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Glosario
Biosintesis: Procesos celulares que requieren de energia quimica (Lehninger,

1981).

Cepa: Variante genética de una especie 0, incluso, de untaxoén inferior, usualmente
propagada clonalmente debido al interés en la conservacién de sus cualidades
definitorias (Garay et al., 2006).

Constante de saturacién: Es la concentracion del sustrato en la cual la tasa de

consumo es maxima (Harrison, 1980).

Cromatografia: Método fisico de separacion en el cual los componentes a separar
se distribuyen en dos fases, una de las cuales constituye la fase estacionaria, de
gran area superficial y la otra es un fluido (fase movil) que pasa a través de la fase

estacionaria (Yuan et al., 2002).

Curva de crecimiento: Es aquella donde se pueden conocer las diferentes fases
(iniciacién, exponencial, estacionaria y de muerte) en el desarrollo de un organismo

en condiciones de cultivo bajo condiciones controladas (Castrejon et al., 1994).

Cultivo de lote: Sistema de cultivo, consiste en afiadir una pequefia cantidad de
organismos en un volumen determinado de medio de cultivo que se agita 0 se ventila
para resuspender las células, reabastecer el CO,, mantener homogéneo la

concentracion de nutrientes y células (Castrejonet al., 1994).

Estratificacion térmica: Es la condicidon por la que, como consecuencia de un
calentamiento de las aguas superficiales y en condiciones de calma, se produce la
formacion de un estrato superficial mas caliente y un estrato inferior mas frio,
condicion tipica del periodo de verano. La estratificacion térmica impide los

intercambios gaseosos entre la superficie y el fondo (Cox, 1970).



Estrés: Estado de agotamiento, desajuste, debilitamiento, presion, choque y/o
alteracion fisiolégica que presenta un organismo como consecuencia de las

condiciones ambientales adversas (Lehninger, 1981).

Fase logaritmica: Etapa del desarrollo de un cultivo biolégico en donde la velocidad
de crecimiento adquiere su maximo y permanece aproximadamente constante hasta

presentarse un factor limitante (Castrején et al., 1994).

Glutamato deshidrogenasa: Enzima que cataliza la formacion del glutamato a partir

de la aminacion del a-oxoglutarato (Lehninger, 1981).

Glutamina sintetasa: Enzima que cataliza la reaccion para la formacion de la

glutamina a partir de glutamato y amonio a expensas de la energia del ATP.
(Lehninger, 1981).

Hidrdlisis: Reaccidon quimica mediante la cual se generandos nuevos compuestos a
partir de una sustancia compleja mediante la adicibn de agua y su posterior

descomposicion (Lehninger, 1981).

Isocitrato deshidrogenasa: Enzima directamente relacionada con la asimilacién del
nitrégeno (Camacho et al., 1995; Ochoa et al., 1995).

Neosaxitoxina: Toxina derivada de las tetrahidropurinas, cuyo mecanismo de accion
a nivel molecular produce un bloqueo reversible de los canales de sodio a nivel
neuronal. Esta actividad se expresa como blogueo de la conduccion de los axones,

deteniendo la propagacion del impulso nervioso y la contraccién muscular (Llewellyn,
2006).

Nitrato reductasa: Enzima que cataliza la oxidacion de nitrito a nitrato en presencia

de NADP" (Lehninger, 1981; Berges, 1997).
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Nitrito reductasa: Enzima que cataliza la reduccion de nitrito a amonio (Berges,

1997).

Proporcion N:P: Cociente utilizado para conocer si un sistema acuatico tiene

deficiencias de nitrégeno o fosforo (Redfield, 1958).

Proporcion de Redfield: Es un promedio de la proporcion de nutrientes (C, N, P y

Si) para la comunidad del fitoplanctony el agua de mar (Lagus et al., 2004).

Saxitoxina: Toxina neuromuscular que actia directamente sobre el sistema nervioso

periférico y musculo esquelético. Afecta la actividad de la membrana celular por

bloqueo selectivo del transporte de sodio (Guo et al., 1987; Llewellyn, 2006).

Sulfotransferasa: Enzima que participa en la sintesis de saxitoxina especifica para

la posicion N-21 de la saxitoxina (Sako et al., 2001).

Tasa de asimilacion: Tiempo en el cual la célula incorpora sustancias aptas para la
formacion de moléculas complejas: proteinas, carbohidratos, lipidos, etc. (Lehninger,
1981).

Toxicidad: Se refiere al efecto de un veneno sobre un organismo completo, en
nuestro caso la utilizaremos como el calculo de la suma de todas las toxinas
detectadas, considerando la toxicidad especifica de cada una de ellas, se calcula la
toxicidad total (Vale & Taleb, 2005)

Toxina: Sustancias de naturaleza proteica o no proteica de origen vegetal, animal o
bacteriolégico que cuentan con una estructura quimica determinada que

desencadenan desordenes fisiologicos especificos (Williams & Clarke, 1998).

Toxinas paralizantes: Toxinas que actlan principalmente en el sistema nervioso,

blogueando los canales de sodio lo que ocasiona parélisis muscular. La intoxicacion
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puede ser leve manifestandose en adormecimiento de labios o aguda provocando la
muerte por paro respiratorio, sintomas tipicos del envenenamiento paralizante por

consumo de moluscos (Guo et al., 1987).
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Abreviaciones
FAN

P

STX

neoSTX

GTX1

GTX 2

GTX3

GTX4

GTX5

dc STX

dc Neo

dc GTX1

dc GTX?2

dc GTX 3

dc GTX 4

HPLC

Florecimientos
algales nocivos

Toxinas
paralizantes

Saxitoxina

Neosaxitoxina

Goniautoxina 1
Goniautoxina 2
Goniautoxina 3

Goniautoxina 4

Goniautoxina 5

Decarbamoil
saxitoxina

Decarbamaoil
neosaxitoxina

Decarbamoil
goniautoxina 1
Decarbamoil
goniautoxina 2

Decarbamoil
goniautoxina 3

Decarbamoill
goniautoxina 4

Cromatografia
liquida de alta
precision

FOD

FID

NID

CAT

NR

NiR

ST

GS

GS-GOCAT

GDH

IDH

Ks

Fosforo organico
disuelto

Fosforo inorganico
disuelto

Nitrégeno
inorganico disuelto

Ciclo de acido
tricarboxilico

Nitrato reductasa
Nitrito reductasa
Sulfotransferasa

Glutamina
sintetasa

Glutamina
sintetasa-
Glutamato

Glutamato
deshidrogenasa

Isocitrato
deshidrogenasa

Constante de
saturacion
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Resumen

Gymnodinium catenatum es un dinoflagelado desnudo capaz de producir toxinas
paralizartes. Es una especie comun en las costas del Pacifico Mexicano, que se ha
relacionado con intoxicaciones y decesos de humanos por el consumo de moluscos
contaminados. En este estudio se evallo la proporcion nitrogenofosforo (N:P) sobre
la abundancia de G. catenatum bajo condiciones naturales. Para ello se obtuvieron
muestras mensuales de Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan de junio de 2006 a
mayo 2007 midiendo las siguientes variables fisico-quimicas y bioldgicas:
temperatura, concentracion de oxigeno disuelto, nitratos (NOg), nitritos (NO2),
amonio (NH4"), fésforo inorgénico disuelto en forma de ortofosfastos (PO4™), toxinas
paralizantes y abundancia de dinoflagelados. También se evallo las tasas de
crecimiento y la produccion de toxinas del dinoflagelado bajo condiciones controladas
de cultivo bajo diferentes condiciones experimentales, para lo cual se aislaron 2
cepas de cada region, utilizando las siguientes proporciones N:P: 4:1, 8:1, 16:1, 32:1
y 64:1. Adicionalmente se determinaron las tasas de asimilacion de NOz, NH;  y
PO, para cada cepa. En ambas bahias se registraron bajas densidades de G.
catenatum durante el pefiodo de estudio (= 6000 céls L), lo que no permitié la
deteccion de toxinas paralizantes en las muestras de fitoplancton. En Bahia de La
Paz, las concentraciones promedio de nitrégeno inorganico disuelto y fésforo fueron
bajas 6 y 0.5 puM, respectivamente). En Bahia de Mazatlan fueron 7 y 1.5 uM,
respectivamente. El rango de temperatura para ambas bahias fue de 19 a 32 °C vy las
proporciones N:P fluctuaron entre 2 y 7. Las bajas proporciones N:P, asi como la
ausencia de estratificacion de la columna de agua durante el periodo de estudio, no
favorecieron las proliferaciones de G. catenatum. Las tasas de asimilacion de NOg3’,
NH4" y PO42 en G. catenatum de Bahia de La Paz fueronde 4.01 + 0.17, 9.18 +2.47
y 0.75 + 0.03 pmol cel* hl, respectivamente. Para las cepas Bahia de Mazatlan
fueron de 3.62 + 0.17, 4.73 + 1.69 y 8.25 + 1.37 pmol cel! h'l, respectivamente. Los
resultados en condiciones controladas muestran que las méximas densidades
celulares se registraron en los cultivos con proporcion N:P de 64:1, con 4000 céls
mL? para Bahia de Mazatlan y 3983 céls mL™? para Bahia de La Paz. Respecto a la
toxicidad total observamos que no se registré diferencia significativa entre las
diversas proporciones N:P utilizadas. El perfil de toxinas fue dominado por toxinas
sulfocarbamatadas (B y C) con un 60 a 80 % en base molar, seguidas por las toxinas
decarbamatadas (10 a 20 %) y en menor porcentaje las carbamatadas (10 a 15 %).
Estos resultados sugieren que los cambios en las proporciones N:P no afectan la
toxicidad ni el perfil de toxinas de G. catenatum de Bahia de La Paz y Bahia de
Mazatlan.



Abstract

Gymnodinium catenatum is a unique, naked dinoflagellate that produces paralytic
toxirs. It is a common species along the Pacific coasts of Mexico that has been
related with poisoning and death of humans that corsumed contaminated mollusks.
This study measured N:P ratios in the sea with abundance of G. catenatum under
natural conditions. From June 2006 through May 2007, monthly samples were
collected from Bahia de La Paz and Bahia de Mazatlan. Physical, chemical and
biological variables were determined: Temperature, dissolved oxygen, nitrates (NO3),
nitrites (NO,), ammonium (NH,4"), dissolved inorganic phosphate in orthophosphate
form (PO;%), paralytic toxins, and abundance of dinoflagellates. We also measured
growth and the production of toxins of G. catenatum under controlled conditions with
two strains of G. catenatum isolated from each of the source regiors. All strains were
cultivated in f/2 media using the following N:P ratios: 4:1, 8:1, 16:1, 32:1, and 64:1.
Additionally, the uptake rates of NO3,, NHs;", and PO,> were determined for each
strain. In both bays, low densities of G. catenatum ocurred during the sampling period
(1000 and 6000 cells L™). The low densities did not allow detection of paralytic toxins
in the samples of phytoplankton. In Bahia de Lapaz, the average concentrations of
dissolved inorganic nitrogen and phosphate were low 6 and 0.5 pM, respectively). In
Bahia de Mazatlan, the average concentrations of dissolved inorganic nitrogen and
phosphate were 7 and 1.5 puM, respectively. The range of temperature in both bays
ranged from 19 to 32 °C and the N:P ratios fluctuated between 2 and 7. Low N:P
ratios, as well as the absence of stratification of the water column did not favor the
proliferation of G. catenatum. The rates of assimilation of NO3, NH;*, and PO, in G.
catenatum in the Bahia de La Paz were of 4.01 £ 0.17, 9.18 + 2.47, and 0.75 + 0.03
pmol cell'* hl, respectively. For Bahia de Mazatlan they were of 3.62 + 0.17, 4.73
1.69, and 8.25 + 1.37 pmol cell'* hl, respectively. The maximum cellular densities
were obtained at a N:P relation of 64:1, with 4000 cells mL™! for Bahia de Mazatlan
and 3983 cells mL™? for Bahia de La Paz Regarding total toxicity, there was no
significant effect of the several proportions of N:P. The toxin profile was dominated by
N-sulfocarbamoyl toxins B and C, with a 60-80% in base molar, followed by
decarbamoyl toxins (10-20%), and then by carbamoyl toxins (10-15%). These results
suggest that the changes in the N:P ratios does not stimulate the production of toxins
and the kind of toxin profile of G. catenatum of Bahia de La Paz and Bahia de
Mazatlan
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1. Introduccién
A nivel mundial existe un consenso general acerca del aumento de los eventos

de florecimientos algales nocivos (FAN) (Hallegraeff, 1993; Anderson, 1994; Zingone
& Oksfeld, 2000; Smayda, 2002). Los dinoflagelados son uno de los grupos que
produce FAN y que se les ha asociado con la produccion de toxinas paralizantes
(TP) (Lehane, 2000). Las TP se encuentran en 3 géneros de dinoflagelados, los
principales productores son Pyrodinium spp., Alexandrium spp. y Gymnodinium
catenatum (FAO, 2000; Lehane, 2000). G. catenatum fue descrita a partir de material
recolectado en la parte norte del Golfo de California en 1939 (Graham, 1943) y es la
Unica especie conocida del orden de los gimnodiniales que produce TP (Hallegraeff &
Fraga, 1996). El conocimiento de la distribucion global de G. catenatum se ha
incrementado en pocas décadas y es actualmente reportado en cada continente
(Lehane, 2000). El caso de las costas mexicanas no es la excepcion, particularmente
en el Pacifico y Golfo de California (Cortés-Altamirano et al., 1999; Garate-Lizarraga
et al., 2006 a). G. catenatum se distribuye en diferentes ecosistemas marinos del
mundo Hallegraeff & Fraga, 1996; Negri et al., 2001; Park et al.,, 2004; Amorin &
Dale, 2006). En México se ha registrado Unicamente en las costas del Pacifico y
Golfo de California (Mee et al., 1986; Cortés-Altamirano, 1987; Garate-Lizarraga et
al., 2005, HernandezBecerril et al., 2007; Band-Schmidt et al., 2008, Hernandez
Sandoval et al., 2009). Su amplia tolerancia a la salinidad y temperatura (Band-
Schmidt et al.,, 2004), formacion de quistes (Amorin & Dale, 2006) y diferentes
regimenes de nutrientes (Smayda, 1977) parecen favorecer las proliferaciones en
diferentes ecosistemas marinos.

Luego del reporte de G. catenatum no hubo registros hasta 1979 cuando se
reporta nuevamente una proliferacion de esta especie en la costa de Sinaloa (Mee et
al., 1986) y posteriormente en 1999 en la Bahia de Acapulco y costa de Oaxaca y se
asocio a intoxicaciones y decesos de humanos (Mee et al., 1986; Licea et al., 1999;
Ronsoén-Paulin, 1999; Cabrera-Mancilla et al., 2000; Saldate-Castafieda et al., 1990,
1991). A partir de entonces, los registros de esta especie han continuado y
actualmente se distribuye desde Ensenada, Baja California hasta Chiapas (Mee et
al., 1986; Cortés-Altamirano, 1987; Cortés-Altamirano & Alonso-Rodriguez, 1997,



Cortés-Altamirano et al., 1999; Garate-Lizarraga et al., 2001, 2008). Los eventos de
FAN de G. catenatum se han asociado con incrementos de compuestos
nitrogenados, principalmente cuando ocurren eventos de surgencias y periodos de
transicion de la columna de agua en invierno-primavera (Cortés-Altamarino & Nufiez
Pasten, 1991; Alonso-Rodriguez et al., 2000; Gérate-Lizarraga et al., 2006). G.
catenatum ha generado problemas, ademas de la salud publica, en diversas
actividades socioecondmicas debido a que durante sus proliferaciones se prohibe la
extraccion de moluscos en nichos naturales, aunque también afecta areas dedicadas
a la acuicultura.

En condiciones naturales G. catenatum forma cadenas, que en algunos casos
alcanza hasta 64 células por cadena, las células varian ampliamente en tamafio y
forma (Blackburn et al., 1989; Rees & Hallegraeff, 1991). Aunque bajo condiciones
Optimas de crecimiento predominan las cadenas de 24 células (Blackburn et al.,
1989). Las células vegetativas de G. catenatum en promedio miden 23-41 um de
longitud y de 27-36 um de ancho (Rees & Hallegraeff, 1991). Bajo condiciones
desfavorables en las condiciones de cultivo G. catenatum tiene la capacidad de
formar quistes de resistencia y temporales (Blackburn et al., 1989). La formacion de
quistes permite sugerir, que pueden tener una funcion en su dinamica poblacional
permitiendo sobrevivir a sus poblaciones por tiempos prolongados hasta cuando
existan las condiciones Optimas para su germinacion. Estos quistes le permiten
ampliar su distribucién y actuar como iniciador de proliferaciones estacionales
(Morquecho, 2004).

La nutricion de los dinoflagelados puede ser autotréfica, fagotrofica y
mixotréfica, pero la mayoria requiere nutricién organica (Steidinger & Haddad, 1981,
Oh et al., 2002; Yamamoto et al., 2004; Glibert et al., 2005; Jeong et al., 2005).
Recientemente, Jeong et al. (2005) reportdé vacuolas de material organico dentro de
células de 5 especies de dinoflagelados productores de FAN (Prorocentrum
donghaiense, P. triestinum, Lingulodinium polyedrum, Gymnodinium impudicum y G.
catenatum) los cuales anteriormente solo los habian identificado como dinoflagelados
autotroficos. Sin embargo, puede existir diferencias entre cepas de fitoplancton de la

misma especie, en cuanto a las respuestas fisiolégicas hacia caracteristicas de



crecimiento, comportamiento en la formacion de FAN, toxicidad, factores ambientales
y nutrientes (Glibert et al., 2005).

Los principales factores que influyen en las tasas de crecimiento y toxicidad de
los dinoflagelados son: intensidad luminosa, temperatura, salinidad, nutrientes en
términos de concentracion y proporcion N:P, entre otros (Cembella, 1998). Con
respecto a los nutrientes, las actividades antropogénicas (descargas de aguas
residuales, incremento del uso de la zona costera, etc.) y naturales (arrastre por agua
de rios, escurrimiento pluviales, etc.) han incrementado en los ecosistemas la
concentracion de compuestos de nitrégeno y fosforo (Paez-Osuna, 2005; Elser et al.,
2007). Por lo tanto, estos aportes de nutrientes a la zona costera han modificado la
proporcién atomica de Redfield C, N yP de 106:16:1 (Redfield, 1958). La proporcion
promedio de estos compuestos, sugiere una relacion relativa entre la composicion de
organismos y la proporcion quimica del agua. En cuanto al balance estequiométrico
de C:N:P, la composicion de estos en el fitoplancton y en los nutrientes disueltos son
similares, sugiriendo que la proporcion N:P puede ser el resultado de procesos
asociados a la sintesis célular y descomposicion de la materia organica (Redfield,
1958; Lagus et al., 2004). La proporcion de Redfield es utilizada como indicadora
promedio en un ecosistema para definir cual de los nutrientes inorganicos se
encuentra limitado (Redfield, 1958).

El metabolismo de las especies del fitoplancton, principalmente de
compuestos nitrogenados y fosforados tiene una significativa influencia en los
procesos biologicos en los océanos (William, 1987). Para poder metabolizar el NO3™ y
NO,; requieren ser reducidos previamente a amonio (NH;") por accién de dos
enzimas la nitrato reductasa y la nitrito reductasa (NR y NiR, respectivamente).
Posteriormente el NH;" es convertido a glucosamato mediante la enzima
glucosamato deshidrogenasa (Hu et al., 2006; Francois et al., 2007). Esta es una de
las principales razones por las que algunas especies ckl fitoplancton metabolizan
primero el NH;" disponible en el medio antes de realizar la reduccion de NOs™ y NOy
(Francois et al., 2007; Rees, 2007). Es decir, desde el punto de vista fisioldgico,
existen diferencias en el gasto energético que utiliza la célula para asimilar formas

oxidadas y reducidas como el NO2,, NOs" y NH4". Elevadas concentraciones de NH4"



directamente inhiben la asimilacion y reduccién de NOs", suprimiendo la sintesis de la
NR y la NiR (Francois et al.,, 2007). Por tal razén, en ambientes donde la
concentracion de NH;" se encuentra entre 0.5-1.0 puM, la absorcion de los NO, y
NO3 se reduce parcialmente asimilando primero el NH4" (Francois et al., 2007; Rees,
2007).

Ademas de las formas nitrogenadas inorganicas, la mayoria de las microalgas
también pueden utilizar fuentes organicas de nitrégeno (N), como: urea, glicina,
triptéfano, arginina, glutamina, guanina, adenina, xantina e hipoxantina, obteniendo
tasas de crecimientos similares a los logrados con fuentes inorganicas de N (Fidalgo,
1996; Carlsson & Granéli, 1998; Oh et al., 2002).

Algunos experimentos se han enfocado al estudio de las relaciones y
metabolismo diferencial que tienen las microalgas por las distintas fuentes de N. Al
respecto, Francois et al. (2007) encontraron que el dinoflagelado Alexandrium
minutum, disminuye de 64 al 90 % el consumo de NOs; debido a las altas
concentraciones de NH4" (>1 uM). Esta disminucién fue directamente influenciada
por la enzima glutamina sintetasa (GS). Sin embargo, los resultados obtenidos por
Yamamoto et al. (2004) demuestran que G. catenatum aislado de la Bahia de
Hiroshima tiene mayor afinidad para asimilar NOs', lo cual indica que la preferencia
de metabolizar directamente NH;" no se puede generalizar para todas las especies
de fitoplancton. Harrison (1973) reporté que la actividad de la nitrato reductasa se
incrementd con el desarrollo del FAN del dinoflagelado Peridinium triquetrum y
concluy6 que el NO3™ es una significativa fuente de N para el dinoflagelado a pesar
de haber encontrado en este evento altas concentraciones de NH,".

La capacidad de algunas especies de fitoplancton para producir toxinas
todavia no es bien conocida, debido a que se asume la interaccion de bacterias que
favorecen la produccién de toxinas o que la produccién de toxinas sea directamente
regulada por procesos genéticos de los dinoflagelados (Silva, 1979; Kodama et al.,
1988, 1990a). Aunque, el contenido de TP por célula también puede variar debido a
factores intrinsecos de los dinoflagelados, como la fase de crecimiento de la
poblacién o a factores ambientales abiéticos como la temperatura, luz, disponibilidad

de nutrientes, proporcion N:P, deficiencia de fosforo, salinidad, medio de cultivo



utilizado entre otros (Johansson & Graneli, 1999; John & Flynn, 2000; Yoshida et al.,
2001; Band-Schmidt et al., 2005, 2006).

Se han realizado diversos estudios sobre la funcion de los nutrientes en la
produccion de TP, principalmente en especies del género Alexandrium (Cembella,
1998; Flynn & Flynn, 2000; Lippemeier et al., 2003) y flagelados (Johansson et al.,
1996). Estos estudios demuestran cambios en la composicion bioquimica celular y
disminucién en la produccion de toxinas cuando el suministro de N es deficiente,
repercutiendo en su division celular afectando la densidad celular. La funcién del
fosforo (P) en la sintesis de TP no esta biencomprendido, aunque algunos estudios
demostraron que en medios de cultivo deficientes de fosforo se incrementa la
produccién de TP y se reduce la division celular (Boyer et al., 1987; Anderson et al.,
1990; Lim et al., 2006), lo cual sugiere un mecanismo de la microalga para acumular
mas N durante condiciones deficientes de fosforo.

Anderson et al. (1990) analizaron diferentes metabolitos producidos por A.
fundyense cultivada bajo condiciones de limitacién de P, detectando un aumento en
la concentracion de la arginina, un aminoacido precursor de la saxitoxina (STX).
Resultados similares en la misma especie fueron encontrados por John & Flynn
(2000). Cuando el P es afiadido como nutriente a medios deficientes de este
elemento se incrementa la division celular, causando una disminucion en la
concentracion de toxinas de cada célula (Gavin et al., 1997; Taroncher et al., 1997).
Posteriormente, Yamamoto et al. (2004) realizaron experimentos relacionados con
tasas de consumo de nutrientes y cinéticas de crecimiento con G. catenatum
utilizando medios de cultivo con deficiencia de N y P. Sus resultados sugieren que G.
catenatum tiene una desventaja metabodlica para competir con otras especies de
dinoflagelados u otros grupos de fitoplancton por la asimilacion de nutrientes bajo
condiciones oligotréficas, debido a que tiene una constante de saturacion alta (Ks) de
Ny P (7.59 y 3.40, respectivamente).

Los compuestos de N y P influyen en los cambios metabdlicos y la produccion
de toxinas, con respecto, a la toxicidad entre cepas de la misma especie puede variar
de un lugar geografico a otro, considerandola en algunos como un biomarcador muy

estable para los dinoflagelados que las producen. Oshima et al. (1993) demostré que



el perfil de toxinas de G. catenatum de tres diferentes sitios (Japdén, Tasmania y
Galicia) podria ser utilizado como biomarcador, ellos encontraron en comun las
toxinas menos potentes del grupo de las N-sulfocarbamoil (C1-C4, goniautoxinas 5 y
6) aunque su abundancia relativa difiere del lugar geografico. Adicionalmente G.
catenatum de Tasmania (Australia) presentd una toxina que no se habia registrado
(13-deoxidecarbamoil) y que podria ser utilizada para diferenciarla de las cepas de
los otros dos sitios. Por otro lado, al comparar el perfil de toxinas de cepas de G.
catenatum de seis sitios (Australia, Japon, Portugal, Espafia, Uruguay y Hong Kong)
encontraron que las cepas de Hong Kong y Uruguay presentan perfiles similares a
los perfiles de las cepas de Espafia y Portugal difiriendo en su baja proporcién de
GTX 5-6, estas toxinas en comun se pueden utilizar como marcador bioquimico para
las cepas de estos sitios (Negri et al., 2001).

Algunos estudios de cepas de G. catenatum aisladas de zonas costeras como
la Bahia de La Paz BAPAZ) y Bahia Concepcion BACO) en el Golfo de California,
han demostrado que los perfiles de toxinas de G. catenatum de ambas localidades
son similares (Gérate-Lizarraga et al., 2005). Sin embargo, los ambientes
nutricionales dentro del Golfo de California son altamente variables por lo que G.
catenatum parece estar adaptado a esta variabilidad y ser oportunista en condiciones
propicias para su proliferacion. Por tal razon, en este estudio tratamos de observar
bajo condiciones experimentales el efecto de las diferentes proporciones
nitrégeno:fosforo (N:P) en la densidad celular, tasa de crecimiento, toxicidad y perfil
de toxinas de G. catenatum aisladas de la Bahia de La Pazy Bahia de Mazatlan
(BAMAZ). También es relevante la forma quimica del nutriente (organico o
inorganico), el cual regula la proliferacion de distintas especies (Glibert et al., 2005;
Jeong et al., 2005).

La tasa de asimilacion, asi como el efecto del N y P en las tasas de
crecimiento y toxicidad de las cepas del Golfo de California de G. catenatum son
desconocidas. Esta informacion fisioldgica permitiria posiblemente ayudar a entender
los mecanismos de formacion de los FAN y sus toxinas de esta especie en
condiciones naturales. En esta tesis, se realizd un estudio de cuantificacion de

diferentes nutrientes asociado a la abundancia y el contenido de toxinas de G.



catenatum bajo condiciones naturales, logrando muestrear un FAN nocivo de ésta
especie en la Bahia de La Paz (BAPAZ) en el 2007. Con el objetivo de verificar si los
resultados fisioldgicos obtenidos en el laboratorio concuerdan con lo encontrado en
condiciones naturales. Particularmente me enfoqué a investigar si las diversas
concentraciones de nutrientes del ambiente costero de BAPAZ y BAMAZ (espacial y
temporal) pueden aproximarse a las densidades celulares y perfiles toxicos
detectados bajo condiciones de laboratorio. Si logramos establecer estas relaciones
fisiologicas, estas seran de gran utilidad para el entendimiento de los mecanismos de

formacion de los FAN y su efecto téxico de G. catenatum en el ecosistema del

noroeste de México.



2. Antecedentes
Los FAN en el Golfo de California son comunes a lo largo de todo el afio

(Byrne & Emery, 1960). El primer registro de un FAN en el Golfo de California fue
posiblemente realizado por Streets (1872), informando de una discoloracion en la
superficie del agua de mar causada por Myrionecta rubra frente a la Isla Cerralvo. En
1939, Graham (1943) obtuvo material de un FAN de G. catenatum en la region norte
del Golfo de California, registrando densidades > 1.0 * 10° céls L™ . No obstante, el
primer registro de esta especie como toxica fue documentado 40 afios después en
las costas de Sinaloa, México (Mee et al.,, 1986). Esta especie se distribuye
principalmente en las costas del Pacifico Mexicano (Mee et al., 1986; Cortés-
Altamirano, 1987; Cortés-Altamirano & Alonso-Rodriguez, 1997; Cortés-Altamirano et
al., 1999; Garate-Lizarraga et al.,, 2001, 2002) donde ha provocado FAN,
principalmente en el area de Mazatlan Manzanillo (Cornés-Altamirano et al., 1999;
Morales Blake et al., 2000) y Acapulco (Saldate-Casteiieda et al., 1990, 1991). Estos
FAN de G. catenatum se han relacionado con intoxicaciones de humanos por
consumir moluscos contaminados (Mee et al.,, 1986; Cortés-Altamirano & Alonso-
Rodriguez, 1997; Cortés-Altamirano et al., 1999). Dentro del Golfo de California, este
dinoflagelado se ha detectado en Bahia Concepcion (Lechuga-Devéze & Morquecho-
Escamilla, 1998; Garate-Lizarraga et al., 2001; Gongora-Gonzalez, 2001), Bahia de
Los Angeles (Gérate-Lizarraga et al., 2007), Bahia Kun Kaak (Garcia-Hernandez et
al., 2005), Laguna de Macapule (Poot-Delgado, 2006) y en la Bahia de La Paz
(Garate-Lizarraga et al., 2003).

G. catenatum es el Unico dinoflagelado gymnodinial desnudo conocido hasta
el momento que produce toxinas paralizantes (TP). Durante el brote toxico ocurrido
en Bahia de Mazatlan (BAMAZ) en abril de 1979, se registraron densidades celulares
que variaron entre 1.2 y 6.6 * 10° céls L™. Estas altas densidades de G. catenatum se
asociaron con concentraciones de toxinas de 7600 ng STXeq 100 g en moluscos
filtradores (Mee et al., 1986). Sin embargo, durante FAN ocurridos posteriormente en
ésta bahia, los valores de toxicidad encontrados en moluscos filtradores han sido
menores (< 35 ny STXeq 100 g?) (Cortés-Altamirano & Alonso-Rodriguez, 1997;

Garate-Lizarraga et al., 2004a).



En la Bahia de La Paz (BAPAZ) las concentraciones de TP en moluscos fltradores
han sido bajos (0.14 - 4.38 ug STXeq 100 g*) (Gérate-Lizarraga et al., 2003). Garate-
Lizarraga et al. (2004 a, b) y Band-Schmidt et al. (2005) determinaron el perfil de TP
en varias especies de moluscos bivalvos en tres lagunas costeras del Golfo de
California, encontrando once analogos de STX. En los perfiles de toxinas
observadas se encuentran GTX3, dcSXT, dcGXT2-3, Bl y C2 en distintas
proporciones entre las tres bahias.

Se han realizado estudios sobre las tasas de crecimiento y perfiles de
toxinas de G. catenatum con cepas recolectadas de diversas localidades del Golfo de
California. Asi tenemos que, Band-Schmidt et al. (2004) analizaron los efectos de la
temperatura y salinidad sobre las tasas de crecimiento y encontraron que las cepas
de BACO tenian mayor tasa de crecimiento (0.18 y 0.21 div dia™) a temperaturas
entre 21.0 °C y 29.0 °C. El rango de salinidad que tolera es relativamente amplio (28
a 38 ups) con una tasa de crecimiento de 0.30 div dia™’. Lo anterior implica que G.
catenatum del Golfo de California es euritérmica y eurihalina por lo que puede crecer
en un amplio rango de escenarios. Band-Schmidt et al. (2005) determinaron el perfil
de toxinas en 16 cepas G. catenatum de BACO y encontraron que el contenido de
toxinas varia entre cepas, sin embargo, todas las cepas presentaron dcSTX,
dcGTX2-3 y C1-2. Se demostré que bbs perfiles de toxinas de cepas del Golfo de
California son distintos a los reportados para cepas de otros lugares geograficos. Por
lo que se ha concluido que el contenido de toxinas varia con el origen de la cepa 'y
con la fase de crecimiento en cepas de G. catenatum de la BAPAZ y de BAMAZ
(Band-Schmidt et al., 2006). Aan no es claro si estas diferencias en toxicidad y
perfiles de toxinas son causadas por que esta especie presenta varias poblaciones o
ecotipos en la zona o bien si las concentraciones de nutrientes en cada localidad
modifican su metabolismo celular.

Es relevante sefialar que recientemente se han descubierto nuevas toxinas
en G. catenatum que fueron denominadas STX hidroxibenzoato sulfatado GC1 y
GC2) y STX hidroxibenzoato (GC3). Estas corresponden a la GC3 4-hydroxbenzoato

éster derivado de la decarbamoilsaxitoxina mientras que GC1 y GC2 son epimeros



11-hidroxisulfato derivados de la GC3 (Negri et al., 2003). Lo anterior sugiere que es
probable descubrir nuevas toxinas en las cepas del Golfo de California.

Los dinoflagelados tienen una tasa de reproduccién asexual menor que las
diatomeas (Brand & Guillard, 1981), una condicion a menudo asociada con altas
tasas de respiracion (Falkowsky & Owen, 1978). Por lo tanto, pueden ser
competidores comparativamente menos exitosos cuando existen condiciones
limitantes de nutrientes. La asimilacion de nitrégeno y fésforo (organico o inorganico)
o elementos traza por dinoflagelados difiere con respecto a otras especies del
fitoplancton, aunque la mayoria son auxotréficos y requieren vitaminas (Provasoli &
MacLaughlin, 1963). Los dinoflagelados tienen un potencial menor que las
diatomeas, para incorporar el nitrégeno inorganico durante el periodo de luz (Eppley
et al., 1969; Paasche et al., 1984). Sin embargo, Maclsaac et al. (1979) propusieron
gue los dinoflagelados tienen una mejor habilidad para asimilar nitratos y amonio en
oscuridad. Pyrocistis noctiluca tiene la habilidad de incorporar el fésforo inorganico
(P1) en bajas concentraciones (Rivkin, 1982). Los dinoflagelados formadores de FAN
generalmente no estan adaptados para la asimilaciébn de nutrientes en bajas
concentraciones por su bajo coeficiente de afinidad de nutrientes comparados con
otros grupos de fitoplancton como diatomeas y rafidofitas (Smayda, 1997; 2000;
2002). Los dinoflagelados requieren asimilar mayores concentraciones de nutrientes.
Esto es paradogjico, ya que la formacion de FAN de dinoflagelados se dan en
condiciones de baja concentracion de nutrientes, cuando la columna de agua se ha
estabilizado (Margalef, 1978).

Diversos estudios han determinado el efecto de los nutrientes en la
produccion de TP. Las TP son moléculas que incluyen en su estructura quimica
nitréogeno y estas pueden ser sintetizadas como subproducto en la sintesis de
aminoacidos en condiciones de exceso de nitrégeno (Johansson & Granéli, 1999).
Por ejemplo, la toxicidad de Alexandrium catenella se incrementa en condiciones
limitantes de fésforo, pero con altas concentraciones de nitrégeno, cuando se
compara con cultivos con proporciones N:P de 16:1 y limitantes de nitrogeno
(Matsuda et al., 1996; Siu et al., 1997). Este proceso también se ha observado en A.

excavatum (Levasseur et al., 1995), A. fundyensi (Anderson et al., 1990), A.
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tamarense (Boyer et al., 1987; Anderson et al., 1990), A. minimum (Bechemin et al.,
1999) e incluso en la cepa espafola de G. catenatum (Reguera & Oshima, 1990;
Flynn et al. 1996). El incremento en la toxicidad de dinoflagelados se ha interpretado
como un mecanismo para el almacenamiento del exceso de nitrégeno del medio
(Reguera & Oshima, 1990). En sintesis, el hecho de que las TP sean nitrogenadas
sustenta el efecto directo de este nutriente en la produccion de toxinas. De lo anterior
se puede especular que las diferencias en las proporciones estequiométricas de N:P
influyen en el perfil de TP producidas por dinoflagelados.

Las concentraciones de nutrientes en el Golfo de California son altamente
variables por lo que G. catenatum parece adecuarse dinAmicamente a estas
variaciones en condiciones naturales. La region de Mazatlan, por ejemplo, presenta
una mayor incidencia de FAN principalmente durante los periodos de invierno-
primavera (Cortés-Altamirano, 1987; Cortés-Altamirano & Nuafiez Pasten, 1992). De
acuerdo a Mee et al. (1984) la proporcion N:P media anual durante los afios 1980 a
1982 en la BAMAZ fue de 4.7. Aunque posteriormente, Alonso-Rodriguez et al.
(2000) calcularon un valor medio de la proporcién N:P para la BAMAZ de 15.2 en
invierno y 25.9 en verano, asumiendo que el creciente aporte de las aguas no

tratadas en la BAMAZ parecen asociarse al incremento de las proporciones de N:P.
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3. Justificacion
Gymnodinium catenatum es un dinoflagelado que se distribuye en México

desde Ensenada, B.C. hasta Chiapas. Es un dinoflagelado desnudo que produce TP
y que puede formar FAN. Estos eventos han causado problemas econdémicos yde
salud publica en diferentes partes del mundo y de México. A pesar de los impactos
socio-econdémicos, en nuestro pais, los estudios del perfil de toxinas, toxicidad y
tasas de crecimiento de cepas nativas son escasos, lo cual justifica realizar estudios
fisiologicos detallados de ésta especie con el objetivo de comprender el efecto de
factores ambientales en su crecimiento y toxicidad. De los exiguos trabajos
existentes, algunos mencionan el posible efecto de las condiciones nutricionales de
diferentes escenarios bajo los cuales esta especie prolifera. El caso de las costas del
Pacifico mexicano que posiblemente soporta una creciente influencia antropogénica,
particularmente en lo relativo a la descarga de diferentes compuestos nitrogenados y
fosforados, probablemente influyan en la formacién y mantenimiento de los eventos
de FAN y en la toxicidad especifica. En el caso particular de G. catenatum su
toxicidad varia dependiendo de su origen geogréafico. Sin embargo, las cepas
mexicanas de diferentes localidades presentan diferentes perfiles téxicos que
probablemente se asocien a la disponibilidad de nutrientes. Este trabajo también se
justifica debido a que durante su desarrollo se pretendidé probar bajo diferentes
regimenes nutricionales controlados, si los diferentes compuestos nitrogenados,
fosforados en distintas proporciones N:P influyen en la toxicidad, tasas de
crecimiento y tasas de asimilacion de G. catenatum, lo que permitira contrastarlo con
informacion obtenida en condiciones naturales. En la presente tesis se intentd
esclarecer la respuesta fisioldgica de G. catenatum en funcion de la variacion de
nutrientes nitrogenados y fosforados inorganicos, particularmente en la tasa de
crecimiento y su perfil toxico. Generando conocimiento nuevo acerca de la fisiologia
de esta especie, lo que permitird sustentar recomendaciones para un mejor manejo

durante su proliferacion.



4. Hipotesis

Bahia de La Paz (BAPAZ) y Bahia de Mazatlan (BAMAZ) presentan diferentes
proporciones N:P, asi como abundancia de G. catenatum, y se ha demostrado que la
proporcion N:P tiene un efecto significativo en el crecimiento, concentracion vy perfil
de toxinas de otros dinoflagelados entonces podriamos esperar que diversas
proporciones N:P tedran un efecto en el crecimiento, concentracion y perfil de toxinas

de G. catenatum de BAPAZ y BAMAZ esperando una menor tasa de crecimiento y

mayor concentracion de toxinas en proporciones N:P bajas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar la influencia de diversas proporciones N:P en el crecimiento y toxicidad del
dinoflagelado G. catenatum en Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan asicomo en

condiciones controladas.

5.2 Objetivos particulares

1) Cuantificar la abundancia de G. catenatum y las proporciones N:P, asi como la
concentracion de toxinas paralizantes en la columna de agua y en moluscos bivalvos
de Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan.

2) Determinar in vitro la tasa de asimilacion de diferentes fuentes de nitrogeno
(amonio, nitratos) y fosfatos en cepas de G. catenatum aisladas de Bahia de La Paz
y Bahia de Mazatlan.

3) Comparar el efecto de distintas fuentes inorganicas de nitrégeno (amonio y
nitratos) en la tasa de crecimiento y perfil de toxinas en cepas de G. catenatum de
Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan.

4) Definir el efecto de las variaciones en las proporciones N:P en la tasa de
crecimiento y toxicidad de G. catenatum de cepas de Bahia de La Paz y Bahia de

Mazatlan
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6. Area de estudio
La BAPAZ (Figura 1a) se ubica en el litoral occidental del Golfo de California

(24°06’ y 24° 47° N; 110° 18 y 110° 45’ O). Tiene un area de 2,635 km?, delimitada al
norte por la Isla San José, al sur por la Ensenada de La Paz, al oriente por las Islas
Espiritu Santo y La Partida. Su parte mas ancha mide aproximadamente 80 kmy el
mas angosto 35 km (Obeso-Nieblas et al., 2004). Su maxima profundidad es de 400

m la cual se encuentra en la depresion de Alfonso (Cruz-Orozco et al., 1989, 1996).

El clima que presenta la BAPAZ es seco y semicalido (Obeso-Nieblas et al.,
2004). Las mayores precipitaciones fluviales se presentan en septiembre y octubre,
con un promedio de 62 mm. Esta bahia se ve estacionalmente influenciada por
tormentas tropicales y huracanes que se forman en el Pacifico sur durante el verano-
otofio (Obeso-Nieblas & Jiménez-lllescas, 1989). En el periodo templado la
temperatura promedio fue de 23.55 £ 1.35 °C, mientras que en el calido es de 30.25
+ 0.95 °C. Por otro lado, en el periodo templado es comun observar salinidades
promedios < 37 ups, mientras que en el calido > 37 ups (Cervantes-Duarte et al.,
2001). La temperatura ambiental promedio anual es de 23.8 °C, las temperaturas
minimas promedio se registran en invierno con 8 °C y las temperaturas promedio
maximas en verano con 37 °C (Cruz-Ayala, 1996). Monreal-Gémez et al. (2001)
encontraron en la bahia tres masas de agua: Agua del Golfo de California (AGC),

Agua Superficial Ecuatorial (ASE) y Agua Subsuperficial Subtropical (ASS).

En verano los vientos dominantes provienendel sur con velocidades entre 2
y 3 m st (Douglas et al., 1993). Durante el invierno los vientos dominantes provienen
del noroeste y norte, alcanzando en algunas ocasiones intensidades de 4 ms™ hasta
10 m s (Pérez, 1988; Obeso-Nieblas et al., 2007).

La BAMAZ (Figura 1b) se sitla en la costa oriental del Glfo de California
(106° 29" 24" y 106° 23’ 36” O y los paralelos 23° 08’ 48” y 23° 16’ 00” N), a 38 km al
sur del Trépico de Cancer. Presenta una longitud de 17 km, anchura maxima hasta la
isobata de los 18 m de 5.5 km, un &rea hasta la isobata de los 18 m de 35 km? y una
profundidad media de 12 m (Orozco-Romo, 1980).
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El clima que predomina es calido subhimedo (Garcia, 1973), con
precipitaciones pluviales en verano, las mayores lluvias se presentan en septiembre
con un promedio anual de 812 mm (INEGI, 1994). En los meses de julio a octubre se
presentan depresiones tropicales, tormentas y huracanes que se forman en el
Océano Pacifico (Alonso-Rodriguez, 2004). La temperatura media anual del aire es
de 24 °C y en verano su temperatura media es de 28 °C. Por otro lado, la
temperatura media anual de la superficie del mar es de 25.4 °C y la salinidad de 34.9
ups (Alonso-Rodriguez, 2004). Su circulacion esta influenciada principalmente por
procesos oceanograficos que se generan en la boca del Golfo de California, debido a
frentes, giros y la influencia de al menos tres corrientes marinas: la Corriente de
California, la del Pacifico y la del Golfo de California (Roden, 1962; Santamaria-del
Angel, 1994).

Esta bahia es considerada como un cuerpo de agua subtropical, abierta y
somera con varias islas e islotes en su parte norte y en su extremo sur (Mee et al.,
1984; Alonso-Rodriguez et al., 2000). Sus aguas reciben influencia calida del sur en
primavera-verano y de enfriamiento por los vientos del NO y la incidencia de
fendmenos de surgencias costeras durante el periodo otofio-invierno. La velocidad
media de los vientos es de 5.2 m s y maximos de 18.4 ms™* (Roden, 1962). Algunos
estudios sefialan que la BAMAZ esta sujeta al proceso de eutrofizaciéon (Mee et al.,
1984; Alonso-Rodriguez et al., 2000).
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Figura 1. Areas de estudio y localizacion de las estaciones de muestreo en la Bahia

de La Paz (a) y la Bahia de Mazatlan (b).
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7. Material y métodos
7.1 Trabajo de campo

7.1.1 Muestreo y medicion de variables fisicas, quimicas y biolégicas

Se realizaron muestreos mensuales en 5 estaciones de la BAPAZ (Figura 1a)
y 2 estaciones ubicadas en la BAMAZ (Figura 1b) de junio de 2006 a mayo de 2007.
Las estaciones fueron seleccionadas debido al previo registro de G. catenatum en
estos sitios.

En cada estacion oceanografica de ambas localidades se obtuvieron muestras
de agua de mar con una botella van Dorn para medir la temperatura, el oxigeno
disuelto y los nutrientes (NOz, NO,, NHs"y PO4%), abundancia de dinoflagelados
totales en especifico G. catenatum y TP a diferentes profundidades (Tabla 1). Las
estaciones de la BAPAZ E2, E3 y E5 se ubican a profundidades <5 m, por ello solo
se obtuvieron muestras superficiales. Al igual que en la estacion de BAMAZ E7
donde solo se muestred en superficie y a 10 m de profundidad. En la Tabla 1 se
muestran las profundidades a las cuales se muestrearon el resto de hs estaciones
(E1, E4y EB).

La temperatura superficial se midié in situ con un termdémetro de cubeta
(Kahlsico International Corp., El Cajon, California) y en los diferentes niveles una vez
que se extrajo la botella van Dorn. El indice de estratificacion térmica (IET) (Cox et
al., 1970) fue calculado de la diferencia entre la temperatura superficial y el estrato
siguiente (ver Tabla 1 para las profundidades) y la concentracién de oxigeno disuelto
por el método de Winkler modificado (Strickland & Parsons, 1972).

El agua recolectada con la botella van Dorn de los diversos niveles se filtr6 en
el laboratorio con ayuda de una bomba de vacio eléctrica a través de filtros de fibra
de vidrio Whatman GF/F de 0.7 um, el material retenido en el filtré se utilizé para
identificar y cuantificar las TP del fitoplancton. El agua de marfiltrada se usé para el
andlisis de nutrientes (NOs, NOs, NHs;" y PO,>) (Strickland & Parsons, 1972)
utilizando un auto-analizador de iones de flujo continuo (Lachat Instruments, modelo
Quick Chem, serie 8000) (ver seccion 7.2.2). Quinientos mL de agua de las muestras
de botella se preservaron en lugol acido (Throndsen, 1979) para el analisis

cuantitativo de G. catenatum y otros componentes del fitoplancton (Uterméhl, 1958).
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Las muestras para TP se congelaron a 20 °C para su posterior andlisis. La
extraccion, identificacion y el andlisis de las TP se realizaron de acuerdo a lo

sefialado en la secciéon 7.2.3.

Tabla 1. Estaciones de muestreo, ubicacion geogréfica y profundidad de muestreo en
la zona de estudio Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan.

Bahiade La Paz

Estaciones Ubicacién geografica Profundidades

muestreadas (m)

E1 San Juan de la Costa 24° 21.645° N; 110° 37.484" W 0,25y 50
E2 Barco varado Mogote 24°10.738" N; 110° 20.917" W 0
E3 Mogote punta 24°1041.85 N;110° 20.31" W 0
E4 Granja Rancheros del Mar 24° 17.622° N; 110° 20.8° W 0,15y 30
E5 Balandra 24°19.55" N; 110° 20.60" W 0

Bahia de Mazatlan
E6 23°1054.26'N; 106°26 06.61° W 0, 5, 10, 15y 30

E7 23°1053.39'N; 106°26 46.02°W 0y 10

7.1.2 Seguimiento del FAN de Gymnodinium catenatum en la Bahia de La Paz
De febrero a marzo de 2007, se presentdé un FAN de G. catenatum en la

BAPAZ. Se muestrearon ocho sitios donde regularmente capturan moluscos como
pesca comercial (Figura 2).

Las muestras de bivalvos se extrajeron por buceo libre y SCUBA de enero a
marzo de 2007 (Tabla 2) con el objeto de cuantificar el contenido de TP en moluscos.
Los moluscos recolectados se mantuvieron con hielo y fueron transportados al
laboratorio del CIBNOR, S.C. donde se enjuagaron con agua, se desconcharon y
homogeneizaron sus tejidos. Se tomaron 2 g del homogeneizado y se le agregaron 2

mL de acido acético 0.03 N. Las muestras se sumergieron en hielo y se sénicaron 3
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veces a 35 kHz en lapsos de 1 minuto. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000
rpm por 15 min a 10 °C, el sobrenadante se filtr6 a través de un acrodisco (0.45 pum).
Del extracto 150 pL fueron utilizados para la hidrdlisis con HCI (1M). Se analizaron 10
pL de ambos extractos (con y sin hidrdlisis). La identificacion y el analisis de las TP

se realizaronde acuerdo a la seccion 7.2.3.
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Figura 2. Localizacion de las estaciones de muestreo en el sur de la Bahia de La
Paz, México. ®(Recolecta de fitoplancton) ? (Recolecta de bivalvos).

Durante el FAN de G. catenatum también se obtuvieron muestras
superficiales de agua de mar con una botella van dorn para determinar las mismas
variables de la seccion 7.1.1. Este muestreo se realiz6 unicamente el 7 de marzo de
2007.

Los pardmetros de temperatura y quimicos se determinaron de la misma
manera que se menciono en la seccion 7.1.1 y 7.2.2. A fin de observar los cambios
temporales de temperatura superficial, se obtuvieron datos para un punto de la Bahia
(24.45 N, 110.5 E) de enero a abril del 2007 del programa CoastWatch de la National
Oceanic and Atmospheric Administration
(http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/coastwatch).



También se recolectaron muestras de botella preservandose con lugol acido
(Throndsen, 1979) para el analisis cuantitativo de G. catenatum de acuerdo al
método propuesto por Utermoéhl (1958).

Unicamente durante el FAN de G. catenatum en la BAPAZ se realizaron
arrastres verticales de red de 20 um de luz de malla a 25 m de profundidad, se
concentrd el material en filtros GF/F de 47 mm de didmetro y 0.7 um de tamafio de
poro y se mantuvieron en hielo, ya en el laboratorio se congelaron a -20 °C para su
posterior analisis. La extraccion y el analisis de las TP se realizaron de acuerdo a la

seccién 7.2.3.
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Tabla 2. Fechas de muestreo de fitoplancton,

nutrientes, oxigeno disuelto,

temperatura y moluscos en la Bahia de La Paz de enero a marzo de 2007 durante un
FAN de Gymnodinium catenatum.

Estacion Fecha de muestreo Especie de molusco Fecha de muestreo
fitoplancton, moluscos
nutrientes, oxigeno (2007)
disuelto y temperatura
(2007)
El 07/03 Dosinia ponderosa 15/03
Periglypta multicostata  15/03
E2 07/03 Megapitaria squalida 07/03
15/03
Dosinia ponderosa 15/03
E3 Pinna rugosa 09/03
E4 07/03 Modiolus capax 07/03
Megapitaria squalida 07/03
Modiolus capax 07/03
E5 07/03
E6 07/03
E7 Dosinia ponderosa 15/01
12/02
08/03
15/03
Megapitaria squalida 15/03
E8 Megapitaria aurantiaca  16/03
20/03
Pinna rugosa 27/03




7.2Procesamiento de muestras

7.2.1 Conteo e identificacion de G. catenatum y otros dinoflagelados
El analisis taxondmico de las muestras de fitoplancton de botella se realiz

en una camara de Sedgwick-Rafter de 1 mL, con ayuda de un microscopio Optico
(modelo DMLS, LEICA). La identificacion taxondémica se realiz6 basandose en
literatura especializada (Fukuyo et al., 1990; Balech, 1998; Steindinger & Tangen,
1996).

Para el andlisis de las muestras de la red de fitoplancton (20 um) durante el
FAN de G. catenatum se utiliz6 el método propuesto por Utermohl (1958) con ayuda
de un microscopio invertido (modelo Axiovert 100, Carl Zeiss) y cubetas de
sedimentacion de 50 mL. La identificacién se realiz6 24 h después de sedimentar la

muestra.

7.2.2 Analisis de nutrientes
Se utilizé un autoanalizador de iones de flujo continuo (Lachat Instruments,

8000). El analisis para cada nutriente inorganico se realiz0 en corridas
independientes, con el fin de cambiar las condiciones de corrida (reactivos utilizados)
entre cada determinacién. El ritrégeno inorganico disuelto (NID) se consideré como
la suma de nitrito (NO,) + nitrato (NO3) + amonio (NH;*) y el fésforo como
ortofosfatos (PO4*). La determinacion de oxigeno disuelto, nitritos, nitratos, amonio y
fosfatos se realizaron segun Strickland & Parsons (1972), entre 4-20 h después de su
colecta.

Los nitritos reaccionan con la sulfanilamida en condiciones acidas para formar
un complejo diazo que al reaccionar con la N-(1-naftil)-etilendiamina se produce un
compuesto azo coloreado cuya intensidad es medida por espectrofotometria a 543
nm (Bendschneider & Robinson, 1952).

Los nitratos fueron reducidos a nitritos a través de su paso por una columna
empacada de cadmio-cobre (Morris & Riley, 1963). Una vez reducidos los nitratos a
nitritos, estos Ultimos fueron determinados por el método anterior.

El amonio se determind utilizando el procedimiento de Solérzano (1969), en el
cual el amonio en un medio alcalino con hipoclorito de sodio-fenol y en presencia de



nitroprusiato de sodio como catalizador forma el azul de indofenol cuya intensidad es
medida por espectrofotometria a 640 nm.

Para la determinacion los fosfatos se utiliz6 el método de Murphy & Riley
(1962), en el cual el ortofosfato reacciona con una mezcla compuesta de acido
molibdico, acido ascérbico y antimonio trivalente para formar azul de molibdeno cuya

intensidad es medida por espectrofotometria a 882 nm.

7.2.3 Analisis de toxinas paralizantes
Las muestras de agua y de moluscos para estimar la concentracion de TP se

analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion y deteccion de
fluosrescencia (HPLC-FD) (Hummer et al., 1997, modificado por Yu et al., 1998).
Cada filtro se coloc6 en un vial eppendorf con 1 mL de &cido acético 0.03 Ny se
sonico en 3 tiempos de 5 minutos cada uno. El extracto crudo se centrifugé por 15
min (14000 rpm) y el sobrenadante se pas6 a través de filtros de 0.45 um utilizando
acrodiscos de fibra de vidrio (25 mm de diametro) para jeringas. Para la
derivatizacion, 150 pL de cada extracto se mezcld con 37 upL de acido
hidroclorhidrico 1.0 N y se calentd por 15 min a 90 °C para convertir las toxinas N
sulfocarbamatadas a sus toxinas carbamatadas correspondientes. Luego de
enfriarse a temperatura ambiente, la muestra se neutralizé con 75 pl de acetato de
sodio 1 N. Los hidrolizados y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis
(antes de 24 h).

Los extractos hidrolizados y no hidrolizados se inyectaron en el cromatografo
de liquidos en corridas independientes para la identificacion y cuantificacion de las
TP. Las toxinas N-sulfocarbamatadas (incluyendo GTX5/B1 y GTX6/B2) se
cuantificaron calculando el incremento del pico maximo para relacionarlas con las
toxinas carbamatidas formadas durante el tratamiento con &cido clorhidrico (B1 a
STX, B2 aneoSTX, ClaGTX2,C2aGTX3,C3aGTX1yC4aGTX4).

El sistema de cromatografia utilizado fue un HP 1100 que consiste en un auto-
muestreador, desgasificador, bomba cuaternaria, dos bombas binarias usadas para
las reacciones post-columna, un detector de fluorescencia, una columna C-18 y un
reactor postcolumna. Las TP se detectaron usando una longitud de onda de

excitacion de 333 nm y una de emision de 390 nm.
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La identificacion de las TP se realiz6 comparando los tiempos de retencién de
las muestras y por coelucion con estandares comerciales de: saxitoxina (STX),
neosaxitoxina (neoSTX), goniautoxinas-1,4 (GTX 1,4), decarbamoilsaxitoxina
(dcSTX), decarbamoilgoniautoxinas-2,3 (dc GTX 2,3) y N-sulfocarbamoil-11-
hydrosulfato (C1,2) (National Research Council Canada, Halifax, NS, Canada).

La cuantificacion de la toxicida total se realiz6 utlizando los factores
respuestas relativos de los estandares comerciales como se define en la tabla 3. Los
factores respuestas relativos fueron definidos previamente al estandarizar el método
(HPLC-FLD). Como la metodologia de oxidacion post-columna solapa algunas
toxinas con toxicidades especificas diferentes, para los célculos de toxicidad total la
concentracion de toxinas obtenida para cada grupo de toxina se multiplicé por la

toxicidad respectiva de ese grupo (Tabla 3).

Tabla 3. Estandares de calibracion, factores respuestas y factores de toxicidad
relativa aplicado para calcular la toxicidad total de las diferentes toxinas encontradas
en Gymnodinium catenatum de Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan.

Toxina Factor respuesta Factor de toxicidad

relativo
STX 4.50*10° 1
NEO 1.54 * 10° 0.92
GTX 2 1.71*10° 0.36
GTX3 1.61*10° 0.64
dcSTX 2.09 * 10°® 0.51
dcGTX2 1.89*10° 0.65
dcGTX3 1.82*10° 0.75
B1 4.50*10° 0.06
B2 1.54 * 10 0.00
c1 4.50 * 10°® 0.01
C2 450*10° 0.1
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7.3 Trabajo experimental

7.3.1 Cepas utilizadas
Para obtener las cepas de cada regidon se realizaron arrastres verticales y

superficiales con una red para plancton de 20 um de luz de malla, en la BAPAZYy la
BAMAZ. El fitoplancton concentrado se tamizé con una red de 60 um para eliminar
organismos de mayor tamafio y se inoculé en recipientes de 250 mL de capacidad
con medio de cultivo f/2 modificado, con la adicién de selenio (10® M de H,SeOs) y la
disminucion en la concentraciéon de cobre (10® M de CuSOy) (Anderson et al., 1984).
Se logré aislar una cepa de la BAPAZ (BAPAZ-7) y una de la BAMAZ
(BAMAZ-2). Las otras cepas de cada region fueron adquiridas de la coleccion de
dinoflagelados marinos (CODIMAR) del CIBNOR (GCMQ+4 y BAPAZ-5).

7.3.2 Mantenimiento y cultivo de Gymnodinium catenatum
Las células vegetativas se aislaron con micropipeta observandolas en un

microscopio invertido Carl Zeiss, Axiovert 100 (Matsuoka & Fukuyo, 2000). Las
células se transfirieron individualmente a cada pocillo de una placa de 24 celdas
llenada con medio modificado f/2 (Anderson et al., 1984) y se mantuvierona 21.0 £
1.0 °C en un régimen luz-oscuridad de 12:12, a una intensidad de 150 pmol E m?s™,
Los medios de cultivo se prepararon con agua de mar filtrada a una salinidad de 35
ups. El medio de cultivo se esterilizé por calor himedo (121 °C, 15 Ibs de presién por
15 min), posteriormente se le adicionaron las vitaminas filtradas en filtros de
membrana de 0.22 um de tamafio de poro.

Los cultivos de cada celda de la placa fuerontransferidos a tubos de ensayo
de 15 mL y posteriormente a matraces Erlenmeyer de 125 mL de capacidad con 75
mL de medio de cultivo y colocados en las condiciones de cultivo indicadas
anteriormente. Los cultivos se mantuvieron renovando cada 20 a 30 dias el medio de

cultivo en un 50 % del volumen.

7.3.3 Curvas de crecimiento
Para determinar la biomasa maxima y las tasas de crecimiento de las cepas

de G. catenatum se inocul6 el 10% del volumen del cultivo madre con una densidad
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aproximada entre 300 a 800 céls mL™ en un volumen de 200 mL de medio de cultivo.
Las tasas de crecimiento se estimaron tomando 2 nL del cultivo y fijandolas con
lugol acido cada tercer dia mediante recuento de las células hasta alcanzar la fase
de decaimiento (Throndsen, 1979). Los conteos se realizaron en una camara de
Sedgwick-Rafter de 1 mL de capacidad en un microscopio Optico LEICA DMLS. Las

condiciones de los cultivos fueron las establecidas en la seccién 7.3.2.

7.3.4 Tasas de asimilacion
La determinacion de las tasas de asimilacién de nitratos, amonio y fosfatos

se realizaron por duplicado en cada una de las cepas de G. catenatum. Los cultivos
se mantuvieron hasta alcanzar la fase estacionaria, cuando se agotaron los
nutrientes del cultivo (NOs,, NHs* y PO,*) y/o donde la densidad celular de G.
catenatum se encontrara entre 700-800 céls mL>. Para asegurar estas condiciones
experimentales se filtraron 30 mL del cultivo a través de filtros de fibra de vidrio GF/F
de 0.7 uM de tamafio de poro y se le determind el nutriente respectivo mediante el
andlisis descrito anteriormente (ver seccion 7.2.2). Una vez confirmado el
agotamiento de los nutrientes en el cultivo se procedio a agregar las concentraciones
indicadas en la tabla 4 de los siguientes nutrientes: NO3", NHs" y PO,

Los experimentos de asimilacion de las cepas de G. catenatum se realizaron
en tubos de cultivo de 50 mL, con un volumen util de 30 mL (Figura 3). Para ello, en
el caso de la tasa de asimilacion de NOg3 se le adicion6 a los tratamientos
experimentales un volumen de 21 mL de medio de cultivo /2 sin nitratos,
posteriormente con la solucion estandar de NOs; se le adiciond a los tratamientos
experimentales la concentracion indicada en la tabla 4 hasta alcanzar una
concentracion final de 50 uM. Una vez preparados los tratamientos experimentales
se procedid a inocular con aproximadamente 9 mL del cultivo de G. catenatum con
una densidad celular (700-800 céls mL™) a cada tratamiento experimental. La
duracion de la incubacién fue determinada de acuerdo a experimentos previos
realizados en el Laboratorio de Pigmentos, CIBNOR, S.C. La Paz, B.C.S.

Para el caso de los NOj3™ los tratamientos experimentales se incubaron por
40 min. Se registraron dos tiempos, al momento de agregar el inoculo (tiempo cero,

to) y al finalizar la incubacién (40 min, ;). Se fij6 con lugol acido (Throndsen, 1979) 2
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mL del cultivo al ty y al t; para realizar conteo de células y por filtracién se recuperé
30 mL del cultivo para el andlisis de NOs correspondiente (ver seccion 7.2.2). Todos
los experimentos se realizaronbajo las condiciones descritas en la seccion 7.3.2. Se
realiz6 un procedimiento similar para determinar las tasas de asimilacion de NH4" y
PO,* con las concentraciones definidas en la Tabla 4. Las concentraciones de NO3,
NH;" y PO4* fueron determinadas de acuerdo a lo establecido en la secci6n 7.2.2.

La tasa de asimilacion fue calculada de la diferencia entre la concentracion
inicial y la concentracion final para cada nutriente de acuerdo a Harrison (1980) en

funcién de la densidad de células.

Tabla 4. Concentracion (uM) de los nutrientes utilizados para determinar
experimentalmente las tasas de asimilacion de Gymnodinium catenatum en funcién
de la disponibilidad de nutrientes.

NO3 NH4" PO4°
5 2 2
10 5 5
20 10 10
30 20 15
40 40 20
50 60 30
80
100

V= (Co- C1)/(N*t)

Donde: V= tasa de asimilacién (pmol cel* h?)
Co= concentracion inicial del nutriente (UM)
C,= concentracion final del nutriente (UM)

N= densidad celular (cél mL™?)

t=tiempo de incubacion (h).
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Figura 3. Diseflo experimental y procedimiento para la obtencién de muestras
durante el experimento de tasas de asimilacion de Gymnodinium catenatum de NOs'.
Los experimentos para determinar las tasas de asimilacién de NH;* y PO se
realizaron con las concentraciones resumidas en la tabla 4.

7.3.5 Crecimiento semicontinuo de Gymnodinium catenatum con diferentes
proporciones de N:P

Se realizaron dos experimentos de cultivos en las cuatro cepas G.
catenatum (Tabla 3) en matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad, para evaluar
la tasa de crecimiento y la concentracion de toxinas de G. catenatum, utilizandose
dos fuentes inorganicas de nitrogeno (NaNO; y NH4Cl) (Figura 4).

Para cada una de las cepas se preparé6 medio de cultivo (ver seccién 7.3.2),
utilizando como fuente de nitrégeno el NaNOs; o el NH4Cl. Cada fuente de nitrégeno
se utiliz6 con cinco proporciones de N:P, 4:1, 8:1, 16:1, 32:1 y 64:1 con una
concentracion de (14.5:3.63, 29:3.63, 58:3.63, 116:3.63 y 232:3.63 uM,
respectivamente).

Los cultivos se acondicionaron progresivamente a cada proporcion N:P a

partir de la condicién inicial (16:1). En cada proporcion de N:P se adaptaron las
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células durante al menos tres generaciones antes de iniciar el cultivo semicontinuo.
Una vez acondicionados los cultivos en cada una de las proporciones N:P para
ambas fuentes de nitrdgeno se determiné la tasa de crecimiento, tomando 2 mL del
cultivo y fijdndolas con lugol acido (Throndsen, 1979) para determinar el inicio de la
fase estacionaria. En el inicio de la fase estacionaria se cambio el sistema de cultivo,
de estatico a cultivo semicontinuo, acondicionando nuevamente por dos
generaciones en cada una de las proporciones N:P. En el sistema semicontinuo se
tomaron nuevamente muestras para conteos celulares (2 mL) y para analisis de TP
(30 mL) cada dos dias durante 10 dias. Las muestras para conteo celular se fijaron
con lugol acido, mientras que para el analisis de TP se filtraron 30 mL del cultivo (ver
seccion 7.3.4). El recambio del medio de cultivo se realizaba al momento de tomar
las muestras reemplazando 20 % del cultivo de G. catenatum por medio de cultivo

fresco (aproximadamente 40 mL). Las condiciones de los cultivos fueron las mismas
que las descritas anteriormente (seccion 7.3.2).



Tazas de crecimiento vy toxicidad de
G. catenatum en cultivos semicontinuos
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Figura 4. Disefio experimental y procedimiento para obtencion de muestras de cepas
de Gymnodinium catenatum crecidas bajo diferentes proporciones N:P (4:1, 8:1,
16:1, 32:1y 64:1).

7.4 Analisis estadisticos
Los analisis estadisticos que se aplicaron fueron: Estadistica descriptiva en las

variables (nutrientes, tasas de asimilacion, tasas de crecimiento, toxicidad). La
distribucion normal de cada variable fue verificada con la pueba de normalidad
(KolmogorowSmirnov) y para observar las diferencias significativas la prueba de
homogeneidad de varianza (Levene’s). Se realizé un andlisis de varianza de una via,
en el programa Statistica 8.0 (Statsoft, E.U.A.), para observar el efecto de las
proporciones N:P en la tasa de crecimiento, toxicidad y perfil de toxinas de G.
catenatum. Se realiz6 un andlisis de factores para estimar la magnitud de correlacién
del efecto de las variables fisicas y quimicas con la abundancia de dinoflagelados y
G. catenatum de ambas bahias. Los resultados de las pruebas estadisticas fueron
considerados significativos con un nivel de confianza igual o mayor de 0.95 (@ =de
0.05)
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8. Resultados
8.1 Muestreo anual de Bahia de La Paz y Bahia de Mazatlan
8.1.1 Temperatura

La temperatura superficial registrada en las estaciones de la BAPAZ y la
BAMAZ, muestran un marcado y similar ciclo estacional. Estos cambios nos permiten
diferenciar en ambas bahias dos condiciones climéticas, una célida y otra fria. En el
caso de la BAPAZ la céalida fue de junio a noviembre de 2006 con una temperatura
minima de 22.0 °C y una méaxima de 29.0 °C. En diciembre hubo un descenso con
temperaturas de 19.0 a 24.0 °C. En el caso de la BAMAZ la temperatura maxima fue
registrada en julio de 2006 (32.0 °C), en diciembre también se detecté una
disminucién térmica con un rango de 21.0 a27.0 °C (Figuras 5a y b).

No se encontraron diferencias significativas en la temperatura superficial
estacional entre las estaciones, ni entre bahias (p<0.05). Los valores verticales de
temperatura de las estaciones E1, E4 de la BAPAZ y E6, E7 de la BAMAZ se

presentan en al anexo 1 (Tablas 1-4).
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Figura 5. Variacion mensual superficial de la temperatura (a, b) y el oxigeno disuelto (c, d) en la Bahia de La Paz(a, c) y
la Bahia de Mazatlan (b, d) de julio de 2006 a mayo de 2007 en las estaciones de muestreo.
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8.1.2 Oxigeno disuelto
El oxigeno disuelto en el estrato superficial en la BAPAZ fue alto durante todo

el periodo de muestreo. Sin grandes fluctuaciones y con un intervalo de 6.0 a 9.3 mg
L't (Figura 5c), no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
oxigeno disuelto entre las estaciones ni por temporadas del afio (p>0.05). Los
valores de oxigeno disuelto de las estaciones E1 y E4 se muestran en el anexo 1
(tablas 1 y 2, a 50 m los valores fueron bajos (1.84 mg/L), principalmente en el
periodo de transicion térmica. En la BAMAZ el oxigeno disuelto vari6 de 3.0 a 13.14
mg L (Figura 5d). Los valores mas bajos se registraron en agosto de 2006 (3.07 mg
L'Y) y el més alto en abril de 2007 (15 mg L™?). En el periodo frio hubo un incremento
desde noviembre hasta registrarse un maximo en abril (15 mg L1). En mayo de 2007
hubo una disminucién abrupta en la concentracién de oxigeno disuelto a 2.5 mg L™
Para la BAMAZ no se obtuvieron valores de oxigeno disuelto de los estratos

profundos.

8.1.3 indice de estratificacion térmica (IET; °CM™Y)

Durante el periodo de muestreo, el indice de estratificacion térmica (IET; °CM
1) muestra que en las dos bahias no se desarrollaron condiciones de estratificacion
térmica. En ambas bahias se observaron tres periodos hidrograficos, dos periodos de
transicion y uno de mezcla. Los periodos de transicion se presentaron de junio a
septiembre de 2006 y de abril a mayo de 2007; el periodo de mezcla fue de octubre
de 2006 a marzo de 2007 (Figura 6).
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Figura 6. indice de estratificacion térmica (IET) estimado para la Bahia de La Paz
(E1) y la Bahia de Mazatlan (E6) de junio de 2006 a mayo de 2007, las lineas
horizontales representan el limite del periodo de transicibn hacia mezcla o
estratificacion.

Todas las estaciones de muestreo presentaron una temperatura homogeénea a
lo largo de la columna de agua durante el periodo de mezcla (de octubre de 2006 a
marzo de 2007). En este periodo las temperaturas fueron mayores (23.0 £ 3.6 °C),

disminuyendo hacia el invierno a 19.0 £ 0.5 °C (Anexo 1, Tablas 1 a 4).

8.2 Nutrientes
8.2.1 Nitritos

De las fuentes de nitrégeno inorganico cuantificadas, los nitritos fueron los que
menor aportacion tuvieron al nitrogeno inorganico disuelto (NID), con
concentraciones de 0.1 uM de junio a septiembre de 2006 y de marzo a mayo de
2007 en todas las estaciones de la BAPAZ (Figura 7a). En los otros meses los
valores fueron altamente variables, el valor maximo fue de 0.5 uM en enero de 2007
en la estacion E4. Las mayores concentraciones de nitritos en la E1 y la E4 se

presentaron en octubre de 2006 y en diciembre afebrero de 2007 con un intervalo de
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0.2 a 0.7 pM. El resto de los meses los valores superficiales de nitritos variaron de
0.10a 053 pM (Anexo 1, Tablas 1y 2).

La BAMAZ presenté una mayor variacion en la concentracion de nitritos a nivel
superficial, con un intervalo de 0.1 a 0.6 pM en ambas estaciones de muestreo (E6 y
E7) (Figura 7b). Con respecto a la profundidad las concentraciones fueron altas a 10
y 30 m principalmente en agosto y noviembre de 2006 (E6 y E7) y mayo de 2007 en
la E7 (de 0.26 a 12.5 pM) (Anexo 1, Tablas 3 y 4).
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Figura 7. Variacion mensual de nitritos (NO,") y nitratos (NOs") en superficie en la Bahia de La Paz (a, ¢) y en la Bahia de
Mazatlan (b, d) de julio de 2006 a mayo de 2007 en las estaciones de muestreo.
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Figura 8. Variacion mensual de amonio (NH4") y nitrdgeno inorganico disuelto (NID) en superficie de la Bahia de La Paz
(a, ¢) y la Bahia de Mazatlan (b, d) de julio de 2006 a mayo de 2007 en las estaciones de muestreo.
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8.2.2 Nitratos
Las concentraciones superficiales de nitratos para la BAPAZ fueron altamente

variables sin un patrén estacional definido aunque, en general los valores fueron
menores a 2.0 uM (Figura 7c). De enero a marzo de 2007 se registraron los valores
mas altos (2.0, 1.9 y 1.6 uM). En las estaciones con mayor profundidad E1 y E4 se
registraron los valores mas altos a 30 m y 50 m con concentraciones de 24.6 y 7.8
M? , respectivamente (Anexo 1, Tablas1y 2).

En la BAMAZ al igual que en la BAPAZ las concentraciones registradas en
superficie no sobrepasaron los 2.0 UM excepto en la E7 en enero, febrero y abril de
2007 con valores de 2.3, 2.2 y 4.6 2, respectivamente (Figura 7d). Las maximas
concentraciones también fueron registradas a 20 y 30 m de profundidad con un

intervalo de 13.4 a 20.43 uM en abril y mayo de 2007 (Anexo 1, Tablas 3 y 4).

8.2.3 Amonio

El ibn amonio en la BAPAZ tiene incrementos muy especificos en los meses
de junio y septiembre de 2006; febrero y mayo de 2007, su intervalo fue de 0.1 a 2.8
UM para el periodo dlido y de 1.4 a 3.5 uM para el periodo frio (Figura 8a). Con
respecto a la profundidad las maximas concentraciones se registraron en la estacion
E1l a 50 m en los meses de septiembre de 2006, enero y mayo de 2007 con 36, 3.4
y 3.7 UM, respectivamente (Anexo 1, Tablas 1 y 2). También en la estacion E4 hubo
concentraciones mayores a 30 m de profundidad en febrero (2.07 uM) y mayo (3.27
uM) de 2007.

En la BAMAZ los valores de amonio en superficie fueron <2.0 uM, excepto
para la E7 en el mes de octubre de 2006 con un valor mayor a 6.0 uM (Figura 8b).
Con respecto a la profundidad la concentracion de amonio para BAMAZ varia
ampliamente de 1.24 a 10.70 pM en superficiey a 10 m como es el caso de la
estacion E6 (Anexo 1, Tabla 3).

8.2.4 Nitrégeno inorganico disuelto (NID)
En la figura 8c se muestran los valores superficiales del ND para la BAPAZ,

donde se observa una tendencia similar a la concentracion de nitrato y amonio, con
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altas concentraciones en junio, septiembre de 2006; febrero y mayo de 2007 con un
intervalo de 1.0 a 5.0 uM. Los porcentajes relativos (datos no mostrados) de
aportacion al ND demuestran que el mayor aporte de nitrdgeno en el estrato
superficial fue de amonio (30 a 90 %). Con respecto a la profundidad se determin6 un
amplio rango en los aportes, aunque los nitratos fueron los que mas aportaron como
es el caso de la estacion E1 para el mes de junio de 2006 a 50 m, con un valor de
25.7 uM (95 %). En mayo de 2007 se observaron dos picos maximos de NID en la
estacion E1 a 25 y 50 m con concentraciones mayores a 20.0 uM (Anexo 1, Tabla 1),
aportadas también por nitratos (85 y 81 %, respectivamente). En la E4 se
encontraron concentraciones maximas de NID principalmente a 30 m en junio de
2006 y mayo de 2007 (8.1 y 7.2 uM, respectivamente). En este caso el mayor aporte
fue de nitratos en junio (95 %) y en mayo (51 %) (Anexo 1, Tabla 2).

El NID en la BAMAZ muestra la misma tendencia que los nitratos y el amonio.
Las concentraciones mayores se identificaron en la estacion E7 en los meses de
octubre de 2006 (7.29 uM) y abril de 2007 (6.30 puM) (Figura 8d). Con respecto a la
profundidad, las maximas concentraciones de ND registradas para la BAMAZ fueron
en abril de 2007 con 18.55, 22.11 y 19.64 uM para la estacion E6 a 10 m, 20 my 30
m de profundidad, respectivamente. Por otro lado, en la E7 se registrd6 un maximo de
20.40 uM a 10 m en mayo de 2007. Al igual que para la BAPAZ los aportes para el

NID fueron principalmente por nitratos.

8.2.5 Proporcion N:P
Los valores superficiales de la proporcion N:P para la BAPAZ fueron < 5:1,

excepto para mayo de 2007 con un valor de 20:1 en E2 (Figura 9a). Con respecto a
la profundidad los valores de N:P también fueron bajos en todas las profundidades,
con excepcion de los meses de enero y mayo de 2007 (E1) y mayo de 2007 (E2) a
50 m de profundidad donde los valores fueron de 10.5:1 a 20.2:1 (Anexo 1, Tablas 1
y2).

En la BAMAZ los valores superficiales de las proporciones N:P fueron
menores a 7:1, excepto para el mes de agosto de 2006 donde alcanz6 un valor de
15.6:1 (Figura 9b). Con respecto a la profundidad la razén N:P fue menor de 10:1 en

el estrato de 30 m, excepto para agosto de 2006, con un valor de 60.5:1 (Anexo 1,
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Tablas 3y 4), este valor tan alto se explica a una baja concentracion de fésforo en el
medio (0.008 puM).

8.2.6 Fosfatos
La concentracién superficial de fosfatos en la BAPAZ se mantuvo menor a 1.0

UM durante el periodo de muestreo, excepto en julio de 2006 donde se registraron las
maximas concentraciones superficiales de 2.5y 11 uM en E1 y E3, respectivamente
(Figura 9c). En el caso de la BAMAZ las concentraciones superficiales de fosfatos
fueron < 1.12 uM. Aunque en abril de 2007 las concentraciones fueron méas altas a
10 my 30 m con un intervalo de 1.0 a 2.5 uM (Anexo 1, Tablas 3y 4). En general, en

ambas bahias no se observaron cambios estacionales sustanciales en la

concentracion de fosfatos (Anexo 1, Tablas 1-4).
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8.3 Abundancia de dinoflagelados totales, con énfasis en Gymnodinium
catenatum

Del elenco de los diferentes grupos de fitoplancton identificados vy
cuantificados Unicamente se presentan los resultados de la abundancia de los
dinoflagelados totales y especificamente del dinoflagelado G. catenatum. En la
BAPAZ en el estrato superficial la abundancia de dinoflagelados varié entre
estaciones, asi tenemos que en algunas estaciones en la mayor parte del periodo
estudiado la abundancia fue < 5.0 * 10° céls L! (E1-5) registrando las maximas
densidades de dinoflagelados en la E2 con 2.8 * 10* céls L'* en noviembre de 2006 y
de 1.9 * 10* céls L™ en junio y la E3 con 2.1 * 10* céls L™ en noviembre de 2006
(Figura 10). Con respecto a G. catenatum su abundancia fue baja, registrando
densidades de 1.0 * 10° céls L™ en las estaciones E1, E2, E4 y E5 en los meses de
abril de 2007, noviembre, junio de 2006 y febrero de 2007, respectivamente, los
cuales coinciden en algunos de los casos con mayor abundancia de dinoflagelados.
En las estaciones de la BAPAZ durante el periodo de muestreo b abundancia de
dinoflagelados generalmente se mantuvé en la mayoria de los meses por debajo de
5 * 10° céls LY. Sin embargo, otros grupos del fitoplancton fueron dominantes
principalmente diatomeas (datos no mostrados).

En la BAMAZ en los dos sitios estudiados la abundancia de dinoflagelados
fueron mas elevadas que en la BAPAZ. En la estacion E6 la mayor parte del periodo
estudiado la abundancia de dinoflagelados fue < 1.0 * 10* céls L™ incrementando su
densidad en abril de 2007 (3.3 * 10% céls L™). En la E7 se presentaron abundancias
similares, aunque en diciembre de 2006 se incremento la biomasa a 6.6 * 10* céls L?
(Figura 11). Con respecto a G. catenatum su abundancia también fue baja, pero mas
frecuente durante el periodo estudiado que en la BAPAZ Dos picos maximos de G.
catenatum fueron registrados en la estacién E6 en julio de 2006 (6.0 * 10° céls L) y
abril de 2007 (3.0 * 10° céls L™). Ademas de otro en la E7 en febrero de 2007 con 3.0
* 10° céls L (Figura 11). En ambas estaciones se observd nuevamente que la
abundancia mayor de G. catenatum coincide con un incremento en la abundancia de
los dinoflagelados.
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8.3.1 Concentracion de txinas de Gymnodinium catenatum recolectadas en
condiciones naturales de la Bahia de La Paz y la Bahia de Mazatlan

A pesar de que se identific6 a G. catenatum como la Unica especie
responsable de producir TP en ambas bahias. Los resultados de concentracion de
toxinas de las muestras de fitoplancton obtenidas en el campo de ambas bahias
fueron negativos. Esto probablemente se deba a una baja abundancia de G.
catenatum detectada durante el periodo de muestreo (Figuras 10 y 11) o a que la
concentracion de TP en las muestras se encontraba por debajo del limite de

deteccion del método.



8.4. FAN de Gymnodinium catenatum en la Bahia de La Paz
8.4.1 Variables ambientales

Las condiciones de la zona de muestreo muestran temperaturas relativamente
frias que oscilaron entre 20.0 y 21.9 «C con bajas mncentraciones de nutrientes y
concentraciones altas de oxigeno (Tabla 5). Los datos de temperatura superficial
(promedio diario, 24.45 N, 110.5 W) para la Bahia de La Paz durante el periodo
enero-abril de 2007 muestran claramente el periodo transitorio invierno-primavera
con valores de alrededor de los 20.0 °C, a principios de febrero, posteriormente una
tendencia a incrementarse de 22.0 a 24.0 °C a finales de febrero y principios de
marzo de 2007 (Figura 12). La razon molar N:P también fue baja con valores entre

1.6:1 y 3.2:1, denotando limitacion por nitrdgeno.

Tabla 5. Temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L) y concentracién de nutrientes
(uM) en aguas superficiales de la Bahia de La Paz (7 marzo, 2007), en localidades
con presencia de Gymnodinium catenatum.

-

Estacion Temp. Oxigeno NO, NOs NH4 PO, NID N:P

disuelto
El 21.9 7.1 0.2 0.9 0.5 0.9 1.5 1.8
E2 20 7.0 0.2 1.1 0.5 0.8 1.8 2.2
E4 21.2 7.0 0.3 1.1 0.5 0.9 3.9 4.3
E5 20.5 6.4 0.3 1.5 0.5 0.7 2.3 3.1
E6 20.9 7.0 0.2 0.6 0.5 0.7 1.3 1.7
Media 20.9 6.9 0.24 1.0 0.5 0.8 2.1 2.6
d.e* 0.7 0.3 0.05 0.3 0.0 0.1 1.0 1.0

*desviacion estandar
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Figura 12. Temperatura superficial (promedio diario, 24.45 N, 110.5 W) de la Bahia
de La Paz de enero a abril del 2007 (Programa CoastWatch de la National Oceanic
and Atmospheric Administration, http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/coastwatch).

8.4.2 Toxinas paralizantes en muestras de red y moluscos bivalvos
Los analisis de TP en muestras de red demuestran la presencia de toxinas del

grupo sulfocarbamatadas (toxinas Bl, C1 y C2), carbamatadas (saxitoxina,
neosaxitoxina y goniatoxinas 2 y 3) y decarbamatadas (decarbamoilgoniatoxina-3).
Claramente existid una presencia mayor del primer grupo que representaron > 68%
molar en todas las estaciones (Tabla 6). Se detectd mayor nimero de toxinas en las
estaciones E1 y E6 con respecto a las otras y la gran variacion en los porcentajes de
contribucién de las diversas toxinas entre todas las estaciones. Destaca que en dos
estaciones (E1 y E5) las toxinas de mayor potencia, STX y neoSTX, contribuyeron
con 3.40 y 31.09 % molar para STX, respectivamente y 25.33 % molar para neoSTX
en la ES.

En ning Un caso la concentracion de toxinas de los moluscos fue superior a lo
sefialado por la Norma Oficial Mexicana (NOM-129-SSA1-1995) para & consumo
humano (80 pg STXeq 100 g* de tejido) (Tabla 7). A pesar de no haber analizado la
misma especie de molusco en cada uno de los lugares de muestreo durante el
evento y de que se muestred en fechas diferentes se puede resaltar. a) en general

baja toxicidad, b) pequefia variabilidad en la toxicidad total entre las diversas
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especies muestreadas en la misma fecha y estacion (je. Estacion 4), ¢) baja toxicidad

y pequefia variabilidad entre las diferentes especies de moluscos a pesar de haberse

muestreado en diferentes fechas con excepcién de M. auriantaca y d) una tendencia

de disminucién en la toxicidad al final del evento.

Tabla 6. Porcentaje molar de toxinas paralizantes en muestras de fitoplancton
recolectadas con red de fitoplancton de diversas localidades de la Bahia de La Paz
durante un FAN de Gymnodinium catenatum (marzo 7, 2007).

El E2 E4 E5 E6

STX 3.40 - - 31.09 5.04
NeoSTX 25.33 - - - -
GTX2 0.61 - - - 5.37
GTX3 - - - - 3.56
dcGTX3 1.09 - - - -

Bl - - - - 5.43
C1 15.75 35.94 37.02 - 16.96
c2 53.82 64.36 62.98 68.91 63.64

- No detectada
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Tabla 7. Toxicidad total (ug STXeq 100 g?) en moluscos colectados en la Bahia de
La Paz de enero a marzo de 2007 durante un FAN de Gymnodinium catenatum.

Estacion Especie de molusco Fecha de muestreo Toxicidad
(2007) dia/mes pg STX
eq 100 g’l
El Dosinia ponderosa 15/03 9.39
Periglypta multicostata 15/03 10.14
E2 Megapitaria squalida 07/03 12.21
15/03 4.48
Dosinia ponderosa 15/03 4.96
E3 Pinna rugosa 09/03 37.74
E4 Modiolus capax 07/03 31.34
Megapitaria squalida 07/03 10.73
Modiolus capax 07/03 25.88
E7 Dosinia ponderosa 15/01 0.40
12/02 9.62
08/03 5.72
15/03 3.80
Megapitaria squalida 15/03 3.00
E8 Megapitaria aurantiaca 16/03 25.89
20/03 2.98
Pinna rugosa 27/03 2.24

En la Tabla 8 se muestran los resultados del perfil de toxinas en las diversas
especies de moluscos. Claramente se observa que en general existi6 una
dominancia de las toxinas tipo C, seguidas del grupo de las decarbamatadas (dcSTX,
dcGTX2 y 3). También estuvieron presentes las carbamatadas particularmente la
GTX2 y 3. De este Ultimo grupo, se observa que la STX y la neoSTX aunque

presentes, su proporcion fue baja e irregular. Un arglisis agrupando las toxinas de
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acuerdo al grupo funcional presente en la posicion R4 de la molécula, muestra que
existe una relacion negativa entre la presencia de las toxinas decarbamatadas y las
carbamatadas con respecto a las sulfocarbamatadas (Figuras 13 a y b). La relacion

entre los dos primeros grupos no fue significativa (Figura 13 c).

5l



Tabla 8. Porcentaje molar de cada tipo de toxina

catenatum de la Bahia de La Paz

en diversas especies de moluscos durante el FAN de Gymnodinium

Estacion Especie Fechacolecta STX neoSTX GTX2 GTX3 dcSTX dcGTX2 dcGTX3 Bl B2 C1 Cc2
(2007) dia/mes
Dosinia ponderosa 15/03 - - 5.92 3.65 6.03 3.56 9.50 - - 43.01 28.32
= Periglypta multicostata 15/03 - - 15.19 - 49.24  29.05 6.52 - - - -
Megapitaria squalida 07/03 1.30 - 2.52 1.69 1.00 0.59 2.29 - 19.43 38.15 33.02
E2 15/03 2.28 - 13.81 - 16.19 9.55 2.55 - - 35.98 19.64
Dosinia ponderosa 15/03 - - - - 14.72 8.68 3.69 - - 50.42 22.48
E3 Pinna rugosa 09/03 - - 7.83 - 5.64 3.33 2.53 0.79 - 27.80 52.07
Modiolus capax 07/03 0.66 4.85 1.81 0.81 1.42 0.84 1.69 - 596 42.09 39.88
E4 Megapitaria squalida 07/03 1.12 - 2.13 1.66 1.94 1.14 1.73 0.16 26.77 35.88 27.47
Modiolus capax 07/03 0.66 3.54 2.25 0.53 - - - 0.22 011 85.61 7.08
Dosinia ponderosa 15/01 - - - - - - - 21.45 - 35.52 43.02
12/02 4.21 15.79 5.47 - 6.89 4.06 5.51 1.38 - 30.49 26.21
E7 08/03 1.63 - 4.24 - - - 4.33 0.85 - 30.40 58.55
15/03 - - - - 16.21 9.51 3.07 - - 47.57 23.59
Megapitaria squalida 15/03 - - 12.70 10.71 - - - - - 51.40 25.19
E8 Megapitaria aurantiaca 16/03 4.75 12.50 22.06 3.05 18.80 11.09 3.35 1.38 2091 - 2.11
20/03 - - 18.33 4.36 17.29 10.20 5.91 - - 26.58 17.33
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8.5. Trabajo experimental. Cultivo de cepas de Gymnodinium catenatum de
Bahiade La Paz y Bahia de Mazatlan a diferentes proporciones N:P

8.5.1. Cultivos de lote (batch)

Las cepas de G. catenatum cultivadas bajo las diversas proporciones de N:P
presentaron una curva de crecimiento con una corta fase de adaptacion y una fase
logaritmica hasta el dia 6 y/o 8 de cultivo. No se observd la fase estacionaria en
todas las cepas ni tratamientos, decayendo la densidad celular rapidamente después
de la fase logaritmica. El rango de la densidad celular varié de 120 a 4000 céls mL™,
con la méxima densidad en la proporcién 64:1 con 4000 céls mL™' en la cepa de
BAPAZ-7 (Anexo 1, Figura 1).

Debido al desfasamiento de los cultivos y las diferentes proporciones N:P
utilizados no se logroé iniciar las curvas de crecimiento con la misma densidad celular.
Por consiguiente, se tuvo que realizar un ajuste y estandarizar la densidad celular
para observar de manera comparativa el efecto de las diferentes proporciones N:P
en el crecimiento de G. catenatum de la BAPAZ y la BAMAZ. Por este motivo, se
dividio la densidad celular del dia 2 entre la densidad celular inicial entre el nUmero
de dias de la toma de muestray se calculo el cambio celular relativo.

El comportamiento del cambio celular relativo en la proporcién N:P (4:1)
mostré un crecimiento maximo de la cepa de BAPAZ-5 de 2.9 + 0.42 veces, las
demés cepas se mantuvieron entre 0.90 + 0.26 a 1.53 £ 0.27 (Figura 14). Los analisis
estadisticos muestran que la cepa BAMAZ-5 presento diferencias significativas
respecto a su crecimiento con las otras cepas (BAPAZ7, BAMAZ-2 y GCMQ-4,
p<0.05). Ademas se registraron diferencias significativas entre las cepas de la
BAPAZy la BAMAZ (p<0.05).

Por otro lado, la proporcion 8:1 presentd un incremento celular relativo maximo
en la cepa BAPAZ-7 (1.92 £+ 0.51) para el dia 6 (Figura 14). El cambio celular se
mantuvo de 0.31 = 0.07 a 1.31 £ 0.53. Los andlisis estadisticos mostraron diferencias
significativas en sus tasas de incremento celular entre las cepas de ambas bahias
(p<0.05), por otro lado, la cepa BAPAZ-7 present6 diferencia significativas con el

resto de las cepas (p<0.05).



La proporcion 16:1 mostré que el maximo incremento celular se di6 en la cepa
GCMQ-4 (3.43 £ 0.19) (Figura 14). Los analisis estadisticos mostraron que no existe
diferencias significativas con respecto a su crecimiento entre las cepas de BAPAZ y
BAMAZ (p>0.05), sin embargo, si presentaron diferencias significativas entre las
cepas de BAMAZ (p<0.05).

La proporcion 32:1 presentd el mayor incremento celular relativo en la cepa
BAPAZ-7 (3.10 + 1.12) para el dia 6 (Figura 14). El promedio celular se mantuvo de
0.55+£0.12 a 1.62 + 0.06. Los analisis estadisticos muestran diferencias significativas
entre las cepas de ambas bahias (p<0.05), por otro lado, la cepa BAPAZ-7 presentd
diferencia significativa con BAPAZ-5 (p<0.05) y las dos cepas de la BAMAZ (p<0.05).

El comportamiento del incremento celular relativo en la proporcion 64:1 nos
mostrd un crecimiento maximo de la cepa de BAPAZ-5 con 4.53 + 1.27 veces, las
demas cepas se mantuvieron entre 0.44 + 0.01 y 2.28 + 0.56 (Figura 14). Los analisis
estadisticos muestran que la cepa BAMAZ-5 presento6 diferencias significativas con
respecto a su crecimiento con las tres cepas (BAPAZ7, BAMAZ-2 y GCMQ-4,
p<0.05). Con la proporcion 64:1 se registrd diferencias estadisticas con respecto al
crecimiento entre las cepas de la BAPAZ y la BAMAZ (p<0.05).



—_—— BAPAZ-5 —[O0— BAPAZ-7 - -A- - BAMAZ-2 —F - GCMQ-4
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Figura 14. Cambio celular relativo de Gymnodinium catenatum cultivada con
diferentes proporciones N:P @) 4:1; b) 8:1; c) 16:1; d) 32:1; e) 64:1) en cultivos de
lote.
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8.5.1.1 Tasa de crecimiento
Se determiné el efecto en cultivos de lote de la proporcion N:P en las tasas de

crecimiento de las cepas de la BAPAZ y la BAMAZ. Se observd que en la proporciéon
4:1 la cepa BAPAZ-5 present6 la mayor tasa de crecimiento (0.23 + 0.018 div dia™?).
Sin embargo, tuvo un amplio rango de variacion entre 0.14 + 0.014 a 0.23 £+ 0.018 div
dia? en las diferentes cepas (Figura 15). Los andlisis estadisticos muestran que la
cepa BAPAZ5 presenté diferencias significativas con las cepas de BAMAZ (p<0.05).
En cuanto a las cepas de ambas localidades no hubo diferencias significativas con
respecto a la tasa de crecimiento (p<0.05).

En la proporcion 8:1 la mayor tasa de crecimiento se observé en la cepa
BAMAZ-2 (0.21 + 0.096 div dia), el rango se mantuvo de 0.083 + 0.01 a 0.21 +
0.096 div dia™ (Figura 15). No hubo diferencia significativa entre las cepas de ambas
bahias (p>0.05).

La proporcién N:P 16:1 en la cepa BAPAZ-5 (0.28 + 0.027 div dial) y GCMQ-4
(0.29 + 0.024 div dia™) presentaron las maximas tasas de crecimiento (Figura 15).
Los resultados estadisticos muestran diferencia significativa entre cepas
independientemente de su origen (p<0.05).

Por otro lado, la proporcién 32:1 nos muestra la maxima tasa de crecimiento
en la cepa BAPAZ-7 (0.34 + 0.057 div dia™) (Figura 15). Los anélisis estadisticos
muestran diferencia significativa entre cepas de la BAPAZ y la BAMAZ (p<0.05).

La proporcion N:P 64:1 presentdé su maxima tasa de crecimiento en la cepa
BAPAZ5 (0.32 + 0.035 div dia™). Sin embargo, el rango se mantuvo de 0.094 +
0.017 a 0.32 + 0.035 div dia™ (Figura 15). Los anélisis estadisticos muestran que la
cepa BAPAZ5 presento diferencias significativas con el resto de las cepas (p<0.05).
En cuanto a las cepas de ambas localidades bs analisis estadisticos muestran

diferencias significativas con respecto a la tasa de crecimiento (p<0.05).
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Figura 15. Tasa de crecimiento maxima de las distintas cepas de Gymnodinium
catenatum de la Bahia de La Paz y la Bahia de Mazatlan con diferentes proporciones
N:P.

8.5.1.2 Tasas de asimilacién de nitratos, amonio y fosfatos
El consumo de nitratos de las cepas de G. catenatum de la BAPAZ Yy la

BAMAZ, presentaron diferencias significativas (p<0.05). Las cepas de la BAPAZ
(BAPAZ5 y BAPAZ-7) son las que alcanzaron las maximas tasas de consumo de
nitratos (4.01 + 0.92 y 3.60 + 0.45 pmol cél! h'l, respectivamente) (Figura 16a).
Ambas cepas presentaron un incremento en el consumo de nitratos con la
concentracién de 5-10 pM (de 0.75 + 0.14 a 1.40 + 0.71 pmol cél* h'), y un
decremento a partir de la concentracion de 30-50 puM (1.20 £ 0.57 y 0.80 = 0.51 pmol
cél'* h'l). Las cepas de la BAPAZ no presentaron diferencias significativas entre sf
(p>0.05). Por otro lado, las cepas de la BAMAZ (BAMAZ-2 y GCMQ-4) alcanzaron el
méximo consumo de nitratos a 20 pM (2.15 + 0.56 pmol céf* h') y 10 uM (3.62 +
0.17 pmol cél* h') (Figura 16a). Por otro lado, se observa que GCMQ -4 presenta una
asimilacion similar en todas las concentraciones.

En lo que respecta al consumo de amonio de las cepas BAPAZ-5 y BAPAZ-7
incrementaron el consumo de amonio al aumentar la concentracion de amonio de 2 a
60 UM (de 0.41 + 0.30 a 9.18 + 2.47 pmol cél* h'y de 1.75 + 0.15 a 9.2 + 3.40 pmol
cél'*h, respectivamente) (Figura 16b). Por otro lado, el consumo de amonio de las
cepas de la BAMAZ oscil6 de 0.2 + 0.09 a 4.73 + 1.69 pmol cél'* h' (Figura 16b). No
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se detectd un patron de incremento en la tasa de asimilacion con mayores
concentraciones de NH4". Nuevamente se observé una diferencia significativa en la
tasa de asimilacién de amonio entre las cepas de ambas bahias (p>0.05).

Las cepas de la BAPAZ mostraron un bajo consumo de fosfatos con valores
por debajo de 1 pmol cél*h™* (Figura 16c). Por lo general, el consumo de fosfatos de
las cepas de la BAPAZ permanecieron constante, con un ligero incremento del
consumo en la concentracion de 15y 30 uM en la cepa BAPAZ-5 (0.09 £ 0.035 a
0.75 + 0.03 pmol céf! h?). Por otro lado, el consumo de fosfatos por la cepa de
BAMAZ-2 permanecio constante en las concentraciones de 2 a 10 uM con valores de
2.19 + 0.11 a 2.90 + 0.17 pmol cél*h? (Figura 17¢) y la cepa GCMQ-4 incrementé su
consumo con el incremento de la concentracion de fosfatos (de 1.97 £ 0.10 a 8.25 +
1.37 pmol cél* h1) (Figura 16c). Los anélisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas entre las cepas de la BAMAZ (p>0.05). Sin embargo, si presentaron
diferencias significativas en la asimilacion de fosfatos entre las cepas de ambas
localidades (p<0.05).
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Figura 16. Tasa de asimilacion promedio de nitratos (a), amonio (b) y fosfatos (c) de
cepas de Gymnodinium catenatum de la Bahia de La Pazy la Bahia de Mazatlan
como una funcion de la concentracion de nutrientes.



8.5.2 Cultivos semicontinuos
Al cultivar las distintas cepas de G. catenatum con las diferentes proporciones

N:P, en cultivo semicontinuo la densidad celular se mantuvo entre 500-4500 céls mL
! (Figura 17). La cepa BAPAZ-5 mantuvo su densidad celular promedio entre 498 +
275 a 2814 + 212 céls mL* en las proporciones 8:1 y 4:1, respectivamente (Figura
17). Mientras que las maximas densidades promedios observados en la cepa
BAPAZ-7 se registraron en las proporciones 64:1 y 4:1 @380 + 1127 y 1673 + 559
céls mL?, respectivamente) (Figura 17). Por otro lado, la cepa BAMAZ-2 registré sus
maximas densidades en las proporciones 64:1y 32:1 (3988 + 1105 y 2157 + 347 céls
mL™, respectivamente) (Figura 17). El rango de densidad promedio observada en la
cepa GCMQ-4 fue de 629 + 320 a 1677 + 693 céls mL™ (Figura 17).

Los andlisis estadisticos muestran que en la proporcion 4:1, solo las cepas de
la BAMAZ no presentan diferencias significativas entre ellas (p>0.05), pero ambas
presentan diferencias significativas con las cepas de la BAPAZ (p>0.05), inclusive las
cepas de la BAPAZ presentan diferencia significativa entre ellas (p>0.05). Por otro
lado, en la proporcién 8:1 solo la cepa GCMQ-4 no presento diferencia significativa
con las cepas de la BAPAZ (BAPAZ-5 y BAPAZ-7) (p>0.05), sin embargo, la cepa
BAMAZ-2 registré diferencias con las dos cepas de la BAPAZ (p<0.05). Inclusé las
cepas de la BAPAZ presentaron diferencias entre si(p<0.05). La proporcion 16:1 nos
muestra que la cepa GCMQ-4 no presenta diferencia significativa con las cepas de la
BAPAZ (p>0.05) y las cepas de la BAPAZ no muestran diferencias entre ellas
(p>0.05). Para el caso de la proporcion 32:1 la cepa BAMAZ-2 no registro diferencias
con las cepas de la BAPAZ (p>0.05). Los resultados estadisticos nos muestran que
no presentaron diferencias significativas las cepas BAPAZ7 y BAMAZ5 en la

proporcion 64:1 (p>0.05).
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Figura 17. Densidad celular maxima (datos promedios) de Gymnodinium catenatum
de la Bahia de La Paz (BAPAZ-7 y BAPAZY5) y la Bahia de Mazatlan (GCMQ-4 y
BAMAZ-2) crecida con diferentes proporciones N:P (4:1, 8:1, 16:1, 32:1 y 64:1) en
cultivo semicontinuo.

8.52.1 Toxicidad (pg cél* y pg STXeq cél') de cepas de Gymnodinium
catenatum

Los valores de toxicidad promedio para la cepa de BAPAZ-5 variaron entre
71.01 + 12.70 y 177.84 + 28.89 pg cél' en los tratamientos 32:1 y 16:1,
respectivamente (Figura 18a). Por otro lado, la mayor toxicidad expresada (en
STXeq) fue en la proporcién 16:1 con 41.04 + 21.64 pg STXeq cél™* (Figura 18b). Los
analisis estadisticos mostraron diferencias significativas en la toxicidad (expresada
como pg céll) y los pg STXeq cél?* en el cultivo con la proporcion 16:1 (p<0.05) con

respecto a las demas proporciones.
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Figura 18. Toxicidad promedio pg cél! (a) y pg STXeq cél’ (b) promedio de
Gymnodinium catenatum cepa (BAPAZ-5) crecida con diferentes proporciones N:P
(4:1, 8:1,16:1, 32:1y 64:1) en cultivo semicontinuo.

La cepa de BAPAZ-7 presentd los promedios maximos de toxicidad
(expresada como pg cél?) en la proporcion N:P 16:1 con 262.83 + 105 pg cél*

(Figura 19a), no se registro diferencia significativa entre las proporciones (p>0.05).
Por otro lado, no existieron diferencias significativas en la toxicidad (pg cél?) al
cultivarla en las diferentes proporciones de N:P (p>0.05). El rango de los promedios
de toxicidad expresada como pg STXeg/cél fueron de 23.19 + 9.70 a 44.16 + 7.54 pg
STXeq cél' en las proporciones 64:1 y 8:1, respectivamente (Figura 19b). Los
resultados del analisis estadistico no mostraron diferencia significativa en la toxicidad

entre las proporciones de N:P (p>0.05).
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Figura 19. Toxicidad promedio pg cél! (a) y pg STXeq cél! (b) promedio de
Gymnodinium catenatum cepa BAPAZ-7) crecida con diferentes proporciones N:P
(4:1, 8:1,16:1, 32:1 y 64:1) en cultivos semicontinuo.

Los valores promedio de toxicidad (expresada como pg cél') para la cepa de
BAMAZ-2 fueron de 11.81 + 6.85 a 89.50 + 52.20 pg cél™ en los tratamientos 4:1 y
16:1, respectivamente (Figura 20a). Por otro lado, la mayor toxicidad expresada en
pg SXTeq cél* fue en la proporcién 16:1 con 68.35 + 52.60 pg STXeq cél™* (Figura
20b). Los analisis estadisticos no muestran diferencia significativa para la toxicidad
(pg cél?) entre las diferentes proporciones N:P (p>0.05). Sin embargo, sipresento
diferencia significativa en la toxicidad expresada como pg STXeq cél' entre las

proporciones N:P 8:1y 32:1 con el resto de las proporciones N:P probadas (p<0.05).
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Figura 20. Toxicidad promedio pg cél! (@) y pg STXeq cél! (b) promedio de
Gymnodinium catenatum cepa BAMAZ-2) crecida con diferentes proporciones N:P
(4:1, 8:1,16:1, 32:1 y 64:1) en cultivos semicontinuos.

Los valores maximos de toxicidad expresada como pg cél' para la cepa
GCMQ-4 fue 230.17 + 76.92 pg cél? en la proporcién 16:1 (Figura 21a). En general,
la toxicidad (pg cél) para esta cepa no presenté una clara variacién durante el
periodo de experimentacién en los tratamientos 8:1, 16:1 y 32:1, excepto para bs
casos extremos de las proporciones 4:1 y 64:1 (Figura 21a). Los resultados de
toxicidad expresados como pg STXeq cél! presenta un maximo en la proporcién 8:1
(39.96 + 18.05 pg STXeq cél™") (Figura 21b). Los andlisis estadisticos muestran que
para la cepa GCMQ-4 no se registro diferencias significativas en la toxicidad total (pg
cél) entre las proporciones N:P (p<0.05). Sin embargo, la proporcién 8:1 presentd

diferencia significativa contra el resto de las proporciones (p<0.05).



a GCMQ-4

: [

200 ~1

Cél
T
'—
—

100 A

150 1
100 A

50 A

4:1 8:1 16:1 32:1 64:1

pg STXeqcd

proporcién N:P

Figura 21. Toxicidad promedio pg cél! (@) y pg STXeq cél! (b) promedio de
Gymnodinium catenatum cepa (GCMQ-4) crecida con diferentes proporciones N:P
(4:1,8:1,16:1, 32:1 y 64:1) en cultivos semicontinuos.

8.5.2.2 Perfil de toxinas de Gymnodinium catenatum
Los andlisis de las toxinas de G. catenatum demostraron la presencia del

grupo de las toxinas sulfocarbamatadas (B1, B2, C1 y C2), decarbamatadas (dcSTX,
dcGTX2 y dcGTX3) y carbamatadas (STX, neoSTX, GTX2 y GTX3). En la cepa
GCMQ-4 se observd un incremento de las toxinas sulfocarbamatadas (de 56% a
84%) con la proporcion N:P de 4:1 a 16:1 (Figura 22a), y una disminucion de las
toxinas carbamatadas y decarbamatadas (de 28 a 10 % y de 15 a 5 %,
respectivamente). Los analisis estadisticos muestran diferencia significativa en la

composicion del porcentaje molar entre las proporciones N:P (p<0.05) en ésta cepa.



Los porcentajes molares registrados para la cepa BAMAZ-2, se muestran en la
figura 22b, observandose claramente un elevado porcentaje molar de las toxinas
sulfocarbamatadas (de 72 a 87%) en las cinco proporciones N:P experimentadas,
seguida de las decarbamatadas (de 2 a 18%) y las carbamatadas (de 2 a 27%). Los
analisis estadisticos para las toxinas sulfocarbamatadas muestran que hubo
diferencia significativa de los porcentajes molares de toxinas en funcién con la
proporcién de N:P de los cultivos (p<0.05), mientras que las toxinas decarbamatadas
presentaron diferencias significativas las proporciones 4:1 y la 16:1 con el resto de
las proporciones (p<0.05). Las toxinas carbamatadas presentaron diferencias
significativas la proporcién N:P 4:1y 16:1 con el resto de las proporciones (p<0.05).

Los porcentajes molares registrados para la cepa BAPAZ5, mostraron un
elevado porcentaje molar de las toxinas sulfocarbamatadas (de 66 a 92%), seguida
de las decarbamatadas (de 0.87 a 21%) y las carbamatadas (de 7.02 a 18%) (Figura
22d). Los analisis estadisticos mostraron para las toxinas sulfocarbamatadas
diferencias significativa Gnicamente en las proporciones 16:1 y 32:1 con el resto de
las proporciones N:P (p<0.05). Las toxinas decarbamatadas tuvieron diferencia
significativa en la proporcion N:P 8:1 con el resto de las proporciones (p>0.05) y las
toxinas carbamatadas la proporcion 4:1 presento diferencia con el resto de las
proporciones N:P (p<0.05).

La cepa BAPAZ-7 tuvo un incremento de las toxinas sulfocarbamatadas con la
proporcién N:P (de 77% a 95%) de la proporcion N:P 4:1 a la 16:1. Las toxinas
decarbamatadas presentaron un patron irregular (de 1.44 a 12 %) y las toxinas
carbamatadas una disminucién con la proporcion N:P de la 4:1 a la 32:1 de 18% a
9% (Figura 2c). Los andlisis estadisticos demostraron que existieron diferencias
significativas en la proporcion de toxinas entre las proporciones N:P (p<0.05).

De manera general el andlisis estadistico de la composicién del porcentaje
molar mostrd diferencia significativa de la cepa GCMQ-4 con el resto de las cepas
(p<0.05). Por otro lado, s6lo en las proporciones 32:1 y 64:1 se registro diferencia

significativa con el resto de las proporciones N:P (p<0.05).
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Figura 22. Toxinas paralizantes (% molar) en cepas de Gymnodinium catenatum de
la Bahia de Mazatldn (GCMQ-4 y BAMAZ-2) (a y b, respectivamente) y de la Bahia
de La Paz (BAPAZ5 y BAPAZ-7) (c y d, respectivamente) crecida con diferentes
proporciones N:P (4:1, 8:1, 16:1, 32:1 y 64:1) en cultivo semicontinuo.
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9. Discusion
En BAPAZ los valores de temperatura y oxigeno disuelto registrados en este

trabajo fueron similares a los determinados por otros autores para aguas
superficiales de la misma zona (Cervantes-Duarte & Guerrero-Godinez, 1988; De
Silva-Davila & Palomares-Garcia, 2002; Reyes-Salinas et al., 2003), con variaciones
estacionales influenciados por los vientos dominantes del noroeste durante el periodo
frio y sureste durante el calido (Martinez-Lépez et al., 2001; Verdugo-Diaz, 2004).
Nuestros resultados del indice de estratificacion térmica demostraron esta
estacionalidad de las condiciones hidrograficas, definiéndose dos periodos de
transicion y uno de mezcla. Cambios extremos definidos como anomalias térmicas
también han sido detectados durante el verano por la incidencia de aguas de
surgencias del Golfo de California (Granados-Guzman & Alvarez-Borrego, 1984) y
eventos de surgencias locales, generados por el efecto de los vientos del sureste,
gue fertiliza el agua superficial y en algunos meses genera proliferaciones masivas
de fitoplancton (Garate -Lizarraga et al., 2001, 2006; Lopez-Cortés et al., 2006). Sin
embargo, en este trabajo los dinoflagelados y en particular la abundancia de G.
catenatum fue considerablemente baja con valores < 3.0 * 10° céls L™ demostrando
gue, entre otros aspectos, las condiciones térmicas registradas en este trabajo fueron
propicias para su presencia. En diferentes zonas del Pacifico Mexicano se han
registrado FAN en intervalos de temperatura de 14.0 a 33.0 °C (Band-Schmidt et al.,
en prensa). Es posible que la capacidad eurotérmica de esta especie le permita
habitar en diferentes ecosistemas costeros. Ademas se ha documentado que G.
catenatum tolera cambios bruscos térmicos permitiéndole dominar sobre otras
especies de fitoplancton (Aguirre-Gémez et al., 1999) y bajo ciertas condiciones
ambientales formar FAN. Sin embargo, nuestros datos no muestran cambios
térmicos o de nutrientes abruptos por lo que probablemente las condiciones no
fueron las adecuadas para su proliferacion masiva.

Los compuestos nitrogenados y de fésforo detectados en el presente estudio,
estuvieron dentro del intervalo encontrado por otros autores para la misma zona
(Tabla 9), mostrando amplia variacion en el contenido de nitrdgeno inorganico

disuelto que puede ser explicado principalmente por los cambios en las
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concentraciones de nitratos y amonio. En algunas estaciones (E1, E2) los valores
mas altos de estos iones (1.0 a 3.0 uM) coinciden con la presencia de G. catenatum
asi como con valores de 1.5:1 a 5.0:1 de la proporcién N:P. Hodgkiss & Ho (1997) y
Ho et al. (2002) demostraron que los cambios en las proporciones N:P pueden
ocasionar cambios en la comunidad del fitoplancton, provocando dominancia de
algunas especies, incluso generando FAN. Es probable que los amplios cambios en
la proporcion N:P en la Bahia de La Paz modifiguen la dominancia de algunas
especies entre las cuales pudiera estar G. catenatum, sin embargo, estos cambios
no fueron detectados en el periodo de estudio.

Las proporciones N:P frecuentemente se asocian a la limitacion o exceso de
compuestos nitrogenados o de fésforo. Una baja proporcion N:P implica limitacion de
nitrdgeno y viceversa. Se ha establecido que la proporcion 6ptima para el crecimiento
del fitoplancton bajo condiciones naturales y experimentales es de 15:1 a 16:1
(Redfield, 1958). En este trabajo se determinaron en la mayor parte del afo
proporciones N:P < 5:1, con excepcién de mayo de 2007 en las estaciones E1 a 50
m (20.2:1) y E2 (20:1) en superficie. Aunque la mayoria de las estaciones no
superaron los limites de la proporcion promedio de Redfield, pueden ser a futuro
potencialmente zonas afectadas por eutrofizacion inducidas por el incremento de la
infraestructura turistica y actividades de acuicultura, que pueden alterar las
proporciones N:P. De las condiciones observadas en 2006 y 2007 la baja proporcién
N:P refleja una limitacion de nitrégeno en el medio (Pinckney et al., 2001),
probablemente esta sea una de las causas por la que no prolifer6 de forma masiva
G. catenatum. Los estudios de laboratorio con cepas de G. catenatum aisladas de la
Bahia de Hiroshima demostraron altas tasas de asimilacion de amonio, nitratos y
fosfatos (6.48, 3.37 y 1.42 pmol cél* h’, respectivamente) (Yamamoto & Tarutani,
1999; Yamamoto et al., 2004), por lo cual estos resultados nos indican que G.
catenatum en concentraciones bajas de nutrientes inorganicos, esta en condiciones

desfavorables en comparacion con otras especies de fitoplancton.
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Tabla 9. Promedios de temperatura, nutrientes (NO,, NOs, NHs*, PO4%, N:P) de
diferentes sitios del Golfo de California donde se ha registrado Gymnodinium

catenatum.
Nutriente (UM)
Sitio Fecha Temperatura NOy NOs™ NH,* PO,* N:P Numero Referencia
(C) de FAN
BAMAZ 1980 ND 0.16 0.3 ND 0.83 0.6* Mee et al.,
Invierno 1984
1980 ND 0.15 0.4 ND 0.74 0.8*
Verano
1980 Anual ND 0.16 0.4 ND 0.79 0.7*
superficial
1980 Anual ND 0.20 0.7 3.2 0.87 4.7 (1.0)
1-10 m
1983-1984 ND 0.09 0.34 ND 0.19 2.3* Garcia de la
Invierno Parra, 1992
1983-1984 ND 0.11 0.09 ND 0.32 0.6*
Verano
1983-1984 ND 0.1 0.20 ND 0.26 0.2*
Anual
superficial
1983-1984 ND ND ND ND ND ND
Anual 1-10
m
1995-1996 ND 0.18 3.93 4.88 0.84 15.2 Alonso
Invierno (4.9) Rodriguez,
1995-1996 ND 0.08 0.91 5.57 0.68 25.9 1998
Verano (1.5)
1995-1996 ND 0.13 2.42 5.22 0.76 20.6
Anual (3.4)
superficial
1995-1996 ND 0.19 3.16 5.00 0.89 17.3
Anual 1-10 3.1)
m
BACO 2003 Anual ND ND 0.63 3.0 105 Datos no
0-30 m (0.05- (0.00- (0.00- publicados
6.1) 14.8) 8.7)
CABO 2004-2005 ND ND 1.94 0.35 0.27
Anual (0.04- (0.03- (0.05-
superficial 13.1) 1.9) 0.75)
BAPAZ 2005 Anual ND ND 0.5(0.1- 0.42 0.43
superficial 4.8) (0.1-40) (0.1-18)
BAMAZ junio 2006  26.8 £3.79 0.25+ 0.85 + 1.20+ 0.49 + 4,95 + Este estudio
a mayo 0.15 1.09 1.20 0.25 2.68
2007
promedio
superficial
Invierno 23.6£2.29 0.28% 0.82 1.08 = 0.54 = 3.79%
2007 0.13 1.02 0.57 0.13 1.57
promedio
superficial
BAPAZ  junio 2006  24.8 £3.79 0.145 0.50 £ 112+ 0.80 = 298 %
a mayo 0.08 0.48 0.85 141 2.92
2007
promedio
superficial
Invierno 22.04+156 0.19% 0.75 112+ 0.69 285+
2007 0.12 0.62 0.86 0.16 1.32
promedio
superficial
BAPAZ Marzo de 20.9+0.7 0.24 + 10 +03 09= 08+0.1 26+1.0 1BAPAZ Herandez-
2007 .05 0.01 Sandoval et
promedio al. 2009
superficial

* Proporcion N:P calculada sin considerar el amonio, ND. Datos no disponibles
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Nuestros resultados demostraron condiciones no favorables en la BAPAZ para que
no pudiera proliferar G. catenatum y formar un FAN. La habilidad de competencia
del fitoplancton por los nutrientes limitantes es un factor determinante que influye en
la composicion de las comunidades fitoplanctonicas (Lagus et al., 2004).

Por otro lado, estudios realizados sobre tasas de asimilacion de cepas de G.
catenatum aisladas de BAPAZ (este estudio), mostraron tasas de asimilacion
promedio de amonio, nitratos y fosfatos (5.03 + 1.76, 3.49 £ 0.80 y 0.43 + 0.13 pmol
cél! hl, respectivamente) similares a las encontradas por Yamamoto & Tarutani
(1999) y Yamamoto et al. (2004). Por consiguiente, estas altas tasas de asimilacion
de nitrogeno (nitratos y amonio) encontradas en G. catenatum bajo condiciones
experimentales probablemente sea una de las causas por lo cual no form6 FAN,
debido a que requiere altas concentraciones de nutrientes en el medio. Por otro lado,
también observamos que G. catenatum requiere bajas cantidades de fosfatos lo cual
lo hace un exitoso competidor sobre otras especies de fitoplancton en condiciones
limitantes de fosfatos.

Por otro lado, la BAMAZ presento caracteristicas fisicas y quimicas similares a
las de BAPAZ durante el mismo periodo de muestreo, algunos estudios han
demostrado la estacionalidad en las condiciones hidrogréaficas de la BAMAZ, con un
periodo de mezcla durante invierno-primavera provocados por vientos del noroeste y
un periodo de estratificacion durante el verano (Mee et al., 1985). Nuestros
resultados confirman ese patron estacional. Por ejemplo, al aplicar el indice de
estratificacion térmica (IET) los resultados sugieren un periodo de transicion
(estratificacion-mezcla) de julio a septiembre de 2006 y un largo periodo de mezcla
de la columna de agua (octubre de 2006 a marzo de 2007) interrumpido solo por otro
periodo de transicion (abril a mayo de 2007) (mezcla-estratificacion). Sin embargo,
no se observé una estratificacion €rmica probablemente debido a que el ciclo de
estudio no abarcé todo el periodo calido. Es importante sefialar que las condiciones
hidrograficas de la BAMAZ antes de nuestro periodo de estudio, utilizando el mismo
criterio de IET, a partir de mayo de 2005 a mayo de 2006 fueron de transicion
interrumpida Unicamente en julio de 2005 por una fase corta de mezcla y en mayo de

2006 por una de estratificacion (Lépez-Cortés, datos no publicados).
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Para la misma zona Cortés-Altamirano & Nufez-Pastén (1992) y Alonso-
Rodriguez (2004) asociaron los periodos de mezcla con la formacién de FAN, sin
embargo, durante este trabajo no se registré ningun FAN probablemente por escasos
cambios bruscos térmicos y bajas concentraciones de nutrientes. Una de las
caracteristicas de la hidrografia de la BAMAZ es que durante el periodo invierno-
primavera las aguas superficiales son enriquecidas con nutrientes transportadas
desde aguas sub-superficiales por las surgencias (Barber & Smith, 1981). Sin
embargo, en este trabajo a pesar que dominaron condiciones de mezcla y de
transicion hidrogréfica, las concentraciones de nutrientes no alcanzaron los valores
encontrados durante los afios de 1995-1996 y 2000, cuando prevalecieron
condiciones de La Nifia (Alonso-Rodriguez et al., 2000; Alonso-Rodriguez, 2004).
Estos autores reportan que durante 1980, 1983-84, las concentraciones de nutrientes
y proporciones N:P fueron relativamente bajas, muy similares a las encontradas en
este trabajo. Es probable que estas bajas concentraciones mantengan la poblacién
de G. catenatum presente la mayor parte del estudio aunque sin las condiciones
adecuadas para formar FAN.

Los estudios realizados en la estimacion de las tasas de asimilacion promedio
de cepas de G. catenatum aisladas de BAMAZ obtenidas en este estudio para
amonio, nitratos y fosfatos son de 2.71 + 0.77, 2.70 + 0.48 y 3.63 + 1.30 pmol cél* h
! respectivamente, mas bajas para amonio y nitratos que las encontradas por
Yamamoto & Tarutani (1999) y Yamamoto et al. (2004). Por consiguiente, estas
tasas de asimilacion encontradas en G. catenatum de la BAMAZ bajo condiciones
experimentales probablemente sea una de las causas por lo cual G. catenatum no
formo FAN, debido a que requiere altas concentraciones de nutrientes en el medio.
Por otro lado, las cepas de la BAMAZ requieren concentraciones mas elevadas de
fosfatos que las cepas de la BAPAZ, pudiendo ser esta una desventaja sobre las
cepas de la BAPAZ en condiciones bajas de fosfatos en el medio.

Aunque en el presente estudio solo nos enfocamos en la relacién del nitrogeno
inorganico (nitritos, nitratos y amonio) y fésforo en la abundancia de dinoflagelados y
en especifico G. catenatum, es importante sefialar que otros nutrientes organicos

como urea y metales traza como hierro y selenio también pueden influir en el

73



crecimiento del fitoplancton y afectar la competencia entre especies (Lagus et al.,
2004). La concentracion de nutrientes inorganicos se refleja en cambios en las
proporciones N:P y tienen un efecto decisivo en la composicion de especies del
fitoplancton, algunas requieren bajas concentraciones de estos compuestos
predominando entonces sobre otras especies, sin embargo, existen otras
(dinoflagelados) que demandan altas concentraciones para prevalecer sobre otras
(Hodgkiss & Lu, 2004). Los resultados de campo de este trabajo mostraron que en
ambas bahias los compuestos nitrogenados fueron bajos con un dominio del grupo
de las diatomeas (datos no mostrados), repercutiendo en baja abundancia de G.
catenatum y bajas posibilidades de formar FAN.

Sin embargo, en marzo de 2007 se observé un FAN de G. catenatum en la
BAPAZ. Este evento lo identificamos dias después de la fecha de muestreo mensual
gue realizabamos. La temperatura promedio fue de 20.9 + 0.5 °C y el oxigeno fue de
6.9 + 0.3 mg L% valores caracteristicos de este periodo (De Silva-Davila &
Palomares-Garcia, 2002). En general, b concentracion de los nutrientes (nitritos,
nitratos y amonio) en el estrato superficial y la proporcion molar N:P se ubican dentro
del rango reportado por otros autores para la misma zona (Cervantes-Duarte &
Guerrero-Godinez, 1988; Reyes-Salinas, 1999; Cervantes-Duarte et al., 2001; Lopez
Cortés et al., 2008), sin embargo, las concentraciones de nutrientes encontradas en
el FAN fueron ligeramente mayores a las registradas durante el periodo de invierno-
primavera de 2007 (Tabla 9), que es el periodo en el que G. catenatum se ha
reportado en la BAPAZ. La temperatura media durante este FAN fue caracteristico
del periodo invierno-primavera, este valor se enmarca en los intervalos térmicos
reportados para diferentes zonas del Pacifico mexicano durante FAN de G.
catenatum (Mee et al., 1986; Cortés-Altamirano & Nufez-Pasten, 1991; Cortés-
Altamirano et al., 1999; Gérate-Lizarraga et al., 2004 a, b), sin embargo, realizando
un promedio de temperaturas del periodo de invierno (22.04 £ 1.56 °C) encontramos
que durante la FAN la temperatura fue menor. Esto sugiere que estas condiciones
son adecuadas para el crecimiento de esta especie, aunque probablemente otros
factores como compuestos nitrogenados organicos y metales traza pudieran también

estar involucrados.

74



En la BAPAZ la frecuencia de los FAN han aumentado en la dltima década
(Gérate-Lizarraga et al., 2001; 2006; 2008). Aunque en esta bahia G. catenatum ha
sido registrada en bajas abundancias 1.6 * 10 a 2.6 * 10° céls L™ en 2002 (Gérate-
Lizarraga et al., 2004 a), de 8.0 * 10 a 1.2 * 10° céls L™* en Junio del 2003 (L6pez-
Cortés et al., 2006) y de 8.0 * 10° a 7.9 * 10* céls L™* en 2008 (Garate-Lizarraga et al.,
2009). En este trabajo, se registra por primera vez un FAN de G. catenatum con una
densidad celular maxima entre 2.0 * 10°a 6.0 * 10° céls L™, asociada a la toxicidad en
moluscos bivalvos. El analisis microscopico y toxicologico de las muestras de red
demostraron la presencia de G. catenatum como Unica especie productora de TP, asi
como de saxitoxina (4.3 a 79.6 ng STX filtro™) y anélogos. Estas concentraciones
quedan dentro del rango de concentracién de TP (de 5.94 a 90.54 ng STX filtro™)
para muestras de red de la BAPAZ (Géarate-Lizarraga et al., 2006). Los resultados de
este trabajo muestran diferencias en los perfiles de toxinas provenientes de muestras
de red, a pesar de que son de la misma region geografica. En la mayora de las
estaciones prevalecen las toxinas C1 y C2, analogos de menor toxicidad. Aunque en
la estacion E1 y E6, se presentd la mayor concentraciéon de toxinas por filtro,
después de la Cl1 y C2 predominaron las toxinas carbamatadas y las
decarbamatadas. En la E5 Unicamente se presentaron la STX (31.09 %) y la N
sulfocarbamatada Q2 (68.91 %). Estas diferencias pudieran ser explicadas por el
desfasamiento del desarrollo del FAN en las diferentes zonas muestreadas, en
donde probablemente diferentes estadios de crecimiento celular dominaron en cada
area. En Bahia Concepcion (BACO), también se observaron diferencias en el perfil
de toxinas en muestras de red en presencia de G. catenatum a lo largo de un ciclo
anual (Garate-Lizarraga et al., 2006), sin embargo, dominaron en la mayoria de las
muestras las toxinas dcGTX 2-3.

Se ha demostrado que la composicidon de toxinas varia con la fase de
crecimiento en cepas de G. catenatum del Golfo de California, existiendo también
diferencias en el perfil de toxinas dependiendo del origen de la cepa (Band-Schmidt
et al., 2006; Bustillos-Guzman et al.,, sometido). Es probable que otros factores
metabolicos y/o genéticos puedan ser determinantes en el perfil y composicion de las

toxinas de G. catenatum. Oshima et al. (1993) asumieron que los perfiles de toxinas

75



son una expresion de las enzimas involucradas en la biosintesis de toxinas y que la
presencia o ausencia de toxinas es una evidencia de diferencias genéticas entre
poblaciones y dentro de las poblaciones. En general, la presencia de toxinas C1y C2
es una caracteristica comun de diversas cepas de G. catenatum (Garate -Lizarraga et
al., 2005; Band-Schmidt et al., 2005, 2006). Sin embargo, existen diferencias en el
perfil de toxinas respecto al origen de la cepa, por ejemplo cepas del Pacifico
Occidental, las cuales se caracterizan por un alto porcentaje de toxinas C1-C4 (Negri
et al., 2001). Cepas de Portugal y Espafia presentan un mayor contenido de toxinas
B (Anderson et al., 1989; Negri et al., 2001; Camino-Ordas et al., 2004). Cepas de
Corea y Singapur presentan un mayor contenido de toxinas GTX2-3 (Park et al.,
2004). Es probable que diferencias genéticas deriven en diferentes respuestas
fisiolégicas hacia la localidad geografica y que su composicion toxica esté gobernada
por su carga genética. Esta hipétesis esta aun por comprobar en investigaciones
futuras. Otra explicacion pudiera deberse al método utilizado, ya que el perfil de
toxinas en cepas de G. catenatum de BACO han mostrado diferencias importantes
en el perfil de toxinas al utilizar métodos diferentes de andlisis de toxinas (Pérez
Linares et al., 2009).

Uno de los mayores impactos nocivos durante los FAN de G. catenatum es la
transferencia de sus toxinas hacia moluscos bivalvos. Durante el FAN de este
dinoflagelado txico diversas especies de moluscos bivalvos fueron contaminadas
con TP. Las concentraciones de las toxinas fueron diferentes en cada estacion de
recoleccion, incluso en organismos de la misma especie. Aunque sus mayores
concentraciones (37.74 pg STXeq 100 g ) no rebasaron los limites permisibles para
el consumo humano de 80 pg STXeq 100 g™ especificados por la NOM-129-SSA-
1995 vy la regulacion internacional (NOM, 1995; FAO, 1995). Los valores de toxinas
son mayores a lo reportado para M. squalida de la BAPAZ en el 2002 (Garate-
Lizarraga et al., 2004 b), donde se presentd una concentracion maxima de TP de
5.46 ug STXeq 100 g™ coincidiendo con bajas abundancias de G. catenatum.

Un total de 11 bxinas paralizantes fueron identificadas y cuantificadas en
todos los moluscos analizados. Sus perfiles difirieron ampliamente con lo registrado

en las muestras de red de fitoplancton aunque coinciden las muestras de
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fitoplancton y de moluscos en presentar altos porcentajes molares de Cl1 y C2.
Garate-Lizarraga et al. (2004 a) identificaron siete toxinas en muestras de red de
fitoplancton de BACO. Las principales toxinas fueron dcGTX2, dcGTX3 y B1 pero la
C1ly C2 tuvieron porcentajes bajos. Aunque estas dos Ultimas toxinas las registraron
con porcentajes altos (> 79 % molar) en la almeja M. squalida atribuyéndole baja
capacidad de biotransformacion. En el laboratorio se ha demostrado para M. squalida
una activa biotransformacion de las toxinas C1 y C2 a neoSXT (Pérez-Cruz, 2008).
Existen varios registros en diversas bahias del Golfo de California, donde la
presencia de G. catenatum coincide con un alto porcentaje de toxinas C1 y C2 en
diversas especies de moluscos (Band-Schmidt et al., 2004; Garate-Lizarraga et al.,
2004 a, b). Es probable que los organismos bivalvos analizados en este estudio
adquirieron las toxinas C1 y C2 al alimentarse de G. catenatum.

Estudios de laboratorio han confirmado que algunas especies de moluscos
retienen las toxinas durante diferentes tiempos variando sus tasas de depuracion y
cambiando la composicion inicial de toxinas. Por ejemplo, la almeja Patinopecten
yessoensis durante su depuracion registra una disminucién del grupo de toxinas
GTX1-4y neoSTX, e incrementa la concentracion de GTX2-3, STX, y elimina el
grupo Osulfato (Oshima, 1995; Jaime et al., 2007). Choi et al. (2003), demuestran
también que el molusco Chlamy nobilis y el mejillon Perna viridis al exponerlas a la
toxina N-sulfocarbamoil (C2) ejercen una biotransformacion de esta toxina,
encontrando evidencias de la presencia de goniautoxinas, GTX2 y GTX3, asi como
derivados de la decarbamoil dcGTX2, dcGTX3 y GTX5 derivadas todas de la C2.
Otra probable fuente de transformacion de las toxinas en los moluscos es la actividad
enzimatica de algunas bacterias (Kodama et al., 1990 a, b; Smith et al., 2001), que
probablemente influyo en los resultados de este trabajo.

Nuestros resultados sugieren que estos moluscos bivalvos tienen la capacidad
de realizar una hidrélisis enzimatica para transformar toxinas N-sulfocarbamatadas y
carbamatadas. Una transformacion similar fue observada en la almeja M. squalida
bajo condiciones de laboratorio donde M. squalida puede transformar toxinas del
grupo N-sulfocarbamato a toxinas carbamato (Pérez-Cruz, 2008). Asi mismo, la

transformacion a toxinas decarbamatadas, también ha sido detectadas en otras
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especies de moluscos (Mactra chinensis, Peronidia venulosa, Protothaca staminea,
Patinopecten yessoensis, Mytilus edulis, Chlamys nobilis, Perna viridis) y algunas
especies de caracoles (Sullivan et al., 1983; Anderson et al., 1989; Oshima et al.,
1993; Oshima, 1995; Nagashima et al., 1995; Bravo et al., 1999; Choi et al., 2003).
La relacion inversa que muestran las toxinas sulfocarbamatas con respecto a las
decarbamatadas y carbamatadas, soportan la hipétesis de esta biotransformacién de
toxinas en moluscos.

Todos los moluscos bivalvos analizados presentaron TP durante el FAN de G.
catenatum y por consiguiente pueden actuar como vectores de transfere ncia dentro
de la cadena trofica marina y repercutir en la salud humana si son consumidos estos
moluscos. Es probable que en las muestras de red de fitoplancton, la falta de un
amplio elenco de toxinas como el registrado en cepas aisladas de la BAPAZ se
explique por el bajo niumero de células de G. catenatum y a los limites de deteccion
del equipo de cromatografia. La discrepancia entre el elenco de toxinas de las
muestras de red de G. catenatum y la detectada en los moluscos bivalvos indican
una biotransformacién por los moluscos bivalvos. Esto ha sido previamente
demostrado para otras especies de moluscos (Oshima 1995; Bricel] & Shumway,
1998; Choi et al., 2003; Jaime et al., 2007). Este es el primer estudio bajo
condiciones naturales del perfil de TP para los moluscos M. aurantiaca, P.
multicostata y D. ponderosa en el Golfo de California. Se requiere un conocimiento
mas detallado sobre la adquisicion, transformacion y depuracion de las TP en
moluscos de la BAPAZ para su adecuado manejo pesquero ante la presencia de un
FAN de G. catenatum.

De manera general, en este estudio comparamos las cepas aisladas de
BAPAZ y BAMAZ bajo condiciones experimentales evaluando la densidad celular,
tasas de crecimiento, toxicidad y perfiles de toxinas de las cepas de G. catenatum de
otras partes del Golfo de California, muestra que estas son muy parecidas (Band-
Schmidt et al., 2004; 2006; Bustillos-Guzméan et al., sometido): con una moderada
tasa de crecimiento y toxicidad, asi como un caracteristico dominio del grupo de
toxinas sulfocarbamoil seguido por el grupo decarbamoil. En la tabla 10, se muestra

que las tasas de crecimiento (0.08 a 0.82 div dia™) de este trabajo fueron similares a
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los reportados por otros autores para cepas de G. catenatum aisladas de diferentes
zonas del Golfo de California crecidas bajo condiciones similares de cultivo. Las
principales diferencias fueron debidas al medio de cultivo utilizado (Band-Schmidt et
al., 2006). Los resultados también muestran que existe una relacién consistente del
efecto de las diversas proporciones N:P en las tasas vitales medidas. Sin embargo, si
existen diferencias estadisticas entre algunas cepas. Por ejemplo, la cepa BAPAZ-5
tiene una mayor tasa de crecimiento en proporciones N:P bajas y minimas en las
proporciones N:P mas altas (Anexo 1, Figura 1). Sin embargo, la cepa BAMAZ-2 tuvo
un patron opuesto a la cepa BAPAZ-5. Esta variabilidad entre cepas de la misma
region o diferentes regiones ha sido asociado a la diversidad genética de las
especies fitoplanctonicas en este caso G. catenatum. De acuerdo a Wood & Leatham
(1992) esta diversidad es la responsable de resultados “contrarios” cuando se utilizan
cepas de una misma especie. En este estudio utilizamos solo dos cepas de cada
region BAPAZ (BAPAZ-5, BAPAZ-7) y BAMAZ (BAMAZ-2, GCMQ-4), de las cuales
las cepas (BAPAZ-5 y GCMQ-4) se obtuvieron de la coleccién de dinoflagelados
marinos del CIBNOR (CODIMAR) que fueron originalmente asiladas desde el afio
2000, mientras que las otras fueron asiladas durante el periodo de muestreo de
campo (junio de 2006 a mayo de 2007). Estas diferencias en el tiempo de su
aislamiento pueden, en parte, ser responsables de las diferencias encontradas en
este trabajo. De acuerdo a Cembella (1998), el artefacto del “crecimiento forzado” por
las altas concentraciones de nutrientes, relajamiento de la presion de pastoreo, altas
tasas de divisiébn y la deriva genética que se obtienen en condiciones de cultivo
puede manifestarse en una reduccion de la actividad biosintética de enzimas y por lo

tanto en la toxicidad.
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Tabla 10. Promedio y rangos de la tasa de crecimiento y densidad celular maxima de
cepas de Gymnodinium catenatum aisladas de diferentes localidades del Golfo de

California.
Caodigo de Fuente Tasa de Densidad celular  Condiciones de cultivo Referencia
la cepa crecimiento (dia” méxima (cél mL
1 1
) )
GCCV-10 Bahia 0.14-021 e Medio /2, 15-29 °C, 30 ups Band-Schmidt et
concepcién al., 2004
024 0 Medio /2, 20 °C, 26-30 ups
0.28-031 - Medio /2, 20 °C, 28-38 ups
0.15-019  eeeeeeeeeeeee- Medio /2 con Se (10°M, 10’M 10
M) y medio GSe, 20 °C, 35 ups
GCCQ-1 Bahia 0.74 +0.07 1619 + 252 GSe con Se (10°, 107M), 28 ups Band-Schmidt et
concepcion al., 2006
GCCV-2 Bahia 0.70 £ 0.07 1090 + 270
concepcion
GCCV-4 Bahia 0.82 £ 0.09 3393 + 836
concepcion
GCPV-1 Bahia de La 0.74 +0.06 1631 + 152
Paz
GCPV-2 Bahia de La 0.77 +0.05 1421 + 290
Paz
GCMV-1 Bahia de 0.81+0.02 2063 * 226
Mazatlan
GCMV-2 Bahia de 0.82+0.03 1865 + 516
Mazatlan
GCCV-7 Bahia 0.19-0.24 5852 Medio f/2 con Se (10°M), 35 ups  Bustillos-Guzméan
concepcién con diferentes relaciones N:P (5.4, etal., sometido
9.2,23.5,44.7y74.3)
BAPAZ-5 Bahia de La 0.08 * 0.01 a 3666 *798 Medio f/2 con Se (10®M), 35 ups  Este estudio
Paz 0.32 +0.035 con diferentes relaciones N:P (4:1)
BAPAZ-7 Bahia de La 0.17 + 0.12 a 3983+375 N:P (64:1)
Paz 0.34 + 0.057
BAMAZ-2 Bahia de 0.094 + 0.017 a 4000 + 276 N:P (64:1)
Mazatlan 0.21 + 0.096
GCMQ-4 Bahia de 014 + 0.011 a 2273+913 N:P (16:1)
Mazatlan 0.29 + 0.024

Una de las premisas experimentales de nuestro trabajo considera un proceso

de aclimatacién de las cepas a las condiciones que se pretenden medir su efecto en

el crecimiento, perfil de toxinas y toxicidad de G. catenatum. Esta debe cumplirse ya

gue se ha mencionado que en algunas cepas, un periodo corto de aclimatacion

puede resultar en respuestas que no reflejen las condiciones a que se exponen los

organismos (Plumley, 1977). En este experimento, las cepas utilizadas fueron

aclimatadas por lo menos 4 generaciones a las distintas condiciones experimentales

de N:P. Con esta premisa cumplida, los resultados obtenidos demuestran que las
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diversas proporciones N:P de los experimentos tienen un reducido efecto en las
tasas de crecimiento y toxicidad de G. catenatum de BAPAZ y BAMAZ. Experimentos
con G. catenatum (GCCV-7) aislada de BACO y sometida a las mismas proporciones
N:P de este trabajo, muestran también resultados similares (Bustillos-Guzman et al.
sometido). Flynn et al. (1996) también demostré cambios relativamente pequefios en
estas variables de una cepa aislada de aguas espafiolas bajo condiciones limitantes
de nitrogeno y fésforo. Por lo cual, para G. catenatum de la BAPAZ y BAMAZ
utilizados en este trabajo, podriamos sugerir que la aclimatacion a las condiciones
experimentales no tiene un efecto significativo en la toxicidad y perfil de toxinas.

El metabolismo del N y del P de especies del fitoplancton marino tiene una
notable influencia en los procesos biologicos de los océanos ya que son los
principales macronutrientes metabolizados por el fitoplancton (William, 1987). El
consumo de NOg3 por el fitoplancton es regulado por la enzima nitrato reductasa (NR)
y los NO" requieren ser reducidos por la nitrito reductasa (NiR) previamente a
amonio (NH;"). EI NH;* es convertido a glucosamato por la enzima glucosamato
deshidrogenasa. La célula tiene un menor gasto energético para asimilar NH4* que
otras fuentes de N (NOs  y NOy’). Por consiguiente, el fitoplancton tiene preferencia
por asimilar NH;", aunque también concentraciones de NH; > 1.0 uM inhiben la
asimilacion de NOs’, principalmente se bloquea la sintesis de las enzimas (NR y NiR)
(Francois et al., 2007). Por tal razén, en ambientes donde la concentracion de NH4"
esta entre 0.5-1.0 uM, la absorcion de los NO,  y NOs™ es parcialmente inhibida y se
absorbe preferencialmente el NH4* (Francois et al., 2007; Rees, 2007).

Sin embargo, los resultados obtenidos por Yamamoto et al. (2004) muestran
que G. catenatum aislado de la Bahia de Hiroshima tiene mayor afinidad para
asimilar NO3, lo cual indica que la preferencia de NH4" por el fitoplancton no se
aplica para todas las especies. En el caso particular de las cepas consideradas en
este trabajo, claramente se observo con la fuente de NH;" que las cuatro cepas de G.
catenatum se mantuvieron sin presentar un incremento significativo en la densidad
celular. Sin embargo, esto no indica que no estuvieran asimilando NH;" durante los
cultivos de lote. Aunque no se aclimataron a las condiciones experimentales

utilizadas, probablemente por la toxicidad del NHs" a altas concentraciones utilizadas
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en los experimentos, se observé un lento crecimiento de las cuatro cepas de G.
catenatum. Por otro lado, los resultados obtenidos de los experimentos de las tasas
de asimilacion demuestran que las cepas de G. catenatum presentaron una
preferencia de asimilacion de NOs. Ademas, se observd que las cepas de BAPAZ
asimilaron mas NH;" que las cepas de BAMAZ. Harrison (1973) reportd que la
actividad de la NR se incrementd con el desarrollo del FAN del dinoflagelado
Peridinium triquetrum y concluyé que los NOs™ son una fuente de N fundamental para
el dinoflagelado a pesar de encontrarse altas concentraciones de NH4* (> 1.0 uM).

Nuestros resultados dan evidencia que para el caso de las cepas de la BAPAZ
y la BAMAZ presentaron mayor tasa de asimilacion de NH;" que de NOjz, lo cual
puede significar un gasto energético menor para la célula (Francois etal., 2007). En
cuanto a los fosfatos la cepa de la BAMAZ presentd una mayor tasa de consumo lo
cual le pudiera dar ventajas sobre otras especies en condiciones altas de fosfatos.
Por otro lado, las cepas de la BAPAZ pudieran tener ventajas sobre las cepas de la
BAMAZ en condiciones bajas de fosfatos, ya que en los ensayos realizados bajo
condiciones controladas esta present6é una baja tasa de asimilaciéon y mayores tasas
de crecimiento lo cual pudiera sugerir que prospera en condiciones bajas de fosfatos.
Estudios de laboratorio con especies de G. catenatum aislado de la Bahia de
Hiroshima demostraron altas tasas de asimilacion de amonio, nitratos y fosfatos
(6.48, 3.37 y 1.42 pmol cél* hl, respectivamente) (Yamamoto & Tarutani, 1999;
Yamamoto et al., 2004), por lo cual estos resultados nos indican que G. catenatum
pudiera ser un competidor débil contra otras especies de fitoplancton en condiciones
bajas de nutrientes inorganicos.

Se han realizado diversos trabajos sobre la funcion de los nutrientes en la
produccion de TP, principalmente en especies del género Alexandrium (John &
Flynn, 2000; Lippemeier et al., 2003). Por ejemplo, se han observado cambios
celulares en la composicidon bioquimica cuando el suministro de N es limitado. La
funcion del P en la sintesis de las TP aun no es bien comprendida, pero se ha
demostrado que en medios deficientes de P se incrementa la produccion de las TPy
se reduce la division celular (Boyer et al., 1987; Anderson et al., 1990; Lim et al.,

2006). Aunque las TP no contienen fosforo en su estructura, si intervienen
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indirectamente en la fosforilacion de enzimas (e} carbamoil fosfato) intermediario en
la produccién de toxinas, probablemente por esta causa la deficiencia de fosforo en
el medio pueda afectar la produccion de TP en dinoflagelados (Flynn et al., 1994;
Cembella, 1998; Kellmann & Neilan, 2007). Bustillos-Guzman et al. (sometido), en
experimentos realizados con la cepa de BACO, también demostraron que G.
catenatum presenta altas tasas de asimilacién de nitrégeno aun cuando los fosfatos
no eran detectables. Las altas tasas de afinidad encontradas en este trabajo asi
como las encontradas para una cepa aislada de Japon, apoyan esta hipotesis.

Anderson et al. (1990) analizaron diferentes metabolitos producidos por A.
fundyense bajo limitaciones de P en el cultivo, detectando un aumento en la
concentracion de la arginina, aminoacido precursor de la saxitoxina. Esto también fue
demostrado por John & Flynn (2000). Cuando el P es afiadido a medios deficientes
se incrementa la division celular y la concentracion de toxinas por célula decrece
(Gavin et al.,, 1997; Taroncher et al., 1997). Sin embargo, Yamamoto et al. (2004)
realizaron experimentos relacionados con tasas de consumo de nutrientes y cinéticas
de crecimiento con G. catenatum, utilizando medios de cultivo con limitacion de N y
P. Los resultados sugieren que G. catenatum tiene la desventaja en competir con
otras especies de dinoflagelados u otros grupos de fitoplancton por nutrientes bajo
condiciones oligotroficas, debido a su constante de saturacion alta (Ks) de Ny P
(7.59 y 3.40, respectivamente) (Smayda, 1997), lo cual implica que G. catenatum
requiere mayor concentracion de N y P para su crecimiento.

El contenido de toxinas por célula varia en los diversos tratamientos aunque
los valores se encuentran en los rangos reportados (13 a 47 pg STXeq cél!) para
cepas de otras areas del Golfo de California (Band-Schmidt et al., 2004; 2006). Estos
resultados difieren de los reportados por Reguera & Oshima (1990) para cepas de
origen espafol donde encontraron altas toxicidades en concentraciones de NOs™ de
entre 110 y 220 uM, asociado a una alta produccion de goniautoxinas. Es importante
mencionar que en la proporcion 16:1 en todas las cepas la toxicidad expresada como
(pg cél') es mayor que en el resto de las proporciones.

Las altas concentraciones de toxinas en las células encontradas en este

estudio asi como las reportadas por otros autores (Band-Schmidt et al., 2004; 2006)
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son mayores que las reportadas para poblaciones naturales que oscilan entre 1.2 a
2.3 pg STXeq cél* (Gérate-Lizarraga et al., 2004 a). A diferencia de estos resultados,
se ha encontrado que tipicamente las células en condiciones de cultivo, en particular
el dinoflagelado productor de TP Alexandrium spp. son mucho menos td xicas que en
condiciones naturales (White, 1986; Cembella et al., 1990). Evidentemente, es
necesario hacer mayor numero de mediciones de la toxicidad de poblaciones
naturales de G. catenatum para corroborar si los experimentos en laboratorio reflejan
la variabilidad encontrada en condiciones naturales.

Los perfiles de las toxinas encontrados bajo los diversos tratamientos, de esta
tesis tuvieron relativamente poca variabilidad sugiriendo que la produccion-retencion
de las diversas toxinas no depende de las condiciones nutricionales de la incubacion.
Aunqgue se ha demostrado en dinoflagelados que la produccion de toxinas esta ligado
al ciclo celular (Flynn et al., 1996; Taroncher et al., 1997), donde la produccion se
realiza en la fase temprana M1 y disparada por la luz. En este estudio, las células
gue se encontraron en diferentes fases de crecimiento, sin embargo, la comparacién
gue hacemos es valida ya que los cultivos se muestrearon aproximadamente a la
misma hora del dia.

Bustillos-Guzman et al. (sometido) observé una baja variacion de la toxicidad y
perfil de toxinas entre las diversas proporciones N:P utilizadas en cultivos de G.
catenatum aislado de BACO (no aclimatados). La baja variacion de las tasas de
crecimiento, perfil de toxinas y toxicidad de las diversas proporciones N:P utilizadas
en este estudio, nos podria sugerir que las proporciones N:P utilizadas no tienen un
efecto significativo como la teoria lo sugeria en dichas variables de G. catenatum de
la BAPAZ y la BAMAZ.



9.1. Discusion general
De acuerdo a los antecedentes, la mayor incidencia de los FANY la presencia

de G. catenatum se asocia con periodos relativamente frios en la regién de Mazatlan
sugieriendo que esta especie esta asociada a procesos de enriquecimiento de
nutrientes por surgencias costeras (Cortés-Altamirano et al, 1999; Alonso-
Rodriguez, 2004), lo que concuerda con lo descrito para esta especie en las costas
espafolas (Smayda, 2000). Los registros en periodos transicionales de temperatura y
estructura de la columna de agua apuntan en el mismos sentido (Alonso-Rodriguez
et al., 2000; Gérate-Lizarraga et al., 2004 a; 2006). La alta tasa de asimilacion que
tiene para varias formas nitrogenadas y de fosforo (Yamamoto et al., 2004) sugieren
también que requieren condiciones ricas en nutrientes para incrementar su densidad
celular. De manera general, las tasas de asimilacién que presentaron las 4 cepas
utiizadas en este trabajo mostraron resultados similares a los encontrados por
Yamamoto et al. (2004) lo cual sugiere que también las cepas de G. catenatum de la
BAPAZ y BAMAZ requieren altas concentraciones de nutrientes para favorecer la
formacion de los FAN, concentraciones que no se encontraron en el muestreo
superficial realizado durante el FAN en la BAPAZ. Las cepas de la BAPAZ asimilan
mas amonio que las de la BAMAZ en un “corto” periodo de asimilacion (experimentos
de asimilacion realizados en este trabajo). En el FAN que se presentd en marzo-abril
de 2007 en la BAPAZ bos resultados fisicos, como la temperatura coinciden con bs
rangos de temperatura donde se ha registrado G. catenatum en diversas zonas del
Golfo de California (20.9 + 0.7 °C). Aungque en condiciones de laboratorio, cepas
aisladas del Golfo de California pueden crecer en un intervalo térmico muy amplio
que (13.0 - 33.0 °C) (Band-Schmidt et al., 2006). Por otro lado, las concentraciones
de nutrientes encontradas en este FAN de febrero-marzo 2007 no coinciden con las
previamente reportadas para otras zonas donde se ha registrado FAN de G.
catenatum (Tabla 9), argumentando que posiblemente muestreamos en la parte final
de un evento de surgencia o en fase de decaimiento del FAN. Otro punto es que el
muestreo que realizamos de los parametros fisicos y quimicos durante el FAN fue
unicamente superficial, en el cual sélo encontramos pequefias diferencias en las

concentraciones de nutrientes (nitritos y nitratos) que fueron mayores que las

85



encontradas durante el muestreo anual (promedio del periodo de invierno, en el cual
se han registrado FAN de G. catenatum para ambas bahias, Tabla 9). Figueiras &
Fraga (1990), mencionaron que las concentraciones de nutrientes superficiales
registrados durante un FAN de G. catenatum en Ria de Vigo en 1986 fueron bajas,
sin embargo, estos autores realizaron perfiles verticales encontrando altas
concentraciones de nutrientes a 10 m de profundidad, concluyendo que la ventaja de
G. catenatum de poder desplazarse en la columna de agua le proporcioné el éxito
para que pudiera migrar a capas mas profundas donde la concentracién de
nutrientes era mayor y tener condiciones favorables para su proliferacion. Sin
embargo, en este trabajo no se realizaron perfiles verticales, lo cual podria estar
ocultando una de las razones por la cual G. catenatum formo el FAN.

La proporcion N:P, asi como las concentraciones de nutrientes encontrados
durante 2007 en la BAPAZ sefialan concentraciones bajas de nutrientes asi como
proporciones N:P < 5. Claramente estos son menores a los encontrados en la region
de Mazatlan y otras areas. Un mecanismo que posiblemente ayude a conciliar
nuestros resultados dentro del contexto de conocimientos de las condiciones en
donde normalmente se desarrolla esta especie es que, el fendmeno que se di6 en la
BAPAZ es el resultado de una proliferacion que inicié antes de nuestro muestreo y
gue coincide con el periodo transitorio del periodo de mezcla del invierno. Este
periodo transitorio ha sido también relacionado con la proliferacion de esta especie
(Figueiras & Fraga, 1990). Es también claro que en muchos casos, como en
presencia de surgencias, el desarrollo de una comunidad fitoplanctonica, modifica el
ambiente nutricional de tal forma, que como podria ser nuestro caso, las condiciones
gue hemos encontrado son las que han sufrido esta accion del desarrollo de la
comunidad. Por otro lado, el proceso de acumulacién en el &rea, podria también ser
importante en la interpretacion de nuestros resultados ya que si este proceso se da,
entonces el registro de altas abundancia no necesariamente puede asociarse a
condiciones adecuadas de crecimiento de la especie.

Respecto a la toxicidad de G. catenatum de el FAN ocurrido en la BAPAZ
podemos decir que en los cinco sitios muestreados presentd una composicién de

toxinas en porcentaje molar diferente predominando en mayor porcentaje como es
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caracteristico de las cepas del Golfo de California las toxinas sulfocarbamatadas tipo
Cl y C2 (Band-Schmidt et al., 2005, 2006; Garate-Lizarraga et al., 2005). Las
diferencias encontradas en los porcentajes molares de G. catenatum del FAN
pudieran estar influenciadas por el desfasamiento del desarrollo del FAN en las
diferentes zonas muestreadas o por las condiciones fisicas y quimicas encontradas
(Tabla 9). Aunque en el trabajo experimental realizado con cepas de G. catenatum
de la BAPAZ y la BAMAZ con diferentes proporciones N:P encontramos una
composicion en porcentaje molar similar a las encontradas en las muestras de
campo, con porcentajes molares altos principalmente de las toxinas
sulfocarbamatadas (C1 y C2). Sugiriendo que probablemente otros factores
metabdlicos y/o genéticos puedan ser determinantes en la toxicidad y perfil de
toxinas de G. catenatum.

La toxicidad (pg cél') de G. catenatum del trabajo experimental realizado con
las cepas aisladas de ambas bahias, vario en las diversas proporciones N:P
incubadas, destacando que en la proporcién 16:1 (58 UM de nitratos) en todas las
cepas el contenido de toxinas fue mayor. Al respecto Reguera & Oshima (1990)
reportan para cepas de G. catenatum de origen espafol altas toxicidades en
concentraciones de nitratos de entre 110 y 220 pM, asociado esto a una alta
produccion de goniautoxinas, situacibn que no sucedié en nuestro trabajo, las
concentraciones mayores de nitratos (116 y 232 puM) presentaron una menor
toxicidad por célula. Oshima et al. (1993) mencionan que la toxicidad y los perfiles de
toxinas son una expresion de las enzimas involucradas en al biosintesis de las

toxinas.
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10. Conclusiones

Las condiciones hidrograficas térmicas de ambas regiones fueron similares,
con periodos de mezcla y transicion (mezcla-estratificacion) aunque no se
registro condicion estratificada detectable con el indice de estratificacion
térmica empleado, cabria esperar que durante la condicion de mezcla y de
transicion se promoviera la proliferacion de G. catenatum, sin embargo
Unicamente se detectd su presencia, por lo que podemos concluir que la
inhibicion para su proliferacion masiva probablemente fue provocada por la
ausencia de cambios drasticos térmicos y bajas concentraciones de nitratos,
amonio y probablemente de fosfatos. Adicionalmente las proporciones N:P
encontradas durante los muestreos en la BAMAZ y la BAPAZ indicaron
limitacion de nitrogeno en el medio, lo cual pudo también influir.

Debido a la baja densidad celular de G. catenatum, en ambas bahias no se
pudo detectar TP en las muestras de red de fitoplancton

El perfil de toxinas en los moluscos bivalvos analizados demostréo que las
diferentes especies de moluscos tienen la capacidad metabdlica distinta de
realizar una hidrélisis enzimatica y transformar toxinas de menor toxicidad o
de mediana toxicidad N-sulfocarbamatadas y decarbamatadas a toxinas mas
potentes carbamatadas.

La coincidencia de este FAN de G. catenatum y la deteccion de TP en bdos
los moluscos bivalvos analizados muestran que este dinoflagelado es una
fuente significativa de contaminacion en molusco de importancia comercial y
que puede poner en riesgo la salud humana si se alcanza los niveles maximos

permitidos para su consumo.

De los resultados experimentales se concluye que G. catenatum de la BAMAZ
y la BAPAZ consumen preferentemente como fuente de nitrégeno el amonio

gue los nitratos.

G. catenatum de la BAMAZ presenté una mayor tasa de asimilacion de

fosfatos en comparacion con cepas de la BAPAZ, por lo que G. catenatum de
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la BAPAZ pudiera tener ventaja para competir con otras especies bajo
condiciones bajas de fosfatos.

Se concluye que las proporciones N:P no tuvieron un efecto consistente en
relacion a la variacion de las tasas de crecimiento, perfil de toxinas y toxicidad
entre las epas de G. catenatum de la BAPAZ y la BAMAZ cultivada con
diferentes proporciones N:P. Sin embargo, las concentraciones especificas de
cada fuente de nutriente inorganico influyd principalmente en las tasas de
crecimiento, lo cual representa una sefal de cuales son las probables

concentraciones con las cuales se puede dar un FAN de ésta especie.

De acuerdo a los diferentes perfiles de toxinas de G. catenatum para las dos
zonas estudiadas se puede asumir que esta especie tiene caracteristicas
fisiol6gicas particulares que le permiten adaptarse a diferentes condiciones

ambientales, generando eco-genotipos.



11. Recomendaciones

Debido a la incertidumbre en la prediccién de la formacién de un FAN y las
repercusiones en la salud ambiental y humana se recomienda realizar monitoreos
continuos y sistematicos que permitan de manera puntual determinar las condiciones
fisicas como luz, temperatura, densidad del agua y quimicas como el oxigeno
disuelto, el pH, diferentes compuestos nitrogenados y de fosforo, asi como
elementos traza y acidos humicos que pudieran estar influyendo en la formaciéon de
los FAN como es el caso de G. catenatum. También se recomienda el uso de
especies que se alimentan de fitoplancton como los moluscos bivalvos que sirva
como especies “centinelas” lo cual daria certidumbre del tipo de toxina, su posible
fuente y las medidas de prevencion ante estos eventos. Se requiere generar mas
conocimiento acerca de la cinética enzimatica y los mecanismos celulares que
interviene en la adquisicion, transformacién y depuracion de las TP en moluscos. La
diversidad genética de esta especie aun no esta completamente estudiada ni
comprendida por lo cual se requiere mayor investigacion. Los quistes como
estrategia de adaptacion y sobrevivencia de esta especie son de suma importancia,
por lo que también recomendamos enfocarse a identificar las variables como la luz,
temperatura, metales traza, acidos humicos que pudieran estar asociados con su
germinacion. Estudios palinolégicos también son recomendables para entender

mejor la biologeografia de esta especie.
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13. Anexo 1

Tabla 1. Valores mensuales de temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L™),
nutrientes: NO,™ (M), NOs (UM), NH4*(UM), PO (uM), nitrégeno inorganico disuelto
(como la suma de NO,, NO3", NH,4"), cociente N:P, para la E1 de la Bahia de LaPaz.

El PROF TEMP OD. NG, NOs NHs" PO4~ NID N:P
15-Jun-06 0 225 7.77 0.10 1.04 0.50 1.06 1.6 1.6
25 20 5.49 0.27 5.59 0.50 1.79 6.4 3.6
50 17.5 2.78 0.49 24.61 0.61 2.89 25.7 8.9
11/3ul/O6 0 29 8.63 0.10 0.47 0.50 2.51 11 0.4
25 22 9.8 0.10 1.35 0.50 0.61 2.0 3.2
50 22 6.74 0.10 6.34 0.50 2.94 6.9 24
18-Ago-06 0 30 6.8 0.10 0.20 0.50 0.24 0.8 3.3
25 28 7 0.10 0.16 0.50 0.31 0.8 24
50 24.8 5.43 1.63 2.27 0.50 1.04 4.4 4.2
15-Sep-06 0 29.5 6.28 0.10 122 2.70 0.73 4.0 55
25 28 6.71 0.10 1.08 222 0.86 3.4 4.0
50 26 4.89 0.32 2.35 3.58 1.25 6.2 5.0
21-Oct-06 0 285 6.24 0.27 0.25 193 0.53 2.4 4.6
25 28 6.14 0.19 0.10 0.97 0.80 1.3 1.6
50 27.2 5.43 0.57 9.73 0.91 121 11.2 9.3
15-Nov-06 0 27.2 6.08 0.10 0.68 0.50 0.55 1.3 2.3
25 27 6.12 0.19 0.10 0.50 0.64 0.8 12
50 27 5.94 0.23 0.86 0.50 0.76 1.6 2.1
11-Dic-06 0 24.3 6.49 0.22 0.92 0.66 0.60 1.8 3.0
25 24 6.55 0.23 0.75 0.58 0.64 1.6 25
50 23.7 6.13 0.48 4.76 1.96 0.85 7.2 8.5
10-Ene-07 0 21.5 6.89 0.34 115 0.83 0.66 2.3 35
25 211 6.98 0.27 141 0.67 0.64 2.3 37
50 20.5 6.32 0.72 8.66 341 0.95 128 135
01-Feb-07 0 19.5 6.99 0.20 1.85 2.95 0.92 5.0 54
25 19.5 7.02 0.29 153 2.85 0.77 4.7 6.0
50 19 6.24 0.34 3.73 2.09 0.76 6.2 8.1
15-Mar-07 0 19.7 7.56 0.10 0.10 0.87 0.58 11 18
25 19.2 7.49 0.10 0.10 0.50 0.62 0.7 11
50 18.2 6.22 0.10 4.70 0.50 1.00 53 53
12-Abr-07 0 20 7.67 0.10 0.10 0.50 1.09 0.7 0.6
25 19 5.93 0.10 1.33 0.84 1.34 2.3 1.7
50 17.5 2.98 0.10 9.31 0.50 2.18 9.9 45
17-May-07 0 21 7.96 0.10 0.10 3.30 0.28 3.5 12.5
25 16 2.89 0.48 18.82 2.78 151 221 14.6
50 16 1.84 0.29 17.61 3.74 1.07 216 20.2
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Tabla 2. Valores mensuales de temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L™),
nutrientes: NO,™ (UM), NOz"(uM), NH4*(uM), PO,>(uM), nitrégeno inorgénico disuleto

(como la suma de NO;", NO3z", NH4"), cociente N:P parala E4 de la Bahia de La Paz.

E4 PROF TEMP OD. NG NOs NH," PO,’ NID N:P

15-Jun-06

0 23 7.85 0.10 0.10 1.88 0.84 2.1 2.5

15 23 7.83 0.10 0.10 0.18 0.84 0.4 0.5

30 19 3.01 0.19 7.75 0.18 2.77 8.1 2.9
11/Jul/O6

0 275 7.37 0.10 0.36 0.50 0.57 1.0 1.7

15 27 7.62 0.10 0.10 0.50 2.63 0.7 0.3

30 25 9.22 0.10 0.38 0.50 2.95 1.0 0.3
18-Ago-06

0 29 6.6 0.10 0.14 0.50 0.50 0.7 1.5

15 29 6.5 0.10 0.15 0.50 0.42 0.7 1.8

30 29 6.6 0.10 0.14 0.50 0.41 0.7 1.8
15-Sep-06

0 29 7.15 0.10 0.72 1.00 0.74 1.8 2.5

15 29 6.75 0.10 1.10 0.84 0.82 2.0 2.5

30 28 6.98 0.10 0.65 1.89 0.83 2.6 3.2
21-Oct-06

0 28.2 6.49 0.21 0.10 0.76 0.57 1.1 1.9

15 28 6.99 0.17 0.10 1.03 0.59 1.3 2.2

30 28 8.49 0.16 0.10 0.68 0.62 0.9 1.5
15-Nov-06

0 27.2 6.28 0.10 0.19 0.50 0.49 0.8 1.6

15 27 6.08 0.10 0.13 0.50 4.70 0.7 0.2

30 27 6.05 0.10 0.30 0.56 0.49 1.0 2.0
11-Dic-06

0 24 6.20 0.32 0.50 0.50 0.67 1.3 2.0

15 24 7.28 0.27 0.97 0.67 0.77 1.9 2.5

30 24 6.26 0.16 0.97 0.50 0.68 1.6 2.4
10-Ene-07

0 21 7.06 0.53 1.99 0.54 0.70 3.1 4.4

15 21 6.98 0.27 0.44 0.88 0.45 1.6 3.6

30 21 6.48 0.23 0.55 1.77 0.28 2.5 9.2
01-Feb-07

0 20.9 7.04 0.19 0.78 2.10 0.98 3.1 3.1

15 20.7 6.96 0.19 0.79 2.40 0.91 3.4 3.7

30 20.5 7.08 0.12 0.55 2.07 0.96 2.7 2.8
15-Mar-07

0 20.8 8.63 0.10 0.58 0.50 0.61 1.2 1.9

15 20.5 8.65 0.10 0.60 0.50 0.77 1.2 1.6

30 20.1 7.7 0.10 0.31 0.50 0.73 0.9 1.2
12-Abr-07

0 20 6.88 0.10 0.10 0.50 1.08 0.7 0.6

15 19.5 6.71 0.10 0.10 0.50 0.65 0.7 1.1

30 19.5 6.57 0.10 0.11 0.50 0.83 0.7 0.9
17-May-07

0 20 7.41 0.10 0.13 1.71 0.39 1.9 5.0

15 20 7.01 0.10 0.44 2.23 0.32 2.8 8.6

30 19 6 0.19 3.70 3.27 0.68 7.2 10.5

109




Tabla 3. Valores mensuales de temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L™),
nutrientes: NO, (UM), NOz (UM), NHs"(UM), PO,> (uM), nitrégeno inorganico disuelto
(como la suma de NO;, NOs’, NH4"), cociente N:P, para la E6 de la Bahia de

Mazatlan
E6 PROF TEMP oD. NO; NOs’ NH," PO, NID N:P

0 30.2 423 | 010 0.11 0.50 0.09 0.71 7.60

10 29.7 0.10 0.10 0.50 0.09 0.70 7.43

20 28 0.10 0.10 0.50 0.15 0.70 4.61

15-Jun-06 30 275 0.10 0.25 0.50 0.16 0.85 522
0 32 451 | 010 0.24 0.50 0.23 0.84 3.62

10 315 0.10 0.18 0.50 0.23 0.78 3.36

20 30 0.10 0.21 0.50 0.30 0.81 2.73

10-Jul-06 30 27 0.30 0.98 0.50 0.37 1.78 4.84
0 30 414 | 052 0.62 0.50 0.11 1.64 15.58

10 31 0.14 0.75 0.50 0.20 1.39 7.07

20 30 0.10 0.49 0.50 0.21 1.09 531

10-Ago-06 30 29 0.18 0.68 0.50 0.26 1.35 5.16
0 30.3 417 | 014 1.85 2.22 0.69 4.21 6.14

10 29.8 0.10 0.62 1.42 0.48 2.14 4.50

20 29.4 037 0.60 177 0.47 2.74 5.79

14-Sep-06 30 28.3 059 3.49 1.48 0.62 5.56 9.03
0 29.5 414 | 028 0.31 0.50 0.26 1.09 4.26

10 295 011 0.10 0.50 0.27 0.71 2.61

20 29 0.00 0.10 0.50 0.26 0.60 227

19-Oct-06 30 29 0.10 0.17 0.50 0.27 0.77 2.88
0 29 7.4 0.26 0.10 0.50 0.57 0.86 1.52

10 285 037 0.68 111 0.49 2.16 4.43

20 28.0 063 1.03 0.78 0.53 2.44 4.60

16-Nov-06 30 28 062 0.06 0.56 0.56 1.24 221
0 27 519 | 028 0.10 0.53 0.39 0.91 2.37

10 27 0.19 0.10 0.50 0.37 0.79 2.12

20 27 021 0.10 0.58 0.38 0.90 2.34

16-Dic-06 30 27 022 0.10 0.50 0.40 0.83 2.07
0 23 798 | o018 0.10 0.50 0.47 0.78 1.65

10 225 0.19 2.64 0.50 0.75 3.33 4.45

20 22.1 036 0.71 0.50 0.31 157 5.08

18-Ene-07 30 22 051 4.77 0.50 0.79 5.78 7.31
0 21 137 | o038 1.65 1.15 0.60 3.18 5.29

10 215 036 7.00 0.99 1.00 8.35 8.36

20 21 0.42 5.08 1.05 0.87 6.55 757

15-Feb-07 30 21 0.48 5.95 0.79 0.93 7.23 7.79
0 23.5 1314 | 013 0.10 2.05 0.46 2.28 4.99

10 23 017 0.10 0.50 0.46 0.77 1.68

20 22 053 0.95 1.86 0.86 3.34 3.01

15-Mar-07 30 22 097 3.34 0.50 1.16 2.81 4.15
0 215 155 | 033 0.39 1.73 0.49 2.44 4.99

10 185 0.56 16.64 1.35 2.00 18.55 9.28

20 175 0.42 20.43 1.26 2.50 22.11 8.84

19-Abr-07 30 175 037 17.68 159 214 19.64 9.18
0 245 217 | o010 0.15 1.24 0.37 1.49 4.06

10 23.5 0.10 0.28 10.70 0.49 11.08 22.47

20 23 0.18 1.94 2.04 0.68 4.16 6.14

17-May-07 30 20 0.75 13.40 1.96 171 16.11 9.42
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Tabla 4. Valores puntuales de temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L 1), nutrientes:
NO5 (UM), NO3 (UM), NH4 (uM), PO (uM), nitrégeno inorgénico disuelto (como la
suma de NO,", NOs', NH4"), cociente N:P parala E7 de la Bahia Mazatlan.

- - . -
E7 PROF TEMP oD. NO: NOs NH. RO NID N:P
0 30 3.86 0.10 0.27 0.50 0.12 0.87 7.02

15-Jun-06 10 0.10 0.16 0.50 0.14 0.76 5.60
0 31.5 4.23 0.10 0.47 0.50 0.29 1.07 3.72

10-Jul-06 10 0.10 0.37 0.50 0.23 0.97 4.23
0 31 3.67 0.61 0.70 0.50 0.42 1.81 4.36

10-Ago-06 10 1.97 2.71 0.50 0.09 5.18 60.50
0 30.3 3.33 0.92 1.20 2.42 0.86 454 5.26

14-Sep-06 10 0.10 1.38 1.55 0.49 3.03 6.17
0 29.5 3.81 0.19 0.50 6.60 1.00 7.29 7.29

19-Oct-06 10 0.22 1.26 1.05 0.49 253 5.12
0 29 7.4 0.38 1.93 0.96 0.67 327 4.85

16-Nov-06 10 0.34 4.00 0.03 0.44 4.37 9.88
0 27 5.19 0.25 0.10 1.03 0.54 1.38 2.56

16-Dic-06 10 0.30 0.62 3.70 0.92 4.62 5.05
0 22.2 6.96 0.50 2.27 0.55 0.64 3.32 5.21

18-Ene-07 10 0.31 4.35 0.89 0.78 5.54 7.06
0 21.5 13.2 0.41 2.19 1.75 0.80 435 5.42

15-Feb-07 10 0.59 6.49 0.89 1.05 7.97 7.59
0 24 13.3 0.15 0.10 1.13 0.49 1.38 2.84

15-Mar-07 10 0.26 0.25 0.50 0.80 1.01 1.26
0 21.5 11.98 0.36 4.61 1.33 1.12 6.30 5.63

19-Abr-07 10 0.56 12.54 1.31 1.70 14.41 8.48
0 24.5 2.22 0.10 0.25 0.50 0.51 0.85 1.66

17-May-07 10 0.23 2.99 2.28 0.68 551 8.04

111




—@e— BAPAZ-5 —O— BAPAZ-7 - -A- - BAMAZ-2 — - GCMQ-4

5000 T

4000 A1

3000 1

2000 1

1000 A

5000 A+

4000 -

3000

2000 +

1000 A

5000 4

4000 -

3000 A1

2000 A

ocdues mL ™

1000 A

5000 4

4000 A1

3000 A

2000 A

1000 A

5000 A+

4000 - .- —_— —
LR ETTTES
3000 - Y el Sh- - Y -A
P E
2000 - %

1000 A

Tiempo (dias)

Figura 1. Curva de crecimiento de Gymnodinium catenatum cultivadas con diferentes
proporciones N:P (a) 4:1; b) 8:1; c) 16:1; d) 32:1; e) 64:1) en cultivos de lote.
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