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RESUMEN

En México, como en otros paises en desarrollo, el conocimiento sobre el grado de contaminacién y sus efectos en los
ecosistemas locales se ha generado siguiendo objetivos de investigacion especificos que emplean metodologias de
distinta naturaleza. Dado que ain existen vacios de informacion en el tema, es importante impulsar el uso generalizado
de pruebas ecotoxicolégicas que empleen protocolos estandarizados y que sirvan como herramientas regulatorias
para establecer medidas integrales de proteccion al ambiente. Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo
demostrar, a través de ejercicios de intercalibracion, previo desarrollo de talleres de homologacion de capacidades,
el potencial de los protocolos de ensayo con Daphina magnay Pseudokirchneriella subcapitata (antes Selenastrum
capricornutum) para generar resultados confiables en laboratorios con poca experiencia en este campo. Esto permi-
tird impulsar el empleo de herramientas bioanaliticas en México para el monitoreo ambiental, las cuales favorecen la
evaluacion integral de los problemas de contaminacion en los cuerpos de agua. Los resultados de los ejercicios de
calibracion interna de los laboratorios demostraron que en un corto plazo es posible lograr una repetibilidad aceptable
en las pruebas y un desempefo adecuado de los protocolos, lo cual apoya la idea de que estos protocolos son perti-
nentes para su empleo en programas de monitoreo ambiental, alin en paises donde actualmente se cuenta con pocos
recursos humanos capacitados y laboratorios aptos para tal fin.

Palabras clave: Intercalibracion, Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata, monitoreo ambiental, México.
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ABSTRACT

In Mexico, as in other developing countries, the knowledge about pollution status and its effects in local ecosystems has been
developed following specific research goals that make use of different methodologies. Since there are information gaps in this topic,
it is important to promote the broad use of standardized ecotoxicity protocols as regulatory tools to establish comprehensive
environmental protection measures. From this perspective, the goal of this study was to demonstrate, through intercalibration
exercises, with previous capacity homologation workshops, the potential of Daphnia magna and Pseudokirchneriella subcapi-
tata (known before as Selenastrum capricornutum) protocols, to generate analytically reliable results in laboratories with little
experience in this field. This will allow the promotion of bio-analytical tools in Mexico for environmental monitoring, which will favor
the integral evaluation of pollution in water bodies. The results of the laboratories internal calibration exercises demonstrated that
in a short term it is possible to achieve an acceptable analytical repeatability and an adequate performance of the protocols,
which sustains the idea that these protocols are good environmental monitoring tools, even in countries where today
there are very few qualified human resources and laboratories fit for this purpose.
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INTRODUCCION

Desde la década de 1950, con el inicio de los esfuerzos para eva-
luar los impactos de las sustancias sobre los organismos y eco-
sistemas, se ha reconocido la necesidad de contar con pruebas
toxicoldgicas uniformes y estandarizadas que permitan obtener
datos confiables y comparables entre distintos laboratorios y re-
giones del mundo (Doudoroff et al, 1951). Desde entonces se ha
advertido que uno de los elementos fundamentales para lograr la
estandarizacion de estas pruebas es el uso de especies de refe-
rencia o subrogadas (Davis, 1977). Estas especies han sido se-
leccionadas porque son representativas de los diferentes niveles
en la trama alimenticia y porque son suficientemente sensibles
a los efectos adversos producidos por los contaminantes. Si los
efectos observados en la biologia (respuesta) de estas especies
subrogadas son empleados como una alerta en el monitoreo am-
biental de la contaminacion, tanto ellas como las demas especies
que forman parte del ecosistema quedaran protegidas, suposi-
cion que es clave en la evaluacion de riesgo ecoldgico (Whitford
et al., 2003).

Adicionalmente, las especies subrogadas presentan venta-
jas como las siguientes:

* Sus protocolos de trabajo han sido ampliamente calibrados a
nivel nacional e internacional.

* Se conoce con gran detalle la forma de mantener sus cultivos y
de manejar sus pruebas para la evaluacion de toxicidad.

* Seconocen los aspectos técnicos requeridos para el control de
la variabilidad durante los ensayos y se han establecido crite-
rios de control de calidad en sus pruebas.

* Se cuenta con cepas de sensibilidad controlada en institucio-
nes del gobierno y académicas, a las que los laboratorios de
prueba pueden acudir para obtener pies de cria.

* Gracias a lo anterior, el uso de especies subrogadas y protoco-
los calibrados permiten el control de |a repetitividad y reprodu-

cibilidad de los resultados, lo cual facilita su aplicacién como
herramientas bioanaliticas en programas rutinarios de moni-
toreo ambiental, cuya relevancia puede tener implicaciones
de orden legal e incluso econdmicas para las empresas que
contaminan.

Dado el extenso uso que de ellas se ha hecho a nivel interna-
cional, los resultados de sus pruebas pueden ser comparados
con aquellos obtenidos en otros paises, ya sea para muestras
ambientales, para sustancias o productos de nueva genera-
cion, para materias primas importadas o de fabricacion nacio-
nal y para otros productos de aplicacion o disposicion final en
el ambiente. Esto es relevante para definir politicas de control y
disposicion de sustancias.

El uso de las especies subrogadas surgié como una inicia-
tiva de las organizaciones internacionales y los gobiernos de va-
rios paises, los cuales han desarrollado multiples métodos o pro-
tocolos estandarizados de prueba para evaluar la toxicidad con
estas especies (USEPA, 1991; ASTM, 1992; OECD, 2002, APHA,
2005) debido a la imposibilidad de evaluar la diversidad de res-
puestas de las diferentes especies que componen un ecosistema
(Moore, 1987).

Entre las especies subrogadas de agua dulce, los claddceros
o pulgas de agua han sido utilizados con gran éxito como organis-
mos de prueba; sobre todo, por su ciclo de vida corto, por su faci-
lidad de cultivo y mantenimiento en el laboratorio y por su impor-
tancia ecoldgica, ya que funcionan como el enlace principal entre
los productores primarios y los consumidores (Mount & Norberg,
1984; Deken, 2005) al convertir al fitoplancton y a las bacterias
en proteina animal, la cual constituye una fraccion importante de
la dieta de numerosas especies acuaticas de eslabones superio-
res de la trama alimenticia. Entre los cladéceros, Daphnia magna
Straus, 1820 es la especie subrogada mas conocida y utilizada
(Martinez-Jerénimo et al., 2000). Tan sélo en Estados Unidos, es
uno de los organismos recomendados con més frecuencia por la
regulacion federal para evaluar la toxicidad aguda y cronica de
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efluentes, cuerpos de agua, muestras acuosas y productos quimi-
cos (USEPA, 1985; USEPA, 1986). La relevancia del uso de esta es-
pecie se puede constatar si se revisa el namero de articulos sobre
ecotoxicologia de cladéceros que fueron publicados entre 1996 y
2006 y que hacen referencia a ella. Del total de articulos publica-
dos en este tema en ese periodo (mas de 900), cerca de 350 fue-
ron realizados empleando a D. magna (Sarma & Nandini, 2006).

Por otra parte, la microalga verde Pseudokirchneriella
subcapitata (Korshikov) Hindak, en ocasiones identificada erro-
neamente y por ello también nombrada como Selenastrum ca-
pricornutum Printz, es actualmente el organismo mas utilizado
como especie subrogada de los vegetales acuaticos que viven
en cuerpos de agua dulce y es una buena representante de los
productores primarios en las redes alimenticias de ambientes
dulceacuicolas (Larsen, 2002).

En México, como en otros paises en desarrollo, conocer el
grado de contaminacion o degradacion en el que se encuentran
los ecosistemas en general, y los ecosistemas acuaticos en parti-
cular, es prioritario debido a los vacios de informacion ambiental
que aln no se han podido cubrir a cabalidad. Diversas leyes y
normas se han desarrollado en México para medir y controlar
ciertos parametros fisicoquimicos en el agua; sin embargo, es
muy escasa la regulacion enfocada al control de la contamina-
cion quimica, e inexistente aquella que considera la evaluacion
directa de los efectos hioldgicos de los contaminantes. Por tal
motivo, es sumamente importante impulsar el uso generalizado
de pruebas bioldgicas para la evaluacion de la de toxicidad, que
sean de manejo accesible, de tiempos de respuesta cortos y
adecuadamente sensibles, a fin de ser incorporadas como he-
rramientas de andlisis dentro del marco regulatorio integral en
materia de proteccion al ambiente.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
demostrar, a través de los resultados de ejercicios de intercali-
bracion, las ventajas de los ensayos con D. magnay P. subcapi-
tata como pruebas que pueden implementarse exitosamente en
laboratorios con poca experiencia, para impulsar su uso como
herramientas hioanaliticas para el monitoreo ambiental en Méxi-
coy en otros paises en desarrollo.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de pruebas. La seleccion de las pruebas se llevo a
cabo tomando en cuenta los criterios utilizados por Forget et al.
(2000a) y aquellos discutidos en el afio 2005 por un grupo de ex-
pertos mexicanos (Ramirez-Romero & Mendoza-Cantd, 2008), en-
tre ellos se encuentran |as siguientes caracteristicas de las prue-
bas: a) basadas en métodos disponibles y de amplia aplicacion, b)
de facil implementacion y manejo rutinario, ¢) costo-efectivas, d)
capaces de generar informacion confiable de utilidad cientifica y
legal, y e) predictivas de efectos ecoldgicos.
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Adicionalmente, se consideraron los resultados y conclu-
siones obtenidos por la red internacional Water Tox, de la cual
México fue miembro, representado por el Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA) (Pica-Granados et al,, 2000; Forget et
al., 2000a y 2000b). Esta red recapitul¢ la experiencia de seis afios
y de tres ejercicios de intercalibracion. Sus resultados mostraron
la conveniencia de integrar una bateria de pruebas constituida
por organismos de prueba con rangos de sensibilidad distintos
y complementarios. Entre ellos D. magnay P. subcapitata fueron
dos de las especies candidatas. Respecto a ellas, se publicaron
protocolos detallados (Castillo, 2004), y su confianza como herra-
mientas de andlisis quedd ampliamente demostrada en los resul-
tados obtenidos por dicha red (Forget et al., 2000b).

Por lo anterior, los protocolos seleccionados fueron la
prueba de toxicidad aguda con D. magna (48 h) y el ensayo de
inhibicion del crecimiento poblacional con P. subcapitata (72 h)
(medido por el método de conteo celular mediante hemocitéme-
tro Neubauer) (Diaz-Baez & Pica-Granados, 2004; Pica-Granados
et al., 2008).

La cepa de D. magna utilizada fue donada por Canada hace
mas de 10 afios y desde entonces se mantiene en cultivo en el
IMTA, mientras que la cepa de P. subcapitata se obtuvo de UTEX
con el nimero 1648 y el nombre de Selenastrum capricornutum.

Seleccion de laboratorios. Un grupo reducido de laboratorios
fue invitado a participar en este estudio. Todos los participantes
debian contar con la infraestructura, el personal y el tiempo su-
ficiente para llevar a cabo las pruebas, requisitos minimos nece-
sarios para garantizar el adecuado control de la calidad de los
resultados que se obtendrian.

La seleccion final incluyd a las siguientes instituciones: Uni-
versidad Auténoma Metropolitana lIztapalapa (UAM-I), Centro
Nacional de Investigacion y Capacitacion Ambiental (CENICA),
Instituto Mexicano del Petréleo (IMP), Gerencia de Saneamiento
y Calidad del Agua de la Comision Nacional del Agua (CONAGUA)
y la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM).

Actividades preparatorias. Las actividades preparatorias inclu-
yeron la entrega a cada laboratorio de un juego de materiales uni-
formizados que comprendieron los siguientes elementos: 1) los
protocolos detallados para realizar las pruebas, para el manteni-
miento y optimizacion de los cultivos y para el control de calidad;
2) un procedimiento para construir una camara de iluminacion
simple y de bajo costo, necesaria para el desarrollo de la prueba
con P. subcapitata (Hernandez-Salgado, 2008), 3) un disco con los
formatos electrdnicos (hojas de calculo) para la captura y el re-
gistro de los datos experimentales y de las condiciones ambienta-
les durante las pruebas, para los calculos de los resultados de las
pruebas, para la construccion de las cartas control y el anélisis
de la significancia estadistica en muestras replicadas; 4) una co-
pia de los programas estadisticos para realizar los analisis Probit
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para el célculo de las concentraciones letales medias (CLsg) 0
de las concentraciones efectivas medias (CEsg); y 5) un paque-
te con los reactivos, consumibles y cepas de los organismos de
prueba.

Taller de transferencia y capacitacion. La capacitacion técnica
del personal de los laboratorios participantes se realizd mediante
un taller disefiado con sesiones tedricas y practicas, el cual estu-
vo a cargo del IMTA.

En este taller, los participantes presenciaron demostra-
ciones y posteriormente efectuaron sus propios experimentos,
atendiendo los detalles técnicos relevantes para el control de la
variahilidad de los métodos de prueba y del cultivo de los orga-
nismos, y haciendo énfasis en las pautas y criterios del control
de calidad.

Desarrollo de los cultivos y de las pruebas de autoentrenamiento
(calibracion interna). Con los materiales y cepas proporcionados,
cada laboratorio adecut espacios en sus instalaciones e inici6 de
forma inmediata las actividades de mantenimiento y optimizacion
del desarrollo de los cultivos. Una vez lograda la adecuada prolife-
racion de los claddceros y de las algas, los laboratorios iniciaron
experimentos de autoentrenamiento empleando los siguientes
compuestos toxicos de referencia: Cr'6, a partir de K,Cr,0; para
D. magna, y Cu*?, a partir de CuSQ,, para P. subcapitata, ambos
compuestos con pureza mayor al 99.5%.

Con fines de calibracién interna, cada laboratorio realizé
pruebas de toxicidad para construir su carta control. Las cartas
control permitieron verificar el desarrollo y sostenimiento de la
capacidad de andlisis y fueron de utilidad para determinar la re-
petibilidad o variabilidad intralaboratorios.

Posteriormente, los datos de las cartas control de los distin-
tos laboratorios se conjuntaron para construir una carta control
integrada para cada especie de prueba. Estas cartas integradas
permitieron analizar las diferencias entre ellos, detectar datos o
grupos de datos aberrantes, atender los problemas técnicos que
los produjeron y, una vez resueltos, determinar la variabilidad in-
terlaboratorios de cada uno de los métodos de prueba.

Analisis de muestras ciegas. Para el desarrollo de esta fase se
prepararon dos lotes con cuatro muestras ciegas cada uno, los
cuales se acompafaron con un instructivo detallado para su ma-
nejo, en donde se describia la forma de preparacion y las dilucio-
nes para cada muestra y ensayo.
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Dado que se trabajo con muestras ciegas, los reportes de
resultados de la CLsy 0 CEsq emitidos por los laboratorios partici-
pantes fueron expresados inicialmente como porcentaje. Una vez
recibidos y analizados estos reportes por la coordinacion técnica,
los valores porcentuales fueron convertidos a unidades de con-
centracion (mg/L) en los casos en que fue posible.

Los compuestos toxicos seleccionados para elaborar las
muestra ciegas fueron preparados con reactivos certificados
y de pureza igual o mayor al 99.5% para ambos lotes. El Crt
(muestra 1) se obtuvo a partir de K,Cr,0-, el Cu*? (muestra 5) de
CuS0y, el 2,4-D (muestra 6) a partir de su estandar certificado y
el Hg*Ymuestras 2, 4 y 7) a partir del HgCl,. Esta (ltima sustancia
se empled como muestra replicada con el objetivo de verificar la
evolucion de la precision de los anélisis efectuados por los la-
boratorios participantes. La muestra 3 se prepard con agua dura
y constituyd el control negativo del proceso. La muestra 8, por
su parte, se empled como control para muestras cuya prepara-
cion requeria el uso de disolventes como vehiculo (Tabla 1). Estos
controles permitieron discernir eventos de sobrestimacion de los
valores de toxicidad o resultados falsos positivos no deseables.

Analisis estadistico de los datos. Para el anélisis del desempefio
de los laboratorios durante la elaboracion de sus cartas control,
se calcularon los parametros estadisticos basicos (promedio,
desviacion estandary coeficiente de variacion) para la CLg 0 CEsg
del total de experimentos (réplicas) realizados en cada laborato-
rio para cada una de las pruebas. Para determinar las diferencias
de los valores de CLsy 0 CEsg entre los diferentes laboratorios se
aplicé la prueba de Dunnett-Tukey-Kramer para comparaciones
multiples en experimentos desbalanceados (Dunnett, 1980), con
un 95% de confianza. Esta prueba fue realizada en Ry DTK pac-
kage (Lau, 2011).

Los mismos parametros estadisticos basicos fueron calcula-
dos para cada una de las muestras ciegas utilizando los resultados
de los cinco laboratorios. Las diferencias estadisticas entre los
resultados de la CLgy 0 CE5y de cada una de las muestras ciegas y
el promedio de la CLsy 0 CEs; de la carta control de cada laborato-
rio se calcularon mediante el método de regresion para muestras
duplicadas desarrollado por la American Public Health Asocia-
tion (APHA, 1992; descrito por Diaz-Baez et al.,, 2006). Este mismo
método se aplicé para calcular las diferencias entre las muestras
ciegas 2,4y 7, empleadas para verificar la reproducibilidad de los

Tabla 1. Identificacion y concentracion inicial de los compuestos téxicos de las muestras ciegas empleadas en el ejercicio de intercali-

bracién.
Primer lote Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
0.2 mg/L Cr*6 0.4 mg/L Hg*? Agua dura 0.4 mg/L Hg*?
Segundo lote Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8
0.4 mg/L Cut? 12 mg/L 2,4-D 8 mg/L Hg*? Solucion 0.4 % isooctano en agua dura
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resultados de los diferentes laboratorios participantes. Para este
Gltimo célculo se indicd cuantas muestras resultaron positivas, es
decir, con diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Elaboracidn de cartas control. En lo relativo a las pruebas reali-
zadas con D. magna, la informacion de las cartas control de los
cinco laboratorios se encuentra sintetizada en la tabla 2, en ella
se puede observar que los valores de CLs; para el Cr*® variaron

101

entre 0.144 mg/L y 0.255 mg/L, con coeficientes de variacion (CV)
que en general fueron menores del 10%. Al promediar los datos
de los cinco laboratarios, la CLsy tomd el valor de 0.189 mg/L y
el CV se incremento hasta 20%; este incremento obedecio a la
variahilidad interlaboratorios. También se pudieron apreciar dos
grupos de valores (Fig. 1): el primero formado por los datos pro-
porcionados por los laboratorios 1, 4 y 5, los cuales se ubicaron
por debajo de la CLg; de la carta control integrada, con valores
de CLgy muy similares entre si (0.154 mg/L a 0.160 mg/L; CV de 4%
a 7%). El segundo grupo estuvo compuesto por los datos de los

Tabla 2. Resultados del anélisis de toxicidad del Cr*® (compuesto téxico de referencia) con Daphnia magna, obtenidos en el ejercicio de

intercalibracion.

Laboratorio Ndamero de experimento

CLs Cr*8 (mg/L) Analisis Probit

Parametros estadisticos
Promedio CLgy DE

CV (%)

F=N w
~N oo BN o R W N =, 00N oo RN oD ol B W

ol
—_

B wN

0.144
0.170
0.147
0.157
0.151
0.201
0.235
0.189
0.222
0.218
0.227
0.255
0.254
0.203
0.232
0.242
0.214
0.218
0.173
0.159
0.163
0.144
0.159
0.160
0.153
0.167
0.153

Resultados generales

0.154

0.220

0.222

0.160

0.158

0.189

0.10

0.023

0.015

0.010

0.0067

0.037

7

10

20

DE = desviacion estandar.
CV = coeficiente de variacion.
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laboratorios 2y 3, que se ubicaron por arriba de la CLgy de la carta
control integrada, (CLsg intra-laboratorio 0.220 mg/Ly CV de 7% a
10%) (Tabla 2; Fig. 1). La variabilidad observada entre estos dos
grupos de valores fue también corroborada a través de la apli-

0.28
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cacion de la prueba de Dunnett-Tukey-Kramer, cuyos resultados
mostraron una diferencia significativa en los valores de la CLs,
entre la mayoria de los laboratorios, con excepcion de las parejas
siguientes: laboratorio 4 con 1,5 con 1,3 con 2y 5 con 4 (Fig. 2).

Promedio + 2a=0.263

0,26
+

0,24

0.22 *.

0,2 *

*

Premedio=0.189

»

018

Clag (mg/L)

0,16 &
014 { *

0.12

Premedio-20=0,115

0,1
0 2 4 ] &8 10 12

14 18 18 20 22 24 26 I8 30

Numero de experimento

MEDI& DE

0.1E9 0.037

o MEDIA% = 2 DE MEDIA =2 DE
pili] 0,263 0.115

Figura 1. Carta control integrada para Daphnia magna con los resultados de los cinco laboratorios participante en el ejercicio de
intercalibracion. Los valores de CLg, fueron calculados a partir de los datos de mortalidad a las 48 h, usando Cr*® en agua dura

como compuesto toxico de referencia.

D504

D5-03 —

Di-D3 — £

——

D502 —

D4-02 —

D3-02 —

D5-D1 —

Dd-D1

—_——

Comparacion de medias

D3-D1

Dz2-D1

&5
ok

Lol

-0.10 -0.05

0.00 0.05 010

Diferencia de medias

Figura 2. Comparacién de medias de los valores de la CLsy obtenidos por los cinco laboratorios participantes en el ejercicio de
intercalibracion para la prueba de Daphnia magna. D1 = laboratorio 1, D2 = laboratorio 2, D3= laboratorio 3, D4 = laboratorio 4 y

D5 = laboratorio 5. Intervalo de confianza del 95%.
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No obstante y a pesar de la variabilidad anterior, el CV ob-
tenido entre todos los laboratorios fue aceptable y tendi6 a ser
similar a los valores reportados por laboratorios miembros de la
red Water Tox, como lo sefialaron Ronco et al. (2000), Castillo y
Schafer (2000) y Pica-Granados et al. (2000), quienes obtuvieron
valores de CLs; para Cr*® de 0.155 mg/L a 0.170 mg/Ly CV de 10%
a 17% (Ramirez-Romero et al., 2006).

Con respecto a P. subcapitata, la CEs para el Cu*? fue de
0.018 mg/L a 0.045 mg/L, con una mayor variabilidad intralaborato-
rio que la obtenida para D. magna (CV de 8% a 16%). Al analizar la
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tabla 3 se observaron dos grupos de valores: el primero formado
por los datos de cuatro laboratorios, cuyas CEsy promedio fueron
similares a la CEs de la carta control integrada, con valores de
0.029 mg/L a 0.042 mg/L. Solo el laboratorio 5 presentd valores
segregados de esta tendencia, con una CEsy promedio de 0.021
mg/L, menor a la CEgy de la carta control integrada, y con un CV de
alrededor de 9%. La discrepancia del laboratorio 5 con respecto
al resto de los laboratorios se confirmd también con la prueba de
Dunnett-Tukey-Kramer, la cual mostré que solo se presentaron
diferencias significativas para los valores de CEs; entre las pare-
jas de laboratorios 5 con 1,5 con 2y 5 con 4 (Fig. 3).

Tabla 3. Resultados del analisis de toxicidad del Cu*2 (compuesto toxico de referencia) con Pseudokirchneriella subcapitata, obtenidos en

el ejercicio de intercalibracion.

Laboratorio Ndmero de experimento

CEgy Cu*2(mg/L) Analisis Probit

Parametros estadisticos

Promedio CEs, DE CV (%)

00 N oo o B W N ol BN B o B wN

cl e N

0.036
0.043
0.039
0.029
0.04 0.042
0.045
0.044
0.038
0.036
0.031
0.027
0.025
0.027
0.030
0.034
0.034
0.033
0.030
0.036
0.033
0.028
0.022 0.021
0.022

0.022

0.018

0.020

Resultados generales

0.036 0.006

0.003

0.029 0.004

0.033 0.003

0.002

0.032 0.008

16

15

24

DE = desviacion estandar.
CV = coeficiente de variacion.
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La variabilidad total de los datos proporcionados por los la-  Analisis de muestras ciegas. Los resultados de ambos lotes de
boratorios se present6 en la carta integrada, la cual indica una  muestras ciegas se emplearon para evaluar la evolucion de la
CEgy promedio de 0.032 mg/L, con un CV interlaboratorio de 24%  precision de los analisis efectuados por los laboratorios parti-
(Fig. 4), valor que es aceptable de acuerdo a los miembros de la  cipantes, asi como la consistencia de sus datos respecto a las
red Water Tox (Forget et al., 2000a). cartas control elaboradas para el Cr® y el Cu*2,

55-53 — o

5552 —

3352 — o

5581 —

Comparacidn de medias

ie]

5451

3331 — o

5251 —

| I |
0.03 0,02 0,01 0.0 0.0 002

Diferencia de medias

Figura 3. Comparacion de medias de los valores de la CEsy obtenidos por los cinco laboratorios participantes en el ejercicio de
intercalibracion para la prueba de Pseudokirchneriella subcapitata. S1 = laboratorio 1, S2 = laboratorio 2, S3= laboratorio 3, S4
= laboratorio 4 y S5 = laboratorio 5. Intervalo de confianza del 95%.

0,050 Fromedio+ 2o = 0.048

0,045 +
0,040 *
0,035

* * Pramedie=0.032
0,030 * * *

CEey (ML)
*
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*+ 4+ e
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Mamero de experimento

MEDIA DE (8 MEDIA = 2 DE MEDMA -2 DE

0.032 OL00E 4 0028 n.a1s

Figura 4. Carta control integrada para Pseudokirchneriella subcapitata con los resultados de los cinco laboratorios en el ejerci-
cio de intercalibracion. Los valores de CEsy fueron calculados a partir de los datos de inhibicion de crecimiento a las 72 h, usando
Cu*2 en medio mineral como compuesto toxico de referencia.
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Enlas tablas 4y 5 se presentan los valores de la CLsy para D.
magnay de la CEsq para P. subcapitata, respectivamente, obteni-
das para las muestras ciegas analizadas. En la tabla 4 se puede
observar que la muestra ciega 1, que contenia Cr*, presentd va-
lores de CLsy de 0.171 mg/L a 0.250 mg/L, los cuales concordaron
con los obtenidos para este mismo compuesto durante los ensa-
yos para elaborar las cartas control de cada laboratorio (0.144
mg/L a 0.255 mg/L), asi como con el valor de la carta control inte-
grada (Fig. 1). Los resultados de los cinco laboratorios obtenidos
para esta muestra 1, al contrastarse con los valores promedio de
la CLsy de las cartas control (Tabla 2), presentaron un CV de solo
16%, indicando con ello la consistencia en los resultados de los
analisis entre todos los laboratorios (Tabla 6).

En la tabla b se presentan los resultados para la muestra b,
que contenia Cu*2 El rango de valores de la CEs; para los cinco la-
boratorios fue de 0.021 mg/L a 0.039 mg/L, el cual fue consistente
con el obtenido para este mismo compuesto durante la construc-
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cion de las cartas control para la prueba con P. subcapitata (0.021
mg/L a 0.042 mg/L) (Tabla 3), asi como con el valor derivado de la
carta integrada (Fig. 4). Para la muestra 5 se calculd la variabili-
dad intralaboratorio comparando el CV obtenido para esta mues-
tra con respecto al CV obtenido para las cartas control respetiva
de cada laboratorio. Esta comparacion mostrd C.V. menores o
iguales a 10%. De manera similar, la variabilidad interlaboratorio
para esta muestra también fue reducida, presentando un valor de
22% (Tabla 7).

Las muestras 2,4y 7 fueron réplicas para evaluar la reprodu-
cibilidad de los laboratorios. Si se consideran las CLs, obtenidas
por los cinco laboratorios para D. magna en estas tres muestras,
se observd que practicamente todos los valores se encontra-
ron en un intervalo de 0.009 mg/L a 0.047 mg/L, exceptuando el
valor obtenido por el laboratorio 1 para la muestra 1 (Tabla 4).
De manera similar, los valores para la CEsy con P. subcapita-
ta se encontraron entre 0.011 mg/L y 0.060 mg/L, excluyendo

Tabla 4. Resultados de toxicidad (CLsg) con Daphnia magna, obtenidos del anélisis de muestras ciegas.

Laboratorio CLsg (mg/L) primer lote

Diferencia de la muestra 1 con respecto a la

CLgg de la carta control integrada

Muestra Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
1Cr Hg*2 Agua dura™ Hg*2
1 0.190 0.100* NT 0.047 Negativa
2 0.250 0.030 NT 0.032 Negativa
3 0.171 0.015 NT 0.019 Negativa
4 0.192 0.039 NT 0.033 Negativa
5 0.177 0.009 NT 0.013 Negativa
Promedio 0.196 0.023 — 0.029
DE 0.031 0.014 — 0.013
CV (%) 16 59 — 46
Laboratorio CLsg (mg/L) segundo lote Significancia estadistica entre réplicas (2, 4y 7)
Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8
Cut? 2,4-D Hg*2 isooctano en
agua dura**
1 0.017 NT 0.026 NT Positiva 3/3
2 0.012 NT 0.029 NT Negativa 3/3
3 0.016 NT 0.017 NT Negativa 3/3
4 0.027 NT 0.045 NT Negativa 3/3
5 0.026 NT 0.019 NT Negativa 3/3
Promedio 0.020 — 0.027 —
DE 0.007 — 0.011 —
CV (%) 34 — 4 —

*Valores excluidos de la estadistica por presentar diferencias significativas que las denota como no reproducibles.

"La concentracion esta expresada en porcentaje.
NT= muestra no toxica.

DE = desviacion estandar.

CV = coeficiente de variacion.
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Tabla 5. Resultados de toxicidad (CEsy) con Pseudokirchneriella subcapitata, obtenidos del anélisis de muestras ciegas.

Laboratorio CEsg (mg/L) primer lote

Diferencia de la muestra 5 con respecto a la
CEs, de la carta control integrada

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
Crb Hg*2 Agua dura** Hg*2
1 0.190* 0.018 NT 0.039 Negativa
2 NT 0.016 NT 0.018 Negativa
3 NT 0.060 NT 0.011 Negativa
4 NT 0.059 NT 0.042 Negativa
5 NT 0.022 NT 0.055 Negativa
Promedio — 0.035 — 0.033
DE — 0.022 — 0.018
CV (%) — 64 — 55
Laboratorio CEs (mg/L) segundo lote Significancia estadistica entre réplicas (2, 4y 7)
Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8
Cut? 24-D Hg*2 isooctano en
agua dura**
1 0.039 0.52* 0.200* NT Positiva 3/3
2 0.036 NT 0.032 NT Positiva 1/3
3 0.031 NT 0.016 NT Positiva 1/3
4 0.030 NT 0.048 NT Negativa 3/3
5 0.021 NT 0.012 NT Positiva 3/3
Promedio 0.031 — 0.027 —
DE 0.007 — 0.016 —
CV (%) 22 — 61 —

*Valores excluidos de la estadistica por presentar diferencias significativas que las denota como no reproducibles

**La concentracion est4 expresada en porcentaje.
NT= muestra no toxica.

DE = desviacion estandar.

CV = coeficiente de variacion.

el valor de la muestra 7 reportado también por el laboratorio 1
(Tabla 5).

Enrelacion con la variabilidad interlaboratorio, para la prue-
ba con D. magna el anélisis de las muestras replicadas mostrd CV
reducidos (< 15%) para los laboratorios 2, 3 y 4, y mayores para
los laboratorios 1y 5 (CV de 41% y 37%, respectivamente) lo cual
amplia en consecuencia la variabilidad interlaboratorio hasta el
45% (Tabla 6).

Para la prueba con P. subcapitata, sélo el laboratorio 4 ob-
tuvo un CV de 17% para la muestras replicadas, mientras que el
resto de los laboratorios presentaron CV mayores al 40%. De esta
forma la variabilidad interlaboratorio para esta prueba se incre-
mento a 57% para las muestras 2, 4y 7 (Tabla 7).

Las muestras 3y 8 se emplearon como controles negativos,
por lotanto para ellas se esperaba obtener respuestas no toxicas.
Los resultados observados para las pruebas con 0. magnay P.

subcapitata (Tablas 4 y 5) corroboraron este prondstico para los
cinco laboratorios.

La muestra 6 contenia 2,4-D, un plaguicida de limitada solu-
bilidad en agua con un coeficiente de particion n-octanol-agua
(Kqw) de 2.81 (USEPA, 2012), el cual se integré como muestra cie-
ga con la finalidad de probar el desempefio de un compuesto de
esta naturaleza, mediado por un disolvente (isooctano) en una
concentracion no toxica (<1%) para los organismos de prueba.
Los resultados para las dos pruebas desarrolladas mostraron en
general la ausencia de efectos téxicos, con la excepcion de los
datos obtenidos para P. subcapitata por el laboratorio 1, el cual
detectd una CEg; de 0.52 mg/L.

DISCUSION

Cuando se vinculd la informacion de la precision de las cartas
control con los resultados del analisis de las muestras ciegas, se
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Tabla 6. Coeficientes de variacion de los resultados obtenidos con Daphnia magna para el anélisis de las muestras ciegas.

Laboratorio

Coeficiente de variacion

Muestra 1 Cr*6 Muestras 2, 4y 7 Hg*? Muestra 5 Cu*Z*
Intra. Lab** Inter. lab Intra. lab Inter. lab Inter. lab
1 15 16 41 45 34
2 i 5
3 18 12
4 13 15
5 8 37

*Para esta muestra no hay calculo Intra. lab., ya que solo se analiz6 una sola vez.
**Se refiere la diferencia entre la CLsy de la muestra ciega y la que corresponde al valor promedio de la CLsy del compuesto toxico de referencia (Cr*®), de

la carta control de cada laboratorio.

Tabla 7. Coeficientes de variacion de los resultados obtenidos con Pseudokirchneriella subcapitata para el analisis de las muestras cie-

gas.

Laboratorio

Coeficiente de variacion

Muestra 1 Cr+6* Muestras 2, 4y 7 Hg*? Muestra 5 Cu*?
Inter. lab Intra. lab Inter. lab Intra. lab Inter. lab
1 NC 52 57 4.20 22
2 40 10
3 923 422
4 17 5.11
5 76 0.00

*Para esta muestra no hay calculo intra. Lab., ya que solo se analiz6 una sola vez.
**Se refiere a la diferencia entre la CEsy de la muestra ciega y la que corresponde al valor promedio de la CEsy del compuesto téxico de referencia (Cu*?),

de la carta control de cada laboratorio.

NC = no calculable debido a que la muestra no fue toxica en las concentraciones empleadas.

observod que la variabilidad intralaboratorio fue menor a la inter-
laboratorios en todos los casos. Esto indica que, a pesar de que
los resultados variaron en términos generales, la respuesta ob-
tenida de forma interna por cada laboratorio logré ser altamente
consistente. Con excepcion de algunos valores obtenidos por el
laboratorio 1, el cual mostro, en cuatro muestras de los 16 en-
sayos totales realizados con las dos especies de prueba, CLgy 0
CEs, mayores a las del resto de los laboratorios y a los obtenidos
por si mismo en su carta control (Tablas 4-5). Los resultados con
este laboratorio indican basicamente problemas con el manejo
de las muestras ciegas, los cuales parecen asociarse a pérdidas
del compuesto toxico durante la preparacion de las soluciones
de prueba y de sus diluciones, ya que en algunos casos se obtuvo
una menor toxicidad de la esperada; o bien a una inadecuada ho-
mogenizacion de las soluciones de prueba, ya que en otros casos
las muestras presentaron una respuesta toxica cuando no debe-
rian haber mostrado ninguna toxicidad. Por ello se piensa que un
seguimiento mas cuidadoso de las indicaciones proporcionadas
para el manejo de las soluciones de prueba podria reducir signifi-
cativamente estos problemas.

Vol. 23 No. 12013

A pesar de las desviaciones observadas con el laboratorio 1,
la consistencia general de los datos obtenidos en este ejercicio,
sobre todo para la construccion de las cartas control, indicé que
los laboratorios participantes lograron resultados reproducibles
en corto tiempo y un avance significativo de su capacidad en el
desempefio en estos protocolos. Asimismo, demostrd que estos
métodos son facilmente trasferibles, especialmente el de D. mag-
nay en menor medida el de P. subcapitata. En el caso de esta
(ltima, el protocolo tiene una mayor complejidad y requiere del
control de un mayor nimero de pasos metodolégicos para lograr
precisiony exactitud en los resultados, los cuales pueden ser con-
trolados en la medida en que el analista adquiera mayor pericia
en el manejo de los volimenes de prueba y de indculo, asi como
en el conteo celular. El procedimiento para esta especie deman-
da un mayor periodo de practica en el manejo del hemocitémetro
Neubauer y del microscopio dptico, asi como de la calibracién
y verificacion de las micropipetas automaticas. En el caso de la
prueba con D. magnatales problemas no se presentan. El manejo
de volimenes no requiere de una precision del mismo ordeny no
es necesario adicionar un indculo, sino un nimero definido de
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organismo que es facilmente cuantificable a simple vista, tanto al
inicio como al término del ensayo. Esta situacion permite prever
que, en la medida en que los laboratorios desarrollen mayor ex-
periencia y capacidad de analisis, la variabilidad interlaboratorio
se vera reducida significativamente.

Asimismo, lamenor reproducibilidad de la prueba con P. sub-
capitata pudo estar relacionada con el manejo del cultivo en cada
laboratorio, lo cual se reflejo en la condicién del alga al iniciar las
pruebas. Dicho cultivo requiere de un control mas estricto que el
caso de D. magna. Para ello, debe cuidarse con especial atencion
la edad del cultivo, la frecuencia de renovacion, la concentracion
inicial del indculo, la preparacion de los medios de cultivo y la
vigencia de los reactivos.

La variahilidad observada en los resultados pudo estar aso-
ciada a diferentes problemas durante el desarrollo de este ejer-
cicio de intercalibracion. Los principales problemas se relaciona-
ron con el establecimiento y mantenimiento de los organismos de
prueba. A este respecto, para algunos laboratorios fue evidente
la dificultad de lograr la proliferacion adecuada del cultivo de D.
magna. Este obstaculo estuvo asociado principalmente al sumi-
nistro deficiente de alimento y al mantenimiento inadecuado de
las condiciones ambientales. Una vez ajustadas todas las con-
diciones ambientales, dichos laboratorios lograron mejorar el
estado de los cultivos y asi continuar con las actividades sub-
secuentes.

Varias circunstancias resultaron claves para alcanzar el
buen desempefio de los laboratorios. Algunas de estas se con-
templaron desde el disefio del ejercicio de intercalibracion y
otras se dieron a lo largo de su desarrollo. Entre las situaciones
previstas se puede mencionar la eficacia del taller de transferen-
cia, cuyas sesiones practicas permitieron a los participantes co-
nocer a detalle el “conocimiento fundamental” o “know-how”y
experimentar personalmente todos los detalles del procedimiento
que se requerian para desarrollar los ensayos. Otro elemento cla-
ve fue el material proporcionado a los laboratorios. Este material
permitié al personal contar en todo momento con una guia para
aclarar dudas y recordar algunos aspectos metodoldgicos impor-
tantes. Asimismo, permitid uniformizar los materiales empleados
y los procedimientos de registro y anélisis de resultados, de tal
manera que se agilizd y facilito la comparacion de los datos de
todos los laboratorios y se redujo al maximo la variabilidad que
podria haberse presentado por el uso de materiales distintos.

La comunicacion oportuna y clara (via telefonica o por la In-
ternet) entre los laboratorios y los coordinadores, asi como entre
los propios laboratorios, también fue un elemento crucial. Con ella
fue posible circular informacién, brindar asesoria, aclarar dudas,
compartir experiencias y resolver problemas técnicos, puntos
criticos para una buena supervision y operacion del ejercicio.

El reconocimiento de los elementos criticos antes mencio-
nados fue importante para retomar sus aspectos positivos y evi-
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tar limitantes en futuros ejercicios de intercalibracion de pruebas
biolégicas que se desarrollen en México. Asimismo, es relevante
dar a conocer esta experiencia a otros laboratorios que se inician
en la aplicacion de estas pruebas o que busquen mejorar su des-
empefio, ya que con ello podrian identificar aspectos clave que
permitieran mejorar los procedimientos que llevan a cabo.

Los coeficientes de variacion obtenidos en este trabajo se
encontraron dentro del rango de variacion que es propio de es-
ta clase de ejercicios de intercalibracion (Lewis et al.,, 1994; De
Graeve et al., 1990), tal como lo muestran los valores presentados
por Forget et al. (2000a) para los resultados de la intercalibracion
de la red Water Tox. Estos autores sefialan que para el Hg*2 los
CV interlaboratorio e intralaboratorios alcanzaron valores de 64%
y 18%, respectivamente, que son similares a los obtenidos por los
laboratorios participantes en la presente investigacion (Tablas
6-7).Por otro lado, la USEPA (1991) sefiala que en ejercicios de
intercalibracion de pruebas biolégicas se considera aceptable
que el CV interlaboratorios sea de dos a tres veces mayor que el
intralaboratorio. Este hecho confirmé el buen desempefio alcan-
zado por los laboratorios participantes y la bondad de las pruebas
de D. magnay P. subcapitata como ensayos faciles de manejar,
aln con personal poco experimentado.

La precision interna en los resultados de los analisis de ca-
da laboratorio apoyd la idea de que estos bioensayos pueden ser
aplicables en programas de monitoreo ambiental y en estudios
de la evolucién y diagndstico de calidad del agua de cuerpos de
agua, de descargas residuales y de control de sustancias toxi-
cas de disposicion en el ambiente, en paises en desarrollo, como
México, los cuales en muchos casos cuentan con pocos laborato-
rios con experiencia en el desarrollo de pruebas bioldgicas y con
pocos recursos humanos entrenados, por lo que se ven obligados
a implementar estos programas con personal que se involucra
por primera vez en la realizacion de este tipo de pruebas.

Asimismo, estos resultados demuestran que es posible ca-
pacitar, en corto tiempo y con un minimo de sesiones y asesorias,
a los laboratorios que sean necesarios para el desarrollo de estas
pruebas, y asi poder atender la demanda nacional de analisis que
se generaria si estas pruebas fueran solicitadas como obligato-
rias para el control ambiental en general y de descargas residua-
les en particular, ya que hasta ahora en México este control se
efectlia principalmente con base en parametros fisicoquimicos y
eventualmente de metales pesados, excluyendo la deteccion de
los contaminantes de naturaleza orgéanica que constituyen todo
un universo de sustancias nocivas para los ecosistemas y para la
salud humana. Estos contaminantes toxicos con frecuencia estan
presentes en las mezclas de descarga y pasan inadvertidos a la
regulacion mexicana, ya que los criterios y las normas para su
control son insuficientes para proteger el ambiente, aun cuando
los responsables de generar estos contaminantes cumplan con
ellos a cabalidad. Por tal motivo, es sumamente importante impul-

Hidrobioldgica



Herramientas de monitoreo ambiental en México

sar el uso generalizado de pruebas bioldgicas para la evaluacion
de la de toxicidad y suincorporacion en el marco regulatorio para
la proteccion del ambiente.
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