temperatura, pH inicial y final,
concentracion de muerte para cada animal y longitud
estandar de los mismos.

Para cada grupo se calculé la concentracion
media letal (CL) y su desviacién estandar (DE), como
el promedio aritmético de las concentraciones
individuales de muerte, también se calculé la
concentracion maxima alcanzada (CM) y la longitud
estandar media del grupo.

Se utilizaron los siguientes téxicos (1-10) y
anestésicos (11-16):

1 Eter de petr6leo, 2 Nafta com(n, 3 Nafta
especial con plomo, 4 Nafta especial sin plomo, 5 Gas
oil, 6 Solucidn de hipoclorito de sodio (55 gr de cloro
libre por litro), 7 Formaldehido 40%, 8 Peroxido de
hidrégeno 100 vol., 9 Etanol 96%, 10 Metanol puro, 11
Mentol, 12 Macerado de tabaco, 13 Benzocaina, 14
Acido di-etil barbitarico, 15 Sodio di-etil barbitdrico, 16
Diazepan. Los anestésicos fueron utilizados en las
concentraciones que se indican en la tabla 5.

Dado que se ha indicado que la toxicidad de los
hidrocarburos se incrementa con la salinidad (NEFF
y ANDERSON, 1981) se realizaron experimentos
adicionales con nafta comiin y nafta super con plomo
a distintas salinidades, que previamente fueron

determinadas como no letales en 24 horas, con el
objeto de establecer las correspondientes diferencias
(GIUSTO et al., en prensa).

Adicionalmente en el caso del etanol se
determiné el tR50 para diferentes concentraciones,
relacionando ambas variables mediante un modelo
multiplicativo. Asimismo se utiliz6 este modelo para
calcularia CL50-96 h. También se empled unprograma
computarizado (HARRASS, 1986) que calcula valores
letales mediante tres métodos: transformacién probit,
medias méviles y método de Spearman-Karber.

Para el caso de los anestésicos se utilizé6 un
nimero variable de animales y se experimentd con
distintas diluciones, en cadacaso se registré el tiempo
de volteo (TV= tiempo requerido para la perdida del
equilibrio) de cada uno de los individuos, y se los
relacioné con la concentracién de los anestésicos
mediante un modelo exponencial.

RESULTADOS

Las concentraciones letales para los distintos
tipos de téxicos utilizados se indican en la tabla 2
y en la figura 1 se representa la mortalidad en
funcién de la concentracion de los cuatro
combustibles utilizados.
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Tabla 2 - Para cada uno de los compuestos se indica la concentracién letal media (MC: maximo critico), la
concentracién méaxima alcanzada (CM), latemperatura de exposicion (Te) y lalongitud estandar media

del grupo.
COMPUESTO MC(cc/l) CM(ce/l) Te Lst(mm)
HIPOCLORITO DE SODIO 1,2 1,5 28,5 23,40
NAFTA ESPECIAL CON PLOMO 1,91 2,0 19,5 26,68
FORMALDEHIDO 24 2,5 26,1 20,60
NAFTA ESPECIAL SIN PLOMO 2,6 3,0 20,7 22,30
PEROXIDO DE HIDROGENO 29 3,5 23,0 22,80
NAFTA COMUN 39 4,0 28,9 23,08
GAS OIL >9,0 90 24,1 23,20
ETER DE PETROLEO >75 7,5 6,9 17,50
ETANOL 96% >75 75 23,3 23,44
METANOL >9,0 9,0 21,6 22,06
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Figura 1 - Porcentaje de mortalidad (%) en Poecilia reticulata en funcién de la concentracién (C: en cc/l) de cuatro
tipos de combustibles. A: nafta super con plomo; B: nafta super sin plomo; C: nafta coman y D: gasoil.
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El compuesto mas téxico resulté ser el
hipoclorito de sodio con una concentracién letal
equivalente ala mitad de la concentracién letal con
formaldehido. Los compuestos menos téxicos
resultaron ser: gas oil, eter de petréleo, etanol 96%
y metanol, a las concentraciones indicadas en la
tabla 2 (7,5 a 9 cc/l). Entre los combustibles el mas
toxico resultdé ser la nafta super con plomo y el
menos téxico el gas oil (figura 1).

Los resultados obtenidos con nafta super con
plomo (NSP) y nafta comitn (NC) a distintas
concentraciones salinas se exponen en la tabla 3
y figura 2. En todos los casos la NSP resulté mas
toxica que la NC. El andlisis de regresion arroj6 el
siguiente resultado:

CL = e(08%5+5.-085) con R2%=60,3% (n=7), para NSP.
CL= e(1377+8.-0.017) con R?=61,0% (n=8), para NC.

El andlisis de correlacién entre concentracion
letal media y salinidad indicé una relacién negativa

y significativa (p<0,05) en ambos casos con valores
de r=-0,777 y -0,781 respectivamente.

Los resultados obtenidos de tR50 en funcién
de distintas concentraciones de etanol (CE) se
resumen en latabla 4, ambas variables se vinculan
mediante la ecuacién (figura 3):

tR50= 0,8358 . CE-1.4%%7

con un R?= 83,7% (n= 8). El andlisis de
correlacién resulté significativo (p<0,05) conunr=
-0,9149. A partirde esta ecuaciéon considerando un
tiempo de 5760 minutos se estimé una CL50-96h=
0,284 %.

Con el programa de céalculo de HARRASS
(1986) se obtuvieron valores de 0,210; 0,177 y
0,210 (figura 4). Promediando las cuatro
estimaciones la CL50-96 h para el etanol es de
0,220 (DE= 0,0453).

Tabla 3 - Concentracién letal media (MC: maximo critico en cc/l) para Poecilia reticulataexpuestos a nafta super
con plomo (NSP) y nafta comin (NC) a distintas salinidades (S en gr/l). Se indica ademas la
concentracion maxima alcanzada (CM) temperatura de exposicion (Te) y la longitud estandar (LST)

media del grupo (5 ejemplares).

COMPUESTO S MC
NSP 0,005 2,1
2,75 1,9

5,50 2,9

8,25 1,7

11,00 2,0

16,50 2,1

22,00 1,6

27,50 1,5

33,00 1,1

NC 0,005 3,9
5,50 34

11,00 3,6

19,25 3,7

22,00 2,1

27,50 24

33,00 24

CM Te Lst (mm)
2,5 19,9 22,3
2,0 19,0 23,4
3,5 19,5 21,5
2,0 19,4 - 18,3
25 19,8 22,5
2,5 20,6 18,3
2,0 . 19,4 22,7
1,5 19,4 21,1
1,5 19,0 19,8
4,0 28,9 23,1
45 20,5 18,8
45 19,5 233
4,5 19,0 19,3
2,5 19,4 20,2
3,0 19,5 21,6
3,0 19,3 23,9
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Figura2- Concentracion letal media (CL en cc/l) para Poecilia reticulata expuestos a nafta super con plomo (NSP)
y nafta comuin (NC) a distintas salinidades (S en gr/l).

Tabla 4 - Tiempos de resistencia del 50% (tR50) en Poecilia reticulata expuestos a diferentes concentraciones
de etanol (CE). Se indica ademas el rango de los tiempos individuales de muerte, la mortalidad a 96
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horas (M), la temperatura de exposicion (Te) y la longitud estdndar media del grupo (LST).

GRUPO CE
(%)
5,0
25
1,5
1,0
0,5
0,25
0,1
0,05

0 N O O A W N =

tRS50
(min)
31,64
160,33
1555,18
2412,83
3796,87
7138,0
10488,0
>5760

RANGO
(min)
27-30

132-185

345-2545
1440->5760
3397-4110
3235->5760
1710->5760

M
(%)
100
100
100
80
100
40
40
0

Te
(°C)
24,9
25,3
24,4
23,5
22,4
22,6
23,9
23,5

LST
(mm)
19,8
21,0
22,2
19,8
19,1

21,7
20,8
20,6
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Figura 3 - Poecilia reticulata, relacién entre el tiempo de resistencia del 50 % (tR50: minutos/1000) y la
concentracion de etanol (CE en por ciento), en 8 grupos experimentales. El punto indicado con flecha
indica 100% de sobrevivientes a las 96 h.
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Figura 4 - Porcentaje de mortalidad a las 96 h (%) en Poecilia reticulata sometidos a distintas dosis de etanol (CE
en por ciento). Las estimaciones de CL50-96 h se realizaron mediante los métodos: probit (circulo
vacio), medias mdviles (cruz) y Spearman-Karber (circulo lleno).
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Para los seis anestésicos utilizados a distintas
concentraciones se indican los respectivos tiempos
de volteo en la tabla 5; entre estos pueden
distinguirse dos amplios grupos: los de accién
rapida (benzocaina, mentol y macerado de tabaco)
y los de acci6én lenta (diazepan, acido dietil
barbitdrico y sodio dietil barbitlrico). Los tiempos
de volteo son significativamente diferentes y
variaron entre los 9 segundos con 1 gr/l de

benzocaina hasta los 5820 segundos con 0,15 gr/
Ide diazepan. Enlafigura 5 puede verse larelacién
entre tiempo de volteo y concentracién para los
tres anestésicos de accién rapida. En los tres
casos la correlacién entre tiempo de volteo y
concentracién fue inversa y significativa (p<0,05)
obteniéndose coeficientes de -0,75; -0,98 y -0,97
para la benzocaina, macerado de tabaco y mentol
respectivamente.

Tabla 5 - Tiempos de volteo (TV, en segundos) para los distintos anestésicos utilizados y a diferentes
concentraciones (C engr/l). Se indica ademas la temperatura de exposicion (Te) y la longitud estandar
(LST) media y el peso medio (P en gramos) del grupo.

ANESTESICO C

BENZOCAINA 0,10
0,25
0,50
1,00
2,00

DIAZEPAN 0,05
0,10

0,15

ACIDO-D-BARBITURICO 5,00
10,00

20,00

SODIO-D-BARBITURICO 20,00

MENTOL 1,25
2,50

5,00

MACERADO DE TABACO 4,0
6,0

8,0

N
10
20
10
10
10

o

TV Te LST P
1555 198 252 048
462 19,8 267 055
209 198 245 091
9,0 9.8 237 028
118 203 193 019
3270 26,0 200 0,14
2872 250 195 023
5820 225 206 0,15
396 28,0 194 010
4610 235 318 1,15
4400 213 269 073
2949 222 225 074
553 235 302 1,00
290 222 253 0,68
16,7 235 306 1,21
1691 207 207 021
1407 203 222 0,30
1200 207 209 020
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Figura 5 - Relacién entre el tiempo de volteo (TV en segundos) y la concentracion (C en gr/l) en Poecilia reticulata
expuestas a tres anestésicos de accién rapida. T: macerado de tabaco, M: mentol y B: benzocaina.

DISCUSION

En niveles subletales se observé, solos 0 en
combinacion, alteracién de la frecuencia cardiaca y
respiratoria, cambios de pigmentacion, especialmente
oscurecimiento del pedinculo caudal y parte del
tronco, cambios de comportamiento (agresividad,
busqueda de alimento y movimiento natatorio) y ASR.
Por debajo de niveles subletales y debido a que
exposiciones prolongadas pueden causar un
debilitamiento general del animal aumentando su
susceptiblidad a enfermedades y o predacién; es
correcto denominarlos sin efecto mensurable. Se
considera en estado de estrés al animal que exhibe
una disminucién o alteracién de las funciones, lo cual
indica una muerte potencial o baja de lareproduccién
lievando a una declinacién de la poblacién (HEATH,
1995).

Asimismo los hidrocarburos en niveles subletales
alteran el sabor de la carne de los peces lo que incide
negativamente en su comercializacion (RINGUELET,
1967; MACKIE et al, 1972). La salinidad afecta la
CL50 de varias sustancias incluyendo los
hidrocarburos. Debido a esto los componentes del
petréleo son més toxicos a elevadas concentraciones
de sales (STICKLE et al, 1982).

De los anestésicos utilizados, en estas
experiencias, (tabla 5 y figura 5) el mas rapido en
manifestar sus efectos fue la benzocaina a la cual le
correspondié un 100% de animales recuperados a
dosis iguales o menores a 1 gr/l, mientras que para
dosis mayores la mortalidad fue de un 80%. Utilizando
una concentracion de 0,25 gr/l se obtuvieron tiempos
de volteo, para machos y hembras tratados
separadamente, de 44,8 y 47,6 segundos
respectivamente; estas diferencias son no
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significativas (t= -0,35383, p<0,05) por lo que se
puede considerar un tiempo de volteo general de
46,2 segundos. Cabe destacar que machos y
hembras diferian significativamente (p<0,05) en el
peso corporal con valores de 0,21 y 0,89 gr
respectivamente. La recuperacion total de los
ejemplares anestesiados fue de unos 3 a 5 minutos.
Adicionalmente se obtuvo informacion para
ejemplares de otras especies, a concentraciones de
0,25 gr/l para: Cichlasoma facetum 32 segundos
(85,3 gr); Cnesterodon decenmaculatus 35
segundos (1,0 gr); Pseudotropheus zebra 40
segundos (1,4 gr) y Cichlasoma bioceilatum 60 y
95 segundos (5,7 y 23,6 gr). PARMA DE CROUX
(1990) indicé tiempos de volteo para Prochilodus
lineatus (de 5,5-26,6 gr) entre 120 y 180 segundos
con concentraciones de 0,2 gr/ly menores. Enbase
aloexpuesto eltiempo de volteo no parece depender
del peso corporal sino de caracteristicas propias de
laespecie. Conclusiones similares fueron obtenidas
por ROMAN et al. (1997) que recomienda dicho
anestésico en una concentraciéon de 0,1 gr/l para
Prochilodus platensis y Carassius auratus entre
otras especies, con tiempos de volteo de 90 y 75
segundos respectivamente. Le sigue en eficiencia el
mentol con una recuperacién del 100% luegode 1 a
2 minutos con una dosis de 5 gr/l; el macerado de
tabaco fue el que presentd mayor mortalidad en las
distintas dosis utilizadas rondando entre un 80% y
100% luego de dos minutos de ia sedacién total, lo
cual lo inhabilita para ser utilizado en controles,
manipuleos prolongados y transporte. Los restantes
anestésicos utilizados manifestaron una eficiencia
significativamente menor a los anteriormente
nombrados.

En contraposicién con lo observado en los
anestésicos mencionados, los tiempos de volteo
con: diazepan, acido dietil barbittrico y sodio dietil
barbitrico mostraron una correlacién positiva y
significativa (p<0,05) con la longitud estandar de los
ejemplares, con coeficientes de correlaciénde 0,63;
0,73y 0,76 respectivamente. Cabe destacar que el
macerado de tabaco es el anestésico mas econémico
y de facil preparacion en el campo para ser utilizado
en la rapida sedacién y muerte de ejemplares que
deban ser fijados para coleccion.

Los resultados obtenidos para P. reticulata
pueden ser usados como patrones de comparacién
en la investigacion de otras especies, en la medida
enque se establece para cada compuesto estudiado
un valor o0 un rango de respuesta efectiva, y estos
valores pueden ser tomados como punto de partida
en futuras investigaciones.
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