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RESUMEN
En México, como en otros países en desarrollo, el conocimiento sobre el grado de contaminación y sus efectos en los 
ecosistemas locales se ha generado siguiendo objetivos de investigación específicos que emplean metodologías de 
distinta naturaleza. Dado que aún existen vacíos de información en el tema, es importante impulsar el uso generalizado 
de pruebas ecotoxicológicas que empleen protocolos estandarizados y que sirvan como herramientas regulatorias 
para establecer medidas integrales de protección al ambiente. Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo 
demostrar, a través de ejercicios de intercalibración, previo desarrollo de talleres de homologación de capacidades, 
el potencial de los protocolos de ensayo con Daphina magna y Pseudokirchneriella subcapitata (antes Selenastrum 
capricornutum) para generar resultados confiables en laboratorios con poca experiencia en este campo. Esto permi-
tirá impulsar el empleo de herramientas bioanalíticas en México para el monitoreo ambiental, las cuales favorecen la 
evaluación integral de los problemas de contaminación en los cuerpos de agua. Los resultados de los ejercicios de 
calibración interna de los laboratorios demostraron que en un corto plazo es posible lograr una repetibilidad aceptable 
en las pruebas y un desempeño adecuado de los protocolos, lo cual apoya la idea de que estos protocolos son perti-
nentes para su empleo en programas de monitoreo ambiental, aún en países donde actualmente se cuenta con pocos 
recursos humanos capacitados y laboratorios aptos para tal fin.

Palabras clave: Intercalibración, Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata, monitoreo ambiental, México.
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INTRODUCCIÓN

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 
toxicológicas 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 
estandarización 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 biología (respuesta) de estas especies 
subrogadas son empleados como una alerta en el monitoreo am-
biental de la contaminación, tanto ellas como las demás especies 
que forman parte del ecosistema quedarán protegidas, suposi-
ción que es clave en la evaluación de riesgo ecológico (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 evaluación de toxicidad.

•  Se conocen 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 cría.

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

cibilidad de los resultados, lo cual facilita su aplicación como 
herramientas bioanalíticas en programas rutinarios de moni-
toreo ambiental, cuya relevancia puede tener implicaciones 
de orden legal e incluso económicas 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 países, ya sea para muestras 
ambientales, para sustancias o productos de nueva genera-
ción, para materias primas importadas o de fabricación nacio-
nal y para otros productos de aplicación o disposición final en 
el ambiente. Esto es relevante para definir políticas de control y 
disposición de sustancias.

El uso de las especies subrogadas surgió como una inicia-
tiva de las organizaciones internacionales y los gobiernos de va-
rios países, los cuales han desarrollado múltiples 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 cladóceros 
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 ecológica, 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 proteína animal, la cual constituye una fracción importante de 
la dieta de numerosas especies acuáticas de eslabones superio-
res de la trama alimenticia. Entre los cladóceros, Daphnia magna 
Straus, 1820 es la especie subrogada más conocida y utilizada 
(Martínez-Jerónimo et al., 2000). Tan sólo en Estados Unidos, es 
uno de los organismos recomendados con más frecuencia por la 
regulación federal para evaluar la toxicidad aguda y crónica de 
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efluentes, cuerpos de agua, muestras acuosas y productos quími-
cos (USEPA, 1985; USEPA, 1986). La relevancia del uso de esta es-
pecie se puede constatar si se revisa el número de artículos sobre 
ecotoxicología de cladóceros que fueron publicados entre 1996 y 
2006 y que hacen referencia a ella. Del total de artículos publica-
dos en este tema en ese período (más de 900), cerca de 350 fue- 
ron realizados empleando a D. magna (Sarma & Nandini, 2006).

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

En México, como en otros países en desarrollo, conocer el 
grado de contaminación o degradación en el que se encuentran 
los ecosistemas en general, y los ecosistemas acuáticos en parti-
cular, es prioritario debido a los vacíos de información ambiental 
que aún no se han podido cubrir a cabalidad. Diversas leyes y 
normas se han desarrollado en México para medir y controlar 
ciertos parámetros fisicoquímicos en el agua; sin embargo, es 
muy escasa la regulación enfocada al control de la contamina-
ción química, e inexistente aquella que considera la evaluación 
directa de los efectos biológicos de los contaminantes. Por tal 
motivo, es sumamente importante impulsar el uso generalizado 
de pruebas biológicas para la evaluación 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 análisis dentro del marco regulatorio integral en 
materia de protección al ambiente.

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

MATERIALES Y MÉTODOS

Selección de pruebas. La selección de las pruebas se llevó a 
cabo tomando en cuenta los criterios utilizados por Forget et al. 
(2000a) y aquellos discutidos en el año 2005 por un grupo de ex-
pertos mexicanos (Ramírez-Romero & Mendoza-Cantú, 2008), en-
tre ellos se encuentran las siguientes características de las prue-
bas: a) basadas en métodos disponibles y de amplia aplicación, b) 
de fácil implementación y manejo rutinario, c) costo-efectivas, d) 
capaces de generar información confiable de utilidad científica y 
legal, y e) predictivas de efectos ecológicos.

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 
Tecnología del Agua (IMTA) (Pica-Granados et al., 2000; Forget et 
al., 2000a y 2000b). Esta red recapituló la experiencia de seis años 
y de tres ejercicios de intercalibración. Sus resultados mostraron 
la conveniencia de integrar una batería de pruebas constituida 
por organismos de prueba con rangos de sensibilidad distintos 
y complementarios. Entre ellos D. magna y P. subcapitata fueron 
dos de las especies candidatas. Respecto a ellas, se publicaron 
protocolos detallados (Castillo, 2004), y su confianza como herra-
mientas de análisis quedó 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 
inhibición del crecimiento poblacional con P. subcapitata (72 h) 
(medido por el método de conteo celular mediante hemocitóme-
tro Neubauer) (Díaz-Báez & Pica-Granados, 2004; Pica-Granados 
et al., 2008).

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

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

La selección final incluyó a las siguientes instituciones: Uni-
versidad Autónoma Metropolitana Iztapalapa (UAM-I), Centro 
Nacional de Investigación y Capacitación Ambiental (CENICA), 
Instituto Mexicano del Petróleo (IMP), Gerencia de Saneamiento 
y Calidad del Agua de la Comisión Nacional del Agua (CONAGUA) 
y la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autónoma 
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 optimización de los cultivos y para el control de calidad; 
2) un procedimiento para construir una cámara de iluminación 
simple y de bajo costo, necesaria para el desarrollo de la prueba 
con P. subcapitata (Hernández-Salgado, 2008), 3) un disco con los 
formatos electrónicos (hojas de cálculo) para la captura y el re-
gistro de los datos experimentales y de las condiciones ambienta-
les durante las pruebas, para los cálculos de los resultados de las 
pruebas, para la construcción de las cartas control y el análisis 
de la significancia estadística en muestras replicadas; 4) una co-
pia de los programas estadísticos para realizar los análisis Probit 
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para el cálculo de las concentraciones letales medias (CL50) o 
de las concentraciones efectivas medias (CE50); y 5) un paque-
te con los reactivos, consumibles y cepas de los organismos de 
prueba.

Taller de transferencia y capacitación. La capacitación técnica 
del personal de los laboratorios participantes se realizó mediante 
un taller diseñado con sesiones teóricas y prácticas, 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 
variabilidad 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 
(calibración interna). Con los materiales y cepas proporcionados, 
cada laboratorio adecuó espacios en sus instalaciones e inició de 
forma inmediata las actividades de mantenimiento y optimización 
del desarrollo de los cultivos. Una vez lograda la adecuada prolife-
ración de los cladóceros y de las algas, los laboratorios iniciaron 
experimentos de autoentrenamiento empleando los siguientes 
compuestos tóxicos de referencia: Cr+6, a partir de K2Cr2O7, para 
D. magna, y Cu+2, a partir de CuSO4, para P. subcapitata, ambos 
compuestos con pureza mayor al 99.5%.

Con fines de calibración interna, cada laboratorio realizó 
pruebas de toxicidad para construir su carta control. Las cartas 
control permitieron verificar el desarrollo y sostenimiento de la 
capacidad de análisis 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.

Análisis de muestras ciegas. Para el desarrollo de esta fase se 
prepararon dos lotes con cuatro muestras ciegas cada uno, los 
cuales se acompañaron con un instructivo detallado para su ma-
nejo, en donde se describía la forma de preparación y las dilucio-
nes para cada muestra y ensayo.

Dado que se trabajó con muestras ciegas, los reportes de 
resultados de la CL50 o CE50 emitidos por los laboratorios partici-
pantes fueron expresados inicialmente como porcentaje. Una vez 
recibidos y analizados estos reportes por la coordinación técnica, 
los valores porcentuales fueron convertidos a unidades de con-
centración (mg/L) en los casos en que fue posible.

Los compuestos tóxicos seleccionados para elaborar las 
muestra ciegas fueron preparados con reactivos certificados 
y de pureza igual o mayor al 99.5% para ambos lotes. El Cr+6 
(muestra 1) se obtuvo a partir de K2Cr2O7, el Cu+2 (muestra 5) de 
CuSO4, el 2,4-D (muestra 6) a partir de su estándar certificado y 
el Hg+2(muestras 2, 4 y 7) a partir del HgCl2. Esta última sustancia 
se empleó como muestra replicada con el objetivo de verificar la 
evolución de la precisión de los análisis efectuados por los la-
boratorios participantes. La muestra 3 se preparó con agua dura 
y constituyó el control negativo del proceso. La muestra 8, por 
su parte, se empleó como control para muestras cuya prepara-
ción requería el uso de disolventes como vehículo (Tabla 1). Estos 
controles permitieron discernir eventos de sobrestimación de los 
valores de toxicidad o resultados falsos positivos no deseables.

Análisis estadístico de los datos. Para el análisis del desempeño 
de los laboratorios durante la elaboración de sus cartas control, 
se calcularon los parámetros estadísticos básicos (promedio, 
desviación estándar y coeficiente de variación) para la CL50 o CE50 
del total de experimentos (réplicas) realizados en cada laborato-
rio para cada una de las pruebas. Para determinar las diferencias 
de los valores de CL50 o CE50 entre los diferentes laboratorios se 
aplicó la prueba de Dunnett-Tukey-Kramer para comparaciones 
múltiples en experimentos desbalanceados (Dunnett, 1980), con 
un 95% de confianza. Esta prueba fue realizada en R y DTK pac-
kage (Lau, 2011).

Los mismos parámetros estadísticos básicos fueron calcula-
dos para cada una de las muestras ciegas utilizando los resultados 
de los cinco laboratorios. Las diferencias estadísticas entre los 
resultados de la CL50 o CE50 de cada una de las muestras ciegas y 
el promedio de la CL50 o CE50 de la carta control de cada laborato-
rio se calcularon mediante el método de regresión para muestras 
duplicadas desarrollado por la American Public Health Asocia-
tion (APHA, 1992; descrito por Díaz-Báez et al., 2006). Este mismo 
método se aplicó para calcular las diferencias entre las muestras 
ciegas 2, 4 y 7, empleadas para verificar la reproducibilidad de los 

Tabla 1. Identificación y concentración inicial de los compuestos tóxicos de las muestras ciegas empleadas en el ejercicio de intercali-
bración.

Primer lote Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

0.2 mg/L Cr+6 0.4 mg/L Hg+2 Agua dura 0.4 mg/L Hg+2

Segundo lote Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8

0.4 mg/L Cu+2 12 mg/L 2,4-D 8 mg/L Hg+2 Solución 0.4 % isooctano en agua dura
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resultados de los diferentes laboratorios participantes. Para este 
último cálculo se indicó cuántas muestras resultaron positivas, es 
decir, con diferencia estadísticamente significativa.

RESULTADOS

Elaboración de cartas control. En lo relativo a las pruebas reali-
zadas con D. magna, la información de las cartas control de los 
cinco laboratorios se encuentra sintetizada en la tabla 2, en ella 
se puede observar que los valores de CL50 para el Cr+6 variaron 

entre 0.144 mg/L y 0.255 mg/L, con coeficientes de variación (CV) 
que en general fueron menores del 10%. Al promediar los datos 
de los cinco laboratorios, la CL50 tomó el valor de 0.189 mg/L y 
el CV se incrementó hasta 20%; este incremento obedeció a la 
variabilidad 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 CL50 de la carta control integrada, con valores 
de CL50 muy similares entre sí (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 análisis de toxicidad del Cr+6 (compuesto tóxico de referencia) con Daphnia magna, obtenidos en el ejercicio de 
intercalibración.

Laboratorio Número de experimento CL50 Cr+6 (mg/L) Análisis Probit Parámetros estadísticos

Promedio CL50 DE CV (%)

1 1 0.144 0.154 0.10 7

3 0.170

4 0.147

5 0.157

6 0.151

2 1 0.201 0.220 0.023 10

2 0.235

3 0.189

4 0.222

5 0.218

6 0.227

7 0.255

8 0.254

3 1 0.203 0.222 0.015 7

2 0.232

3 0.242

4 0.214

5 0.218

4 2 0.173 0.160 0.010 7

3 0.159

4 0.163

6 0.144

7 0.159

5 1 0.160 0.158 0.0067 4

2 0.153

3 0.167

4 0.153

Resultados generales 0.189 0.037 20

DE = desviación estándar.
CV = coeficiente de variación.
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laboratorios 2 y 3, que se ubicaron por arriba de la CL50 de la carta 
control integrada, (CL50 intra-laboratorio 0.220 mg/L y 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-

cación de la prueba de Dunnett-Tukey-Kramer, cuyos resultados 
mostraron una diferencia significativa en los valores de la CL50 
entre la mayoría de los laboratorios, con excepción de las parejas 
siguientes: laboratorio 4 con 1, 5 con 1, 3 con 2 y 5 con 4 (Fig. 2).

Figura 2. Comparación de medias de los valores de la CL50 obtenidos por los cinco laboratorios participantes en el ejercicio de 
intercalibración 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%.

Figura 1. Carta control integrada para Daphnia magna con los resultados de los cinco laboratorios participante en el ejercicio de 
intercalibración. Los valores de CL50 fueron calculados a partir de los datos de mortalidad a las 48 h, usando Cr+6 en agua dura 
como compuesto tóxico de referencia.
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No obstante y a pesar de la variabilidad anterior, el CV ob-
tenido entre todos los laboratorios fue aceptable y tendió a ser 
similar a los valores reportados por laboratorios miembros de la 
red Water Tox, como lo señalaron Ronco et al. (2000), Castillo y 
Schafer (2000) y Pica-Granados et al. (2000), quienes obtuvieron 
valores de CL50 para Cr+6 de 0.155 mg/L a 0.170 mg/L y CV de 10% 
a 17% (Ramírez-Romero et al., 2006).

Con respecto a P. subcapitata, la CE50 para el Cu+2 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 

tabla 3 se observaron dos grupos de valores: el primero formado 
por los datos de cuatro laboratorios, cuyas CE50 promedio fueron 
similares a la CE50 de la carta control integrada, con valores de 
0.029 mg/L a 0.042 mg/L. Solo el laboratorio 5 presentó valores 
segregados de esta tendencia, con una CE50 promedio de 0.021 
mg/L, menor a la CE50 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 confirmó también con la prueba de 
Dunnett-Tukey-Kramer, la cual mostró que solo se presentaron 
diferencias significativas para los valores de CE50 entre las pare-
jas de laboratorios 5 con 1, 5 con 2 y 5 con 4 (Fig. 3).

Tabla 3. Resultados del análisis de toxicidad del Cu+2 (compuesto tóxico de referencia) con Pseudokirchneriella subcapitata, obtenidos en 
el ejercicio de intercalibración.

Laboratorio Número de experimento CE50 Cu+2 (mg/L) Análisis Probit Parámetros estadísticos

Promedio CE50 DE CV (%)

1 1 0.036 0.036 0.006 16

2 0.043

3 0.039

4 0.029

2 1 0.04 0.042 0.003 8

2 0.045

3 0.044

4 0.038

3 1 0.036 0.029 0.004 15

2 0.031

3 0.027

4 0.025

5 0.027

4 1 0.030 0.033 0.003 9

2 0.034

3 0.034

4 0.033

5 0.030

6 0.036

7 0.033

8 0.028

5 1 0.022 0.021 0.002 9

2 0.022

3 0.022

4 0.018

5 0.020

Resultados generales 0.032 0.008 24

DE = desviación estándar.
CV = coeficiente de variación.
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Análisis de muestras ciegas. Los resultados de ambos lotes de 
muestras ciegas se emplearon para evaluar la evolución de la 
precisión de los análisis efectuados por los laboratorios parti-
cipantes, así como la consistencia de sus datos respecto a las 
cartas control elaboradas para el Cr+6 y el Cu+2.

La variabilidad total de los datos proporcionados por los la-
boratorios se presentó en la carta integrada, la cual indica una 
CE50 promedio de 0.032 mg/L, con un CV interlaboratorio de 24% 
(Fig. 4), valor que es aceptable de acuerdo a los miembros de la 
red Water Tox (Forget et al., 2000a).

Figura 3. Comparación de medias de los valores de la CE50 obtenidos por los cinco laboratorios participantes en el ejercicio de 
intercalibración 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%.

Figura 4. Carta control integrada para Pseudokirchneriella subcapitata con los resultados de los cinco laboratorios en el ejerci-
cio de intercalibración. Los valores de CE50 fueron calculados a partir de los datos de inhibición de crecimiento a las 72 h, usando 
Cu+2 en medio mineral como compuesto tóxico de referencia.
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En las tablas 4 y 5 se presentan los valores de la CL50 para D. 
magna y de la CE50 para P. subcapitata, respectivamente, obteni-
das para las muestras ciegas analizadas. En la tabla 4 se puede 
observar que la muestra ciega 1, que contenía Cr+6, presentó va-
lores de CL50 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), así 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 CL50 de las cartas control (Tabla 2), presentaron un CV de solo 
16%, indicando con ello la consistencia en los resultados de los 
análisis entre todos los laboratorios (Tabla 6).

En la tabla 5 se presentan los resultados para la muestra 5, 
que contenía Cu+2. El rango de valores de la CE50 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-

ción de las cartas control para la prueba con P. subcapitata (0.021 
mg/L a 0.042 mg/L) (Tabla 3), así como con el valor derivado de la 
carta integrada (Fig. 4). Para la muestra 5 se calculó 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 comparación mostró 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, 4 y 7 fueron réplicas para evaluar la reprodu-
cibilidad de los laboratorios. Si se consideran las CL50 obtenidas 
por los cinco laboratorios para D. magna en estas tres muestras, 
se observó que prácticamente 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 CE50 con P. subcapita-
ta se encontraron entre 0.011 mg/L y 0.060 mg/L, excluyendo 

Tabla 4. Resultados de toxicidad (CL50) con Daphnia magna, obtenidos del análisis de muestras ciegas.

Laboratorio CL50 (mg/L) primer lote Diferencia de la muestra 1 con respecto a la 
CL50 de la carta control integradaMuestra 

1 Cr+6
Muestra 2 

Hg+2
Muestra 3 

Agua dura**
Muestra 4 

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 CL50 (mg/L) segundo lote Significancia estadística entre réplicas (2, 4 y 7)

Muestra 5 
Cu+2

Muestra 6 
2,4-D

Muestra 7 
Hg+2

Muestra 8 
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 — 41 —

*Valores excluidos de la estadística por presentar diferencias significativas que las denota como no reproducibles.
**La concentración está expresada en porcentaje.
NT= muestra no tóxica.
DE = desviación estándar.
CV = coeficiente de variación.
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el valor de la muestra 7 reportado también por el laboratorio 1 
(Tabla 5).

En relación con la variabilidad interlaboratorio, para la prue-
ba con D. magna el análisis de las muestras replicadas mostró CV 
reducidos (< 15%) para los laboratorios 2, 3 y 4, y mayores para 
los laboratorios 1 y 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, sólo 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-
mentó a 57% para las muestras 2, 4 y 7 (Tabla 7).

Las muestras 3 y 8 se emplearon como controles negativos, 
por lo tanto para ellas se esperaba obtener respuestas no tóxicas. 
Los resultados observados para las pruebas con D. magna y P. 

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

La muestra 6 contenía 2,4-D, un plaguicida de limitada solu-
bilidad en agua con un coeficiente de partición n-octanol-agua 
(Kow) de 2.81 (USEPA, 2012), el cual se integró como muestra cie-
ga con la finalidad de probar el desempeño de un compuesto de 
esta naturaleza, mediado por un disolvente (isooctano) en una 
concentración no tóxica (<1%) para los organismos de prueba. 
Los resultados para las dos pruebas desarrolladas mostraron en 
general la ausencia de efectos tóxicos, con la excepción de los 
datos obtenidos para P. subcapitata por el laboratorio 1, el cual 
detectó una CE50 de 0.52 mg/L.

DISCUSIÓN

Cuando se vinculó la información de la precisión de las cartas 
control con los resultados del análisis de las muestras ciegas, se 

Tabla 5. Resultados de toxicidad (CE50) con Pseudokirchneriella subcapitata, obtenidos del análisis de muestras ciegas.

Laboratorio CE50 (mg/L) primer lote Diferencia de la muestra 5 con respecto a la 
CE50 de la carta control integradaMuestra 1 

Cr+6
Muestra 2 

Hg+2
Muestra 3 

Agua dura**
Muestra 4 

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 CE50 (mg/L) segundo lote Significancia estadística entre réplicas (2, 4 y 7)

Muestra 5 
Cu+2

Muestra 6 
2,4-D

Muestra 7 
Hg+2

Muestra 8 
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 estadística por presentar diferencias significativas que las denota como no reproducibles
**La concentración está expresada en porcentaje.
NT= muestra no tóxica.
DE = desviación estándar.
CV = coeficiente de variación.
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observó 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 logró ser altamente 
consistente. Con excepción de algunos valores obtenidos por el 
laboratorio 1, el cual mostró, en cuatro muestras de los 16 en-
sayos totales realizados con las dos especies de prueba, CL50 o 
CE50 mayores a las del resto de los laboratorios y a los obtenidos 
por sí mismo en su carta control (Tablas 4-5). Los resultados con 
este laboratorio indican básicamente problemas con el manejo 
de las muestras ciegas, los cuales parecen asociarse a pérdidas 
del compuesto tóxico durante la preparación 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-
mogenización de las soluciones de prueba, ya que en otros casos 
las muestras presentaron una respuesta tóxica cuando no debe-
rían haber mostrado ninguna toxicidad. Por ello se piensa que un 
seguimiento más cuidadoso de las indicaciones proporcionadas 
para el manejo de las soluciones de prueba podría reducir signifi-
cativamente estos problemas.

A pesar de las desviaciones observadas con el laboratorio 1, 
la consistencia general de los datos obtenidos en este ejercicio, 
sobre todo para la construcción de las cartas control, indicó que 
los laboratorios participantes lograron resultados reproducibles 
en corto tiempo y un avance significativo de su capacidad en el 
desempeño en estos protocolos. Asimismo, demostró que estos 
métodos son fácilmente trasferibles, especialmente el de D. mag-
na y en menor medida el de P. subcapitata. En el caso de esta 
última, el protocolo tiene una mayor complejidad y requiere del 
control de un mayor número de pasos metodológicos para lograr 
precisión y 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 volúmenes de prueba y de inóculo, así como 
en el conteo celular. El procedimiento para esta especie deman-
da un mayor periodo de práctica en el manejo del hemocitómetro 
Neubauer y del microscopio óptico, así como de la calibración 
y verificación de las micropipetas automáticas. En el caso de la 
prueba con D. magna tales problemas no se presentan. El manejo 
de volúmenes no requiere de una precisión del mismo orden y no 
es necesario adicionar un inóculo, sino un número definido de 

Tabla 6. Coeficientes de variación de los resultados obtenidos con Daphnia magna para el análisis de las muestras ciegas.

Laboratorio Coeficiente de variación

Muestra 1 Cr+6 Muestras 2, 4 y 7 Hg+2 Muestra 5 Cu+2*

Intra. Lab** Inter. lab Intra. lab Inter. lab Inter. lab

1 15 16 41 45 34

2 7 5

3 18 12

4 13 15

5 8 37

*Para esta muestra no hay cálculo Intra. lab., ya que solo se analizó una sola vez.
**Se refiere la diferencia entre la CL50 de la muestra ciega y la que corresponde al valor promedio de la CL50 del compuesto tóxico de referencia (Cr+6), de 
la carta control de cada laboratorio.

Tabla 7. Coeficientes de variación de los resultados obtenidos con Pseudokirchneriella subcapitata para el análisis de las muestras cie-
gas.

Laboratorio Coeficiente de variación

Muestra 1 Cr+6* Muestras 2, 4 y 7 Hg+2 Muestra 5 Cu+2

Inter. lab Intra. lab Inter. lab Intra. lab Inter. lab

1 NC 52 57 4.20 22

2 40 10

3 93 4.22

4 17 5.11

5 76 0.00

*Para esta muestra no hay cálculo intra. Lab., ya que solo se analizó una sola vez.
**Se refiere a la diferencia entre la CE50 de la muestra ciega y la que corresponde al valor promedio de la CE50 del compuesto tóxico de referencia (Cu+2), 
de la carta control de cada laboratorio.
NC = no calculable debido a que la muestra no fue tóxica en las concentraciones empleadas.
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organismo que es fácilmente cuantificable a simple vista, tanto al 
inicio como al término del ensayo. Esta situación permite prever 
que, en la medida en que los laboratorios desarrollen mayor ex-
periencia y capacidad de análisis, la variabilidad interlaboratorio 
se verá reducida significativamente.

Asimismo, la menor reproducibilidad de la prueba con P. sub-
capitata pudo estar relacionada con el manejo del cultivo en cada 
laboratorio, lo cual se reflejó en la condición del alga al iniciar las 
pruebas. Dicho cultivo requiere de un control más estricto que el 
caso de D. magna. Para ello, debe cuidarse con especial atención 
la edad del cultivo, la frecuencia de renovación, la concentración 
inicial del inóculo, la preparación de los medios de cultivo y la 
vigencia de los reactivos.

La variabilidad observada en los resultados pudo estar aso-
ciada a diferentes problemas durante el desarrollo de este ejer-
cicio de intercalibración. 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 proliferación adecuada del cultivo de D. 
magna. Este obstáculo 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 así continuar con las actividades sub-
secuentes.

Varias circunstancias resultaron claves para alcanzar el 
buen desempeño de los laboratorios. Algunas de estas se con-
templaron desde el diseño del ejercicio de intercalibración 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 prácticas permitieron a los participantes co-
nocer a detalle el “conocimiento fundamental” o “know-how” y 
experimentar personalmente todos los detalles del procedimiento 
que se requerían para desarrollar los ensayos. Otro elemento cla-
ve fue el material proporcionado a los laboratorios. Este material 
permitió al personal contar en todo momento con una guía para 
aclarar dudas y recordar algunos aspectos metodológicos impor-
tantes. Asimismo, permitió uniformizar los materiales empleados 
y los procedimientos de registro y análisis de resultados, de tal 
manera que se agilizó y facilitó la comparación de los datos de 
todos los laboratorios y se redujo al máximo la variabilidad que 
podría haberse presentado por el uso de materiales distintos.

La comunicación oportuna y clara (vía telefónica o por la In-
ternet) entre los laboratorios y los coordinadores, así como entre 
los propios laboratorios, también fue un elemento crucial. Con ella 
fue posible circular información, brindar asesoría, aclarar dudas, 
compartir experiencias y resolver problemas técnicos, puntos 
críticos para una buena supervisión y operación del ejercicio.

El reconocimiento de los elementos críticos antes mencio-
nados fue importante para retomar sus aspectos positivos y evi-

tar limitantes en futuros ejercicios de intercalibración de pruebas 
biológicas que se desarrollen en México. Asimismo, es relevante 
dar a conocer esta experiencia a otros laboratorios que se inician 
en la aplicación de estas pruebas o que busquen mejorar su des-
empeño, ya que con ello podrían identificar aspectos clave que 
permitieran mejorar los procedimientos que llevan a cabo.

Los coeficientes de variación obtenidos en este trabajo se 
encontraron dentro del rango de variación que es propio de es-
ta clase de ejercicios de intercalibración (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 intercalibración 
de la red Water Tox. Estos autores señalan 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 investigación (Tablas 
6-7).Por otro lado, la USEPA (1991) señala que en ejercicios de 
intercalibración de pruebas biológicas se considera aceptable 
que el CV interlaboratorios sea de dos a tres veces mayor que el 
intralaboratorio. Este hecho confirmó el buen desempeño alcan-
zado por los laboratorios participantes y la bondad de las pruebas 
de D. magna y P. subcapitata como ensayos fáciles de manejar, 
aún con personal poco experimentado.

La precisión interna en los resultados de los análisis de ca-
da laboratorio apoyó la idea de que estos bioensayos pueden ser 
aplicables en programas de monitoreo ambiental y en estudios 
de la evolución y diagnóstico de calidad del agua de cuerpos de 
agua, de descargas residuales y de control de sustancias tóxi-
cas de disposición en el ambiente, en países en desarrollo, como 
México, los cuales en muchos casos cuentan con pocos laborato-
rios con experiencia en el desarrollo de pruebas biológicas 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 realización de este tipo de pruebas.

Asimismo, estos resultados demuestran que es posible ca-
pacitar, en corto tiempo y con un mínimo de sesiones y asesorías, 
a los laboratorios que sean necesarios para el desarrollo de estas 
pruebas, y así poder atender la demanda nacional de análisis que 
se generaría 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 
efectúa principalmente con base en parámetros fisicoquímicos y 
eventualmente de metales pesados, excluyendo la detección de 
los contaminantes de naturaleza orgánica que constituyen todo 
un universo de sustancias nocivas para los ecosistemas y para la 
salud humana. Estos contaminantes tóxicos con frecuencia están 
presentes en las mezclas de descarga y pasan inadvertidos a la 
regulación 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-
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sar el uso generalizado de pruebas biológicas para la evaluación 
de la de toxicidad y su incorporación en el marco regulatorio para 
la protección del ambiente.
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