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INTRODUCTION

The Gulf of California has been recognized as a high pro-
ductivity zone where physical processes enrich the surface
waters with nutrients (Zeitzschel 1969, Álvarez-Borrego and
Lara-Lara 1991). Together with these physical phenomena,
anthropogenic nutrient inputs are important and come mainly
from agriculture and river flows (Páez-Osuna 2001, Miranda
et al. 2009). Increase in nutrient concentration and imbalance
of their ratios in coastal areas is reflected in the increase and
selectivity of autotrophic organisms (Lancelot et al. 1987,
Hodgkiss and Ho 1997).

Gymnodinium catenatum Graham is a naked dinoflagel-
late that produces paralytic toxins and is widely distributed
worldwide (Oshima et al. 1993; Negri et al. 2001; Holmes
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altamente productiva donde ocurren procesos físicos que
enriquecen las aguas superficiales con nutrientes (Zeitzschel
1969, Álvarez-Borrego y Lara-Lara 1991). Además de estos
eventos físicos, las aportaciones antropogénicas de nutrientes
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2009). El incremento en la concentración de nutrientes y el
desbalance de sus proporciones en áreas costeras se refleja en
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(Lancelot et al. 1987, Hodgkiss y Ho 1997).

Gymnodinium catenatum Graham es un dinoflagelado
desnudo que produce toxinas paralizantes, con una amplia
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ABSTRACT. A strain of Gymnodinium catenatum Graham (GCCV-7), isolated from the Gulf of California, was submitted to conditions with
different nitrogen-to-phosphorus ratios (5.4, 9.2, 23.5, 44.7, and 74.3) to determine the effect of these ratios on the growth, toxicity, and
variations in toxin profile. No differences in toxicity and toxin profile were found among the treatments. Highest cell density occurred at the
N:P ratio of 23.5:1, yielding 33% more cells than the 44.5:1 and 74.3:1 treatments, which in turn had 34% and 30% more cells than the 5.4:1
and 9.2:1 treatments. Toxin cell quota and variations in toxin composition were clearly related to growth rates. Toxicity remained relatively
invariable because of changes in toxin composition rather than changes in the toxin cell quota during the different growth stages. The data
suggest that changes in the N:P ratios do not stimulate production of toxins or changes in toxin profiles, but do affect cell density, and that
cellular toxin dynamics is related to the growth stage.
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RESUMEN. Se sometió a una cepa de Gymnodinium catenatum Graham (GCCV-7), aislada del golfo de California, a diferentes proporciones
de nitrógeno y fósforo (5.4, 9.2, 23.5, 44.7 y 74.3) para determinar el efecto de estas proporciones en el crecimiento, toxicidad y variaciones en
el perfil de toxinas. No se encontraron diferencias en la toxicidad ni en el perfil de toxinas entre los tratamientos. Sin embargo, la mayor
densidad celular se presentó en la proporción de N:P de 23.5:1 con 33% más células que en los tratamientos N:P de 44.5:1 y 74.3:1, los cuales
a su vez presentaron 34% y 30% más células que en los tratamientos 5.4:1 y 9.2:1. El contenido de total de toxinas por célula y la variación en
el perfil de toxinas estuvo claramente relacionado con las tasas de crecimiento. La toxicidad se mantuvo relativamente constante debido,
principalmente, a los cambios en el perfil que al contenido celular de toxinas en las diversas estapas de crecimiento. Estos datos sugieren que
los cambios en la proporción de N:P no estimulan la producción de toxinas ni cambios en el perfil de toxinas paralizantes, pero sí afectan la
densidad celular, y que la dinámica celular de toxinas está relacionada con la fase de crecimiento.
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et al. 2002; Band-Schmidt et al. 2006, 2010). Along the
Pacific coast of Mexico, G. catenatum is conspicuous and
responsible for the formation of blooms in areas such as the
bays of Mazatlán (Mee et al. 1986, Cortés-Altamirano and
Núñez-Pasten 1992), Manzanillo (Morales-Blake et al.
2000), and Acapulco (Licea et al. 1999), and the coasts of
Oaxaca (Saldate-Castañeda et al. 1990, 1991), among others.
Proliferation of this species in the Mexican Pacific has been
linked mainly to eutrophic environments such as coastal and
upwelling zones (Bravo et al. 1990, Cortés-Altamirano and
Núñez-Pasten 1991, Alonso-Rodríguez 2004, Alonso-
Rodríguez and Ochoa 2004, Band-Schmidt et al. 2010,
Quijano-Scheggia et al. 2012). In the Gulf of California,
particularly off Mazatlán, annual average values of nitrate
between 1 and 10 m depth show an increase from around 0.7
to 3.16 M during a 15-year period (1980–1995). Concomi-
tantly, N:P ratios increased from values below 2 to values
between 15 and 25 (Mee et al. 1986, García de La Parra
1995, Alonso-Rodríguez 1998). This increment was related
to the increase in nitrate since phosphates remained around
0.8 M. In contrast, in La Paz Bay, which has mesotrophic
conditions and a N:P ratio of 2.1 (López-Cortés et al. 2006),
this species is also present but generally in low densities
(<100 cells mL–1) (Gárate-Lizárraga et al. 2009, Hernández-
Sandoval et al. 2009). These data suggest that high nutrients
and high N:P ratios promote the growth of G. catenatum.
Mexican strains of G. catenatum have moderate toxicity with
the presence of high percentages (81–86%) of N-sulfo-
carbamoyl toxins (C-type toxins) together with decarbamoyl
(6.5–8.8%) derivatives (Band-Schmidt et al. 2005, 2006).
Variations in the toxin profile have been observed with the
culture media, culture age, and origin of the strain (Band-
Schmidt et al. 2005, 2006); however, more information is
needed to understand the effect of environmental variables on
the toxin production of G. catenatum strains from the Gulf of
California. Because the saxitoxin and analogs are N-rich
compounds (ca. 30% by weight) and as much as 5–10% of
the total cellular N may be found in G. catenatum (Flynn
et al. 1996), it has been postulated that these toxins can be
used as nitrogen storage (Cembella and John 2006).

In this study we simulated different N:P ratio scenarios to
analyze their effects on the growth, toxicity, and toxin profile
of a G. catenatum strain isolated from the Gulf of California.
We would expect high N:P ratio conditions to support greater
growth and changes in the toxin profile.

MATERIAL AND METHODS

Isolation and culture of G. catenatum

Vegetative cells of G. catenatum were collected from
Concepción Bay, Gulf of California, by vertical tows using a
20-m phytoplankton net. The cell concentrate was sieved

distribución geográfica (Oshima et al. 1993; Negri et al.
2001; Holmes et al. 2002; Band-Schmidt et al. 2006, 2010).
A lo largo de la costa del Pacífico mexicano, G. catenatum
es una especie conspicua y responsable de la formación de
florecimientos algales nocivos en áreas como bahía de
Mazatlán (Mee et al. 1986, Cortés-Altamirano y Núñez-
Pasten, 1992), bahía de Manzanillo (Morales-Blake et al.
2000), bahía de Acapulco (Licea et al. 1999), las costas de
Oaxaca (Saldate-Castañeda et al. 1990, 1991), entre otras. La
proliferación de esta especie en el Pacífico mexicano se ha
relacionado principalmente con ambientes eutrofizados de
zonas costeras y de surgencia (Bravo et al. 1990, Cortés-
Altamirano y Núñez-Pasten 1991, Alonso-Rodríguez 2004,
Alonso-Rodríguez y Ochoa 2004, Band-Schmidt et al. 2010,
Quijano-Scheggia et al. 2012). En el golfo de California, par-
ticularmente en la bahía de Mazatlán, los promedios anuales
de nitrato entre 1 y 10 m de profundidad han incrementado de
~0.7 a 3.16 M durante un periodo de 15 años (1980–1995).
Asimismo, las proporciones de N:P incrementaron de valores
menores que 2 a valores entre 15 y 25 (Mee et al. 1986,
García de La Parra 1995, Alonso-Rodríguez 1998). Este
incremento está relacionado con la mayor concentración de
nitrato, ya que los fosfatos permanecieron en alrededor de
0.8 M. En contraste, en la bahía de La Paz, que presenta
condiciones mesotróficas y proporciones de N:P de 2.1
(López-Cortés et al. 2006), esta especie también está presente
pero generalmente en densidades bajas (<100 células mL–1)
(Gárate-Lizárraga et al. 2009, Hernández-Sandoval et al.
2009). Estos datos sugieren que la alta concentración de
nutrientes y las altas proporciones de N:P promueven el
crecimiento de G. catenatum. Las cepas mexicanas de G.
catenatum tienen toxicidad moderada y porcentajes elevados
(81–86%) de toxinas sulfocarbamatadas (toxinas tipo C)
junto con derivados de decarbamatadas (6.5–8.8%) (Band-
Schmidt et al. 2005, 2006). Se han observado variaciones en
el perfil de toxinas con el medio de cultivo, edad del cultivo y
origen de la cepa (Band-Schmidt et al. 2005, 2006); sin
embargo, se requiere mayor información para comprender el
efecto de las variables ambientales en la producción de
toxinas en cepas de G. catenatum del golfo of California.
Debido a que la saxitoxina y sus análogos son moléculas
ricas en nitrógeno (ca. 30% por peso) y que se puede encon-
trar entre el 5% y 10% del total del nitrógeno celular en G.
catenatum (Flynn et al. 1996), se ha propuesto que estas toxi-
nas pueden ser un almacenamiento de nitrógeno (Cembella y
John 2006).

En este estudio se simularon diferentes proporciones de
N:P para analizar su efecto en el crecimiento, la toxicidad y
el perfil de toxinas de una cepa de G. catenatum aislada del
golfo de California. Esperaríamos que en altas proporciones
de N:P habría un mayor crecimiento y cambios en el perfil de
toxinas.



Bustillos-Guzmán et al.: Nutrient and toxins in Gymnodinium catenatum

103

through a 60-m mesh to eliminate larger organisms. This
concentrate was placed in a 250-mL culture container filled
with seawater enriched with GSe medium (Doblin et al.
2000). In the laboratory, vegetative cells of G. catenatum
were isolated from the enrichment cultures with micro-
pipettes under an inverted microscope (Carl Zeiss Axiovert
100). Single cells and chains were transferred to 96-well
plates with f/2 medium, modified by the addition of H2SeO3

(10–8 M)  and  by  reducing  the  concentration  of   CuSO4  to
10–8 M, and maintained at 20 ± 1 ºC with overhead illumina-
tion of 150 mol photon–1 m–2 s–1 supplied by cool-white
fluorescent lights in a 12:12 light:dark cycle under nonaxenic
conditions. The clonal strain GCCV-7 of G. catenatum, which
has been maintained in the laboratory since 2000, was used
for our experiments. Details of the strain isolation and culture
conditions can be found in the archives of the Marine
Dinoflagellate Collection (CODIMAR) at CIBNOR, La Paz,
Mexico (www.cibnor.mx/colecciones/codimar/icodimar.php)
and in Band-Schmidt et al. (2005).

Experimental design

On day 0 an exponentially growing culture was used as an
inoculum for batch cultures with N:P ratios of 5.4, 9.2, 23.5,
44.7, and 74.3 (in triplicate). The five N:P ratios were
initiated by adding an inoculum of 50 mL of G. catenatum
(2.068 × 105 cells) to 350 mL of seawater enriched with f/2
medium. Pyrex carboys of 500 mL were used in the experi-
ment. Final NO3 and PO4 concentration and N:P ratios are
shown in table 1. Culture conditions were as described
previously (see isolation and culture of G. catenatum). Every
second day until day 16 of growth, between 09:00 and 10:00,
45-mL samples were removed for cell counts and peridinin,
nutrient (nitrate and phosphates), and toxin analysis. Culture
flasks were gently swirled before sampling. For peridinin
and toxin analysis, 20 mL of culture were taken and concen-
trated by filtering through GF/F filters and frozen immedi-
ately to –40 ºC until analysis. Filtered medium (40 mL) was

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento y cultivo de G. catenatum

Se recolectaron células vegetativas de G. catenatum de
bahía Concepción, golfo de California, mediante arrastres
verticales con una red de fitoplancton de 20 m. El concen-
trado celular se tamizó a través de una malla de 60 m para
eliminar organismos de mayor tamaño. Este concentrado se
colocó en un recipiente de cultivos de tejidos de 250 mL con
agua de mar enriquecida con medio de cultivo GSe (Doblin
et al. 2000). En el laboratorio, las células vegetativas de
G. catenatum se aislaron con pipetas capilares adelgazadas
bajo un microscopio invertido (Carl Zeiss Axiovert 100). Las
células individuales y cadenas se transfirieron a placas de
96 pocillos con medio f/2, modificado por la adición de
H2SeO3 (10–8 M) y por la reducción de CuSO4 a 10–8 M, y se
colocaron a 20 ± 1 ºC con una iluminación de 150 mol
fotón–1 m–2 s–1 utilizando lámparas fluorescentes de luz de día
en un ciclo de luz:oscuridad 12:12 en condiciones no axénic-
as. Se utilizó la cepa clonal GCCV-7 de G. catenatum para los
experimentos, que se ha mantenido en nuestro laboratorio
desde el año 2000. Los detalles del aislamiento de la cepas y
condiciones de mantenimiento se pueden ver en el archivo de
la Colección de Dinoflagelados Marinos (CODIMAR) del
CIBNOR, La Paz, México (www.cibnor.mx/colecciones/
codimar/icodimar.php) y en Band-Schmidt et al. (2005).

Diseño experimental

En el día 0 un cultivo en fase exponencial de crecimiento
se utilizó como inóculo en cultivos de lote con proporciones
de N:P de 5.4, 9.2, 23.5, 44.7 y 74.3 (por triplicado).
Las cinco proporciones de N:P se iniciaron adicionando un
inóculo de 50 mL de G. catenatum (2.068 × 105 células) a
350 mL de agua de mar enriquecida con medio f/2 modifi-
cado a matraces de Pyrex de 500 mL. Las concentraciones
finales de NO3 y PO4 y las proporciones N:P se muestran en
la tabla 1. Las condiciones de cultivo fueron las descritas
anteriormente (ver aislamiento y cultivo de G. catenatum).
Cada segundo día hasta el día 16 de crecimiento, entre
09:00 y 10:00, se tomaron muestras de 45 mL para realizar
los conteos celulares, la determinación de peridinina y
nutrientes (nitrato y fosfatos), y el análisis de toxinas. Los
cultivos se agitaron suavemente antes de tomar las muestras.
Para el análisis de peridinina y toxinas, se tomaron 20 mL
del cultivo y se concentraron por filtración a través de filtros
GF/F y se congelaron inmediatamente a –40 ºC hasta su
análisis. Para el análisis de nutrientes se filtró el medio de
cultivo (40 mL) (ver detalles más adelante). El resto del
cultivo (5 mL) se preservó con una solución de Lugol para
conteos celulares. La densidad celular se estimó mediante
una cámara para microscopio invertido de 5 mL (Zeiss,
Alemania). Los conteos celulares se realizaron por duplicado
(ver tasas de crecimiento). El resto de los datos de este

Table 1. Average nitrate and phosphorus concentration and N:P
ratios in the different treatments: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7
(T4), and 74.3 (T5). Standard deviation in parentheses.
Tabla 1. Concentración promedio de nitrato y fósforo, y la
proporción N:P en los diferentes tratamientos. 5.4 (T1), 9.2 (T2),
23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5). La desviación estándar se
muestra entre paréntesis.

Treatment NO3 (M) PO4 (M) N:P ratio

T1  194 (9) 35.9 (0.9)   5.4 (0.19)

T2   235 (16) 25.4 (0.3)   9.2 (0.76)

T3   412 (12) 17.4 (0.7) 23.5 (1.09)

T4 412 (2)   9.2 (0.3) 44.7 (1.55)

T5 469 (9)   6.3 (0.1) 74.3 (1.87)
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used for nutrient analysis (see below). The rest of the culture
(5 mL) was fixed with a Lugol solution for cell counting. Cell
density was estimated using a 5-mL chamber in an inverted
microscope (Zeiss, Germany). Cell counts were only deter-
mined in duplicate (see growth rates below). Unless other-
wise stated, all values presented in this study represent the
mean of three independent cultures with the same N:P ratio.
The different treatments (table 1) were identified as T1, T2,
T3, T4, and T5 for N:P ratios of 5.4, 9.2, 23.5, 44.7, and 74.3,
respectively.

Nutrients

Nutrients (NO3 and PO4) were measured according to
Strickland and Parsons (1972), using a continuous ion flow
auto-analyzer (Lachat Instruments QuikChem 8000).

Toxin extraction and analysis

Extraction of toxins was done by adding 2 mL of acetic
acid (0.03 N) to each sample, sonicating (35 kHz) for 5 min
in an ice bath, and clarifying by centrifugation (3000 rpm for
5 min). The supernatant was filtered with a single-use syringe
filter (0.45 m). An aliquot (150 L) of the clarified extract
was used for the hydrolysis with HCl (1 M) to transform
decarbamoyl toxins (B and C types) to their analogs. Finally,
10 L of both extracts (with and without hydrolysis) were
injected into the HPLC system (HP 1100). Chromatography
was performed as published by Hummert et al. (1997) and Yu
et al. (1998). Briefly, an ion-pair buffer gradient, composed
of a solution of octansulfonic acid and ammonia phosphate at
pH 6.9 and acetonitrile, was used to separate paralytic toxins.
After post-column oxidation with alkaline periodic acid the
resulting products were detected with a fluorescence detector
(HP 1116) set at 330 nm excitation wavelength and 395 nm
emission wavelength. Identification of paralytic toxins was
carried out comparing chromatograms obtained from sample
extracts with those resulting after the injection of standard
solutions (National Research Council of Canada). Quantifi-
cation of toxin content was carried out comparing peak areas
in chromatograms of sample extracts with the corresponding
response factor. Detection limits for the diverse toxins were
247, 10, 17, 218, 77, 16, and 7 pg for GTX1–4, neosaxitoxin,
dc-saxitoxin, and saxitoxin, respectively (Yu et al. 1998).

Growth rates

To obtain the regression equation, cell counts from each
treatment were related to the peridinin content data, mea-
sured by HPLC according to Vidussi et al. (1996). Regres-
sion coefficients (r) were all higher than 0.90 (table 2). The
resulting equation (table 2) was used to calculate the cell den-
sity in all flasks with the peridinin content. With these data,
the growth rates for each growth curve were determined for
the period when maximum density was reached (exponential

estudio fueron el promedio de tres cultivos independientes
bajo la misma proporción de N:P. Los diferentes tratamientos
N:P (tabla 1) se nominaron como T1, T2, T3, T4 y T5
para las proporciones de N:P de 5.4, 9.2, 23.5, 44.7 y 74.3,
respectivamente.

Nutrientes

Los nutrientes (NO3 y PO4) se determinaron de acuerdo
con Strickland y Parsons (1972), con un autoanalizador
de flujo contínuo de iones (Lachat Instruments QuikChem
8000).

Extracción y análisis de toxinas

La extracción de toxinas se realizó adicionando 2 mL de
ácido acético (0.03N) a cada muestra, sonicando (35 kHz)
por 5 min en un baño de hielo y clarificando por centrifuga-
ción (3000 rpm por 5 min). El sobrenadante se filtró con una
jeringa con filtro (0–45 m) de un solo uso. Una alícuota
(150 L) del extracto clarificado se utilizó para la hidrólisis
con HCl (1M) para transformar a toxinas decarbamamatadas
(tipo B y C) a sus análogos. Finalmente, se inyectaron 10 L
de ambos extractos (con y sin hidrólisis) en el sistema
de HPLC (HP 1100). La cromatografía se llevó a cabo como
lo sugerido por Hummert et al. (1997) y Yu et al. (1998).
Brevemente, se utilizó un gradiente amortiguado de pares
de iones (ion-pair buffer), compuesto de una solución de
ácido octanosulfónico y fosfato de amonio a un pH de 6.9 y
acetonitrilo, para separar las toxinas paralizantes. Después
de una oxidación postcolumna con ácido periódico alcalino,
los productos resultantes se detectaron con un detector de
fluorescencia (HP 1116) a una longitud de onda de 330 nm
(excitación) y de 395 nm (emisión). La identificación de toxi-
nas se llevó a cabo comparando cromatogramas de muestras
de estándares (National Research Council, Canadá). La cuan-
tificación de toxinas se llevó cabo comparando áreas de picos
de extractos de estándares con el correspondiente factor de
respuesta. Los límites de detección de las diversas toxinas
fueron 247, 10, 17, 218, 77, 16 y 7 pg para GTX1–4, neosaxi-
toxina, dc-saxitoxina y saxitoxina, respectivamente (Yu et al.
1998).

Tasas de crecimiento

Los conteos para cada tratamiento se relacionaron con los
datos de peridinina, determinados por HPLC de acuerdo con
Vidussi et al. (1996), para obtener la ecuación de regresión.
Todos los coeficientes de regresión (r) fueron mayores que
0.90 (tabla 2). La ecuación resultante (tabla 2) se utilizó
para calcular la densidad celular en todos los tratamientos
utilizando el contenido de peridinina. Con estos datos, se
determinaron las tasas de crecimiento para cada curva de
crecimiento para el periodo en que se alcanzó la máxima den-
sidad celular (fase de crecimiento exponencial) y para cada
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growth rate) and for every second day (daily growth rate)
according to the following equation (Guillard 1973): 

 = log (N1 / N2) /t (1)

where N2 and N1 are the cell concentration at the end (t2) and
beginning (t1) of a period of time, and Δt is t2 – t1.

Statistical analyses

Differences in exponential growth rates in the different
treatments were tested by analysis of variance (ANOVA). To
determine the effect of the main factor (N:P ratio) at each
time on every response variable, a one-way ANOVA was
applied. Normality fit was checked by the Kolmogorov-
Smirnov test. If this assumption was not met the data were
log-transformed to fulfill the assumption. All analyses were
performed using Statistica v5.0 (StatSoft, Inc.) at a minimal
significance level of  = 0.05. Also, PSP toxins of strains
examined were expressed as molar percentages (mol %).
These data were used to construct a Bray-Curtis similarity
dendrogram using the BioDiversity Professional v2 software
(McAleece 1997). Regression and correlation analyses were
tested between the growth rates and toxicity, cell toxin quota,
and toxin profile (mol %) grouping the carbamoyl, decar-
bamoyl, and sulfocarbamoyl toxins. Significant relationships
were considered if  was the same or lower than 0.05.

RESULTS

Nutrient variation during cultures

Phosphate content declined steadily in the higher N:P
ratios to reach values below the level of detection on day 6
(T4 and T5) and day 8 (T3) (fig. 1a). In treatments T1 and
T2, PO4 also declined steadily until day 8 and then remained
relatively constant onward. The PO4 values for T1 and T2
after day 8 were between 8.7 and 22.1 M, respectively.

Nitrate content also decreased steadily in all treatments to
reach low values after day 8 (T1 and T2) and onward
(fig. 1b). In T5, NO3 concentration was not exhausted in the
medium and the lowest value was 40 M. Therefore, nitro-
gen was limiting in the lower N:P ratio treatments (T1 and
T2) after 8 to 10 days of growth, and after day 12 in treat-
ments T3 and T4. Interestingly, NO3 continued diminishing
even when PO4 was exhausted or remained quasi constant in
the medium. This suggests that G. catenatum cells continued
obtaining nitrate from the medium.

Growth rates

All treatments exhibited a classical growth curve, with a
short, if any, lag-phase followed by logarithmic growth until
day 8 of culture in the two lower N:P ratio treatments (T1 and
T2), and until day 10 in the rest of the treatments (fig. 2).

segundo día (tasa de crecimiento diario) de acuerdo con la
siguiente ecuación (Guillard 1973):

 = log (N1 / N2) /t (1)

donde N2 y N1 son las concentraciones celulares al final (t2) y

al inicio (t1) de un periodo de tiempo, Δt es t2 – t1.

Análisis estadísticos

Las diferencias en las tasas de crecimiento en los diferen-
tes tratamientos se determinaron con una prueba de análsis de
varianza (ANDEVA). Para determinar el efecto del factor
principal (proporción N:P) a cada tiempo y en cada variable
respuesta, se aplicó un ANDEVA de una sola vía. Para probar
la normalidad de los datos se utilizó la prueba de Kolvorov-
Smirnof. Si los datos no fueron normales se transformaron a
logaritmo. Los análisis se realizaron utilizando el software
Statistica v5.0 (StatSoft, Inc.) con un nivel mínimo de signifi-
cación de  = 0.05. Los datos de toxinas paralizantes de las
cepas se analizaron expresados en porcentaje molar (% mol).
Estos datos se emplearon para elaborar un dendrograma de
similitud de Bray Curtis utilizando el programa BioDiversity
Professional Beta v2 (McAleece 1997). Se realizaron análisis
de regresión y correlación entre tasas de crecimiento y toxici-
dad, contenido celular de toxinas y perfil de toxinas (% mol)
agrupando las toxinas carbamatadas, decarbamatadas y sulfo-
carbamatadas. Se consideraron que presentaban relaciones
significativamente diferentes si  era igual o menor que 0.05.

RESULTADOS

Variación de los nutrientes en el cultivo

El PO4 disminuyó constantemente en los tratamientos con
mayor proporción de N:P hasta alcanzar niveles fuera del
intervalo de detección a los días 6 (T4 y T5) y 8 (T3)

Table 2. Equation and correlation coefficient (r) obtained from the
relationship between peridinin (p) and cell concentration (n)
for each treatment (all relationships are significant at  = 0.05):
5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4), and 74.3 (T5).
Tabla 2. Ecuación y coeficiente de correlación (r) obtenidos de la
relación entre la concentración de peridinina (p) y la densidad
celular (n) para cada tratamiento (todas las relaciones son
significativas con  = 0.05): 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3),
44.7 (T4) y 74.3 (T5).

Treatment Equation r

T1 n = 48.3p + 412 0.92

T2 n = 42.3p + 366 0.96

T3 n = 59.5p + 40 0.97

T4 n = 52.2p + 85 0.94

T5 n = 48.9p + 379 0.92
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Stationary phase was not evident; a rapid decadence phase
was observed in all treatments after reaching the highest cell
density.

Exponential growth rates varied from 0.20 to 0.24 d–1

(table 3). Statistical analysis showed no significant differ-
ences in the growth rates among treatments; however, when
considering maximum cell yield for each treatment, the
intermediate N:P ratio (T3) yielded almost twice the number
of cells (5852 cells mL–1) than the lower N:P treatments (T1
and T2, 2553 cells mL–1). Treatments T4 and T5 reached
intermediate densities (3600–3800 cells mL–1). There were
no significant differences in maximum cell densities between
T3 and the rest of the treatments. No significant differences
were found in the cell density between T1 and T2, nor
between T4 and T5. Growth rates for every second day (data
not shown) oscillated between –0.5 and 0.45 d–1.

Toxicity

The initial toxicity value in all treatments was 21.75 ±
2.93 pg STXeq. cell–1. In general, toxicity data did not show a

(fig. 1a). En T1 y T2, el PO4 decayó de manera regular hasta
el octavo día y luego se mantuvo relativamente constante.
Para T1 y T2, la concentración de PO4 luego del octavo día
fue de 8.7 and 22.1 M, respectivamente. 

El contenido de NO3 también disminuyó de manera con-
stante en todos los tratamientos y alcanzó su valor mínimo
del octavo día en adelante (fig. 1b). En T5, el NO3 no se
agotó del medio y quedó un valor mínimo de 40 M. Por
lo tanto, el nitrógeno fue limitante en los cultivos con las
proporciones de N:P más bajas (T1 y T2) después de los días
8 y 10, y después del día 12 en T3 y T4. Es interesante que el
NO3 continuó disminuyendo aun cuando el PO4 se había
agotado o bien permanecía casi constante en el medio.
Esto sugiere que las células de G. catenatum continuaron
asimilando nitrato del medio.

Tasas de crecimiento

Todos los cultivos presentaron la típica curva de creci-
miento, con una fase de aclimatación corta, en caso de pre-
sentarse, seguida de una clara fase logarítmica hasta el día 8
de cultivo en los tratamientos de menor proporción de N:P
(T1 y T2), y hasta el día 10 en el resto de los cultivos (fig. 2).
La fase estacionaria no fue muy clara ya que se observó que
la fase de decaimiento se presentó rápidamente después de
alcanzar la máxima densidad celular.

Las tasas de crecimiento exponencial variaron entre 0.20
y 0.24 d–1 (tabla 3). Los análisis estadísticos mostraron que
no hubieron diferencias en las tasas de crecimiento entre los
tratamientos. Sin embargo, al considerar el número máximo
de células para cada tratamiento, T3 (5852 cél mL–1) tuvo una
densidad casi dos veces mayor que T1 y T2 (2553 cél mL–1).

Figure 1. Nutrient variations in culture medium during the growth
of Gymnodinium catenatum (strain GCCV-7) under different N:P
ratios: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4), and 74.3 (T5).
Figura 1. Variación de los nutrientes en los medios de cultivo
durante el crecimiento de Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-
7) sometidos a diversas proporciones de N:P. Las proporciones
fueron 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5).

Figure 2. Growth of Gymnodinium catenatum (strain GCCV-7)
under different N:P ratios: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4),
and 74.3 (T5).
Figura 2. Crecimiento de Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-
7) sometidos a diversas proporciones de N:P. Las proporciones
fueron 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5).
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clear variation pattern during the experimental period (fig. 3).
No significant differences in total cell toxicity among treat-
ments was noted, except on day 12, in T3, when values were
significantly lower than in T1, T4, and T5. All treatments
showed a slight decreasing trend in cell toxicity from day 0 to
days 10 and 14, with toxicity values decreasing to almost half
of the initial toxicity (10 pg STXeq. cell–1). At the end of the
experimental period, an increase in total toxicity was evident
in all treatments, with toxicity values ranging from 20 to
31 pg STXeq. cell–1; however, no significant differences were
observed between treatments.

Toxin variability

A total of nine saxitoxin analogs (STX, NeoSTX, dcSTX,
dcGTX2–3, B1–2, and C1-3) were detected. On a weight

En el caso de los tratamientos T4 y T5, las densidades
oscilaron entre 3600 y 3800 cél mL–1. No se encontraron
diferencias estadísticas en los máximos celulares entre T3 y
el resto de los tratamientos. Tampoco se encontraron diferen-
cias entre las densidades de T1 y T2 ni entre T4 y T5. Las
tasas de crecimiento calculadas para cada dos días oscilaron
(datos no mostrados) entre –0.5 y 0.45 d–1.

Toxicidad

Los valores iniciales de toxicidad en todos los tratamien-
tos fueron de 21.75 ± 2.93 pg STXeq. célula–1. En general, los
datos de toxicidad no mostraron una variación clara durante
el periodo experimental (fig. 3). No se encontraron diferen-
cias significativas entre los tratamientos, excepto el día 12, en
T3, cuando los valores fueron menores que en T1, T4 y T5.
En todos los tratamientos se notó una tendencia ligera a dis-
minuir la toxicidad desde el inicio del cultivo hasta los días
10 y 14, notándose una disminución de casi la mitad del valor
inicial (10 pg STXeq. célula–1). Al final del experimento, se
observó un incremento en la toxicidad total con valores de
entre 20 y 31 pg STXeq. célula–1; sin embargo, esta diferen-
cia no fue significativa entre los tratamientos.

Perfil de toxinas

Se detectaron nueve análogos de la saxitoxina (STX,
NeoSTX, dcSTX, dcGTX2–3, B1–2 y C1-3). Considerando
su peso, al tiempo 0, la concentración de las toxinas carbama-
tadas, decarbamatadas y sulfocarbamatadas fue de 10.1, 3.0 y
119.0 pg célula–1, respectivamente (fig. 4). No se observaron
diferencias claras en el perfil de toxinas entre los tratamientos
con la edad del cultivo. Cuando se considera la edad del

Table 3. Exponential growth rates of Gymnodinium catenatum
(strain GCCV-7) under different N:P ratios. Standard deviation in
parentheses.
Tabla 3. Tasas de crecimiento para la fase exponencial de
Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-7) en los tratamientos con
diferentes proporciones de N:P. La desviación estándar se muestra
entre paréntesis.

Treatment N:P ratio Growth rate (d–1)*

T1   5.4 0.202 (0.004)

T2   9.2 0.199 (0.009)

T3 23.5 0.243 (0.007)

T4 44.7 0.202 (0.011)

T5 74.3 0.196 (0.008)

* No significant differences were found ( = 0.05)

Figure 3. Total toxicity (pg saxitoxin equivalents cell–1) of Gymnodinium catenatum (strain GCCV-7) under different N:P ratios: 5.4 (T1),
9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4), and 74.3 (T5). The asterisk indicates no statistical differences. Columns with same lower case letter do not
differ significantly at a minimal significance level of  = 0.05. Bars represent the standard deviation.

Figura 3. Toxicidad total (pg de saxitoxina equivalentes cél–1) de Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-7) sometidos a diversas
proporciones N:P: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5). El asterisco indica diferencias no significativas. Las columnas con la
misma letra no difieren significativamente con un nivel de significación  = 0.05. Las barras representan la desviación estándar.
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basis, at time 0, the concentrations of carbamoyl, decar-
bamoyl, and sulfocarbamoyl toxins were 10.1, 3.0, and
119.0 pg cell–1, respectively (fig. 4). No clear differences
were found among treatments in the toxin composition with
culture age. When considering the culture age, a tendency to
decrease was observed for the sulfocarbamoyl group until

cultivo, se nota una tendencia a disminuir en las toxinas
sulfocarbamatadas hasta casi a la mitad (50 pg célula–1) entre
los días 10 y 14 (fig. 4c). Para el caso del grupo de las carba-
matadas, la tendencia a disminuir fue clara entre el día 10 y
14 (fig. 4a), y luego las concentraciones se mantuvieron osci-
lando hasta el día 14 para luego incrementarse al día 16. La
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Figure 4. Toxin cell quota (pg cell–1) of Gymnodinium catenatum (strain GCCV-7) under different N:P ratios: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3),
44.7 (T4), and 74.3 (T5). (a) Carbamoyl (STX + NeoSTX), (b) decarbamoyl (dcGTX2–3 + dcSTX), and (c) sulfocarbamoyl (B + C) toxins.
The asterisk indicates no statistical differences. Columns with same lower case letter do not differ significantly at a minimal significance
level of  = 0.05. Bars represent the standard deviation.

Figura 4. Toxicidad por célula (pg cell–1) de Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-7) sometidos a diversas proporciones de N:P: 5.4 (T1),
9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5). (a) Carbamatadas (STX + NeoSTX), (b) decarbamatadas (dcGTX2–3 + dcSTX) y
(c) sulfocarbamatadas (B + C). El asterisco indica diferencias no significativas. Las columnas con la misma letra no difieren
significativamente con un nivel de significación  = 0.05. Las barras representan la desviación estándar.
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reaching nearly half of the initial value (about 50 pg cell–1)
between days 10 and 14 (fig. 4c). In the case of the carbam-
oyl group, a tendency to diminish was evident from day 0 to
day 6 (fig. 4a), after which the concentrations oscillated until
increasing on day 16. For the decarbamoyl toxins, concentra-
tions remained relatively constant until day 8, after which
they also oscillated and towards the end of the experiment
there was an increase in toxin content (fig. 4b).

When comparing variations in the toxin mole percent,
clearly sulfocarbamoyl toxins were the most abundant, par-
ticularly toxins B1–2 (fig. 5c), followed by the carbamoyl
toxins (STX and NeoSTX) (fig. 5a). The first group repre-
sented more than 80% during the first 6 to 8 days of culture
and then decreased, contributing around 60% of the total
toxin content at the end of the experiment (fig. 5c). Contrary
to the sulfocarbamoyls, the contribution of the carbamoyl and
decarbamoyl toxins was lower during the first 8 days of cul-
ture and higher, between 15% and 25%, respectively, when
the cultures aged (fig. 5a, b).

When the toxin abundance (mol %) was used to construct
a similarity dendrogram, no differences were observed
between the N:P ratio treatments (data not shown); differ-
ences were only noticed with the culture age (fig. 6). Two
major clusters were evident, separating samples harvested
between days 2 and 8 from samples harvested between days
10 and 16, with 81% of similarity.

Relationship of growth rates with toxicity, cell toxin 
quota, and toxin profile

Growth rate and toxicity showed no significant
relationship (fig. 7a), but there was a significant relationship
between growth rate and toxin cell quota (fig. 7b). When
considering toxin composition (mol %), negative relation-
ships were found for the carbamoyl and decarbamoyl groups
(fig. 8a, b), and positive relationships for the sulfocarbamoyl
group (fig. 8c).

DISCUSSION

Our results do not show important effects of the diverse
N:P ratios used on toxicity and toxin profile but significant
differences were observed in maximum biomass yield.
Variability in the toxin content and toxin profile seemed more
linked to the changing physiological conditions of the cells
during the different growth phases (growth stage variability)
as suggested by several authors (Anderson et al. 1990, Band-
Schmidt et al. 2006). Before addressing the discussion of
these particular results, we will discuss them in a general
context by comparing them with previous results on growth
and toxins for other paralytic toxin-producing strains.

A general comparison of growth, toxicity, and toxin pro-
file with other G. catenatum strains isolated from the Gulf of
California and cultured in the same medium showed similar
features (Band-Schmidt et al. 2004, 2005, 2006; Gárate-

concentración de las toxinas decarbamatadas se mantuvo
constante hasta el día 8, luego oscilaron y aumentaron hacia
el final del experimento (fig. 4b).

Si consideramos el porcentaje molar de las toxinas, las
toxinas sulfocarbamatadas fueron las más abundantes, en
particular las del tipo B1–2 (fig. 5c), seguidas de las carba-
matadas (STX y NeoSTX) (fig. 5a). El primer grupo repre-
sentó más del 80% durante los primeros 6 y 8 días de cultivo
y después disminuyó, con una contribución de hasta el 60%
del total de toxinas hacia el final de los experimentos
(fig. 5c). Opuesto al grupo de las sulfocarbamatadas, la con-
tribución de las carbamatadas y decarbamatadas fue baja en
los primeros días de cultivo y más alta, con una contribución
de entre 15 y 25%, respectivamente, cuando el cultivo se
avejentó (fig. 5 a, b). 

Cuando se utilizó la abundancia de toxinas (mol %) para
construir un dendrograma de similitud, no se observaron
diferencias entre los tratamientos (datos no mostrados), pero
sí con la edad del cultivo (fig. 6). Se evidenciaron dos grupos
y se separaron las muestras recolectadas entre los días 2 y 8,
y las muestras recolectadas entre los días 10 y 16, con un
81% de similitud.

Relación entre la tasa de crecimiento y la toxicidad, el 
contenido de toxinas y el perfil de toxinas

Las tasas de crecimiento y la toxicidad no fueron signifi-
cativas (fig. 7a), pero sí entre la tasa de crecimiento y el
contenido celular de toxinas (fig. 7b). Considerando la
composición de toxinas (% mol), se observó una relación
negativa entre las tasas de crecimiento y el grupo carbama-
tado y el decarbamatado (fig. 8a, b), y una relación positiva
con el grupo de las sulfocarbamatadas (fig. 8c).

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos no muestran efectos importantes
en la toxicidad y el perfil de toxinas bajo los diversos trata-
mientos de N:P; sin embargo, sí se observan cambios en las
densidades del dinoflagelado. La variación en la toxicidad y
el perfil de toxinas parece estar más relacionada con los
cambios fisiológicos de las células durante las diferentes
fases de crecimiento (variación de la etapa de crecimiento)
como lo han sugerido varios autores (Anderson et al. 1990,
Band-Schmidt et al. 2006). Antes de abordar la discusión de
estos resultados de manera más particular, se discuten en un
contexto general y en referencia a resultados previos sobre
crecimiento y toxinas de otras cepas productoras de toxinas
paralizantes.

Comparando el crecimiento, la toxicidad y el perfil de
toxinas con otras cepas de G. catenatum aisladas del golfo de
California y mantenidas en el mismo medio de cultivo tene-
mos que son muy similares a otros resultados (Band-Schmidt
et al. 2004, 2005, 2006; Gárate-Lizárraga et al. 2005): tasas
de crecimiento y toxicidad moderadas y una dominancia de
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Lizárraga et al. 2005): moderate growth rates and toxicity,
and dominance of sulfocarbamoyl toxins followed by decar-
bamoyl toxins, with a change in toxin profile according to
culture age and chain length. However, when comparing with
strains cultured in other mediums (Band-Schmidt et al.

las toxinas sulfocarbamatadas seguidas de las carbamatadas,
con un cambio en el perfil de las toxinas relacionado con la
edad del cultivo y la longitud de las cadenas. Sin embargo,
cuando se comparan con cepas cultivadas en medios diferen-
tes (Band-Schmidt et al. 2004), las toxicidades encontradas
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Figure 5. Average toxin profile (mol %) of Gymnodinium catenatum (strain GCCV-7) under different N:P ratios: 5.4 (T1), 9.2 (T2), 23.5
(T3), 44.7 (T4), and 74.3 (T5). (a) Carbamoyl (STX + NeoSTX), (b) decarbamoyl (dcGTX2–3 + dcSTX), and (c) sulfocarbamoyl (B + C)
toxins. The asterisk indicates no statistical differences. Columns with same lower case letter do not differ significantly at a minimal
significance level of  = 0.05. Bars represent the standard deviation.
Figura 5. Perfil de toxinas promedio (% mol) de Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-7) sometidos a diversas proporciones de N:P: 5.4
(T1), 9.2 (T2), 23.5 (T3), 44.7 (T4) y 74.3 (T5). (a) Carbamatadas (STX + NeoSTX), (b) decarbamatadas (dcGTX2–3 + dcSTX) y (c)
sulfocarbamatadas (B + C). El asterisco indica diferencias no significativas. Las columnas con la misma letra no difieren significativamente
con un nivel de significación  = 0.05. Las barras representan la desviación estándar.
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2004), the strain used in this study had relatively higher
exponential growth rates (table 3).

Dinoflagellate species that produce saxitoxin seem to
consistently produce higher amounts of toxins on a cell basis
during the exponential growth phase (Ianora et al. 2006).
It remains to be seen if the higher toxin production of
G. catenatum during exponential growth is important for their
proliferation under bloom conditions in the environment as
has been suggested by Ianora et al. (2006).

Nitrate concentration in the medium diminished almost
linearly with culture age even when phosphate was unde-
tected in the medium at the highest N:P ratios used or when it
remained almost constant (fig. 2). The opposite, diminishing
of phosphate when nitrogen was exhausted, was not
observed. Phosphate in the medium decreased at a higher rate
in all treatments between days 4 and 8 of culture. In the
highest N:P treatment (74.3), phosphate concentration
remained constant in the medium after day 8. Both nutrients,
nitrogen and phosphate, are related to saxitoxin production in
dinoflagellates. Nitrogen can be stored within the vacuole of
the cell. Although we did not measure intracellular nitrogen,
it is plausible to think that nitrogen from the medium was
incorporated by the dinoflagellate and stored or excreted
to the medium as free amino acids, as recorded for other

en este estudio fueron relativamente mayores durante las fase
exponencial (tabla 3).

Los dinoflagelados productores de toxinas paralizantes
parecen tener una producción mayor de toxinas por célula
durante la fase exponencial de crecimiento (Ianora et al.
2006). Sería interesante ver si esta mayor producción de
toxinas encontrada también en G. catenatum es un factor
determinante para favorecer su proliferación en condiciones
naturales como lo ha sugerido Ianora et al. (2006).

La concentración de nitrato en el medio disminuyó
continuamente con la edad del cultivo y continuó disminu-
yendo aún cuando el fósforo se agotó en el medio en los
tratamientos con la mayor proporción de N:P o cuando el
fosfato permaneció casi constante (fig. 2). Lo contrario, la
disminución de fósforo cuando el nitrógeno se agotó, no se
observó. El fosfato del medio disminuyó a una tasa mayor en
todos los tratamientos entre el cuarto y el octavo día de cul-
tivo. En el tratamiento de N:P de 74.3, la concentración de
fosfato se mantuvo constante después del octavo día. Ambos
nutrientes, NO3 y PO4, están relacionados con la producción
de saxitoxina en los dinoflagelados. Una explicación lógica
para la disminución continua del nitrógeno del medio podría
ser que, debido a que el nitrógeno puede ser almacenado en
las vacuolas, éste continuó siendo asimilado por la célula y
almacenado para posteriormente ser excretado al medio en
forma de aminoácidos libres, como se ha descrito para otras
especies de fitoplancton (Zehr y Falkowsky 1988; Flynn
et al. 1993, 1996). Experimentalmente, también se ha demos-
trado que, durante la síntesis de toxinas, se puede utilizar
nitrógeno celular reciclado y no sólo el nitrógeno inorgánico
recientemente incorporado (Anderson et al. 1990, John y
Flynn 2000). Algunos aminoácidos (licina, arginina, acetato,
etc.) forman parte intermedia en la producción de la
saxitoxina (Flynn et al. 1994, Shimizu 1996, Ishida et al.
1998, Kellmann y Neilan 2007), por lo que, bajo estrés de
nitrógeno, se puede presentar una disminución de la produc-
ción de esta toxina en los dinoflagelados (Flynn et al. 1994).
También la deficiencia de fósforo en el medio se ha asociado
a una alta producción de saxitoxina en los dinoflagelados
(Wang y Hsieh 2002). Si bien la saxitoxina y sus análogos no
tienen fósforo en su estructura, la enzimas encargadas de la
fosforilación (e.g., la carbamoil fosfatasa) y productos meta-
bólicos intermedios en la producción de saxitoxina sí lo con-
tienen, por lo que el estrés de fósforo también puede afectar
la producción de éstas toxinas (Flynn et al. 1994, Cembella
1998, Kellmann y Neilan 2007). Estos mecanismos de estrés
de fósforo y nitrógeno en el metabolismo de la saxitoxina, sin
embargo, no son aplicables a todos los dinoflagelados. La
disminución de nitrógeno y fósforo del medio demuestran
también su alta tasa de afinidad del dinoflagelado hacia estos
nutrientes, como lo han registrado Yamamoto et al. ( 2004).
En una cepa japonesa de G. catenatum, por ejemplo, se
encontró una tasa de afinidad de 6.48 M para el NO3 y
de 1.42 M para el PO4 (Yamamoto et al. 2004). Nuestros
resultados no muestran cambios importantes en el contenido
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Figure 6. Similarity dendrogram based on the toxin profile
(mol %) of Gymnodinium catenatum cultivated under different
N:P ratios in f/2 medium in batch cultures at different culture age. 
Figura 6. Dendrograma de similitud basado en el perfil de toxinas
(% mol) de Gymnodinium catenatum sometido a diversas
proporciones de N:P en cultivos de lote con medio f/2 a diferentes
edades de cultivo.
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phytoplankton species (Zehr and Falkowsky 1988; Flynn
et al. 1993, 1996). Experimental results have shown that
toxins may be synthesized using nitrogen recycled within the
cell, rather than solely using inorganic nitrogen taken
recently into the cell (Anderson et al. 1990, John and Flynn
2000). Some amino acids (lysine, arginine, acetate) are inter-
mediates in the production of saxitoxin (Flynn et al. 1994,
Shimizu 1996, Ishida et al. 1998, Kellmann and Neilan
2007), so cells under N-stress can present a decline in toxin
production (Flynn et al. 1994). A deficiency of phosphate in
the medium has also been related to a decrease in saxitoxin
production in dinoflagellates (Wang and Hsieh 2002).
Although PSP toxins contain no phosphate in their structure,
phosphorylation of enzymes (e.g., carbamoyl phosphate) and
metabolic intermediates in saxitoxin production is common,
so there must be points at which P-stress can affect toxin
metabolism (Flynn et al. 1994, Cembella 1998, Kellmann
and Neilan 2007). Nonetheless, the response to N- or P-
stress/limitation in PSP-producing dinoflagellates is not
universal. The high diminishing rate of nitrate and phospho-
rus from the medium supports the results where high affinity
rates of this species towards these nutrients have been
demonstrated (Yamamoto et al. 2004). A high rate of affinity
to NO3 (6.48 M) and PO4 (1.42 M) was recorded for a

celular de toxinas ni en el perfil de éstas, quizás debido a que
G. catenatum tiene una alta capacidad de almacenar fósforo y
nitrógeno bajo condiciones de inanición y emplearlos para
mantener el crecimiento y la síntesis de toxinas. Otra posibi-
lidad sería que las toxinas son utilizadas como reservorios de
nitrógeno, ya que se observó que cuando el nitrógeno y el
fósforo (cultivos viejos) disminuyeron, el contenido celular
de toxinas aumentó (Boyer et al. 1987).

El contenido celular de toxinas varió en todos los trata-
mientos, aunque los valores se mantuvieron dentro del inter-
valo (13–47 pg STXeq. célula–1) encontrado en otros estudios
para cepas aisladas de la misma área (Band-Schmidt et al.
2004, 2005, 2006). Nuestros resultados difieren de otros
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clonal G. catenatum strain from Japan (Yamamoto et al.
2004). We did not observe important changes in the toxin
quota or toxin profile with the different N:P ratios used.
Perhaps G. catenatum has a high storage capacity for phos-
phorus and nitrogen under starvation conditions, and these
intracellular pools seem to be sufficient for maintaining
growth and toxin synthesis. Another possibility is that toxins
in this species have a nutrient-storage capability, since the
toxin content increases in “old” cultures when the nitrate and
phosphate content in the medium has decreased (Boyer et al.
1987).

Cell toxin quota oscillated in all treatments but values
were within the range (13–47 pg STXeq. cell–1) previously
recorded for strains of this species isolated from the same
area (Band-Schmidt et al. 2004, 2005, 2006). These results
differ from studies using other G. catenatum strains, where
highest toxicity was found with nitrate concentrations
between 110 and 220 m due to a higher production of GTX6
(Reguera and Oshima 1990). The cell toxin quotas found in
our study and by others (Band-Schmidt et al. 2004, 2006) are
higher than those reported for natural populations that
averaged between 1.2 (Gárate-Lizárraga et al. 2004) and
10.9 pg STXeq. cell–1 (Quijano-Scheggia et al. 2012). Unlike
our findings, it has been established that typically cultured
cells of PSP-producing cells of Alexandrium species are less
toxic than cells from natural populations (White 1986,
Cembella et al. 1990). According to Cembella (1998), an
artifact of “forced growth” by high nutrient conditions,
relaxation of selective pressure for high toxin production in
natural populations, higher cell division rates (reduction of
cell toxin quota), and a genetic drift in culture can be
expressed as reduced toxin biosynthetic enzyme activity.
More toxicity tests remain to be done in natural populations
of the Gulf of California to confirm if the low toxicity
recorded under natural conditions is a feature of the
“Mexican” G. catenatum population or whether those values
already reported (Gárate-Lizárraga et al. 2004, Quijano-
Scheggia et al. 2012) are the exception.

Diel variation in toxin content and production has been
observed in dinoflagellates (Flynn et al. 1996, Taroncher-
Oldenburg et al. 1997), and it is linked to the early M1 cell
cycle phase and triggered by light (Taroncher-Oldenburg
et al. 1997). It is plausible to suppose that our batch culture
samples reflect the toxicity and toxin profiles of cells under
different growth phases; however, our comparison among
different treatments is valuable since all samples were
obtained at the same time of the day. Toxin content was not
variable with different N:P rations, supporting the work of
Flynn et al. (1996) that shows relatively small changes,
if any, for a G. catenatum strain isolated from Spain, under
P- and N-stressed conditions. Toxin profile changes were not
observed here, suggesting that the Gulf of California strains
showed a similar behavior under the different N:P conditions
they were subjected to. Although Flynn et al. (1996) also
analyzed quantity variation in the toxin profile (mol %), a

estudios, donde se han registrado toxicidades mayores para
otras cepas de G. catenatum cultivadas en altas concentracio-
nes de nitratos, entre 110 y 220 m, debido a la alta produc-
ción de GTX6 (Reguera y Oshima 1990). La toxicidad por
célula, en este y otros estudios (Band-Schmidt et al. 2004,
2006), fue mayor que aquellos registrados para poblaciones
en condiciones naturales que se encuentran en promedio
entre 1.2 (Gárate-Lizárraga et al. 2004) y 10.9 pg STXeq.
célula–1 (Quijano-Scheggia et al. 2012). A diferencia de estos
resultados, se ha encontrado que las células de algunas
especies productoras de toxinas paralizantes del género
Alexandrium en cultivo son menos tóxicas que las de células
del medio natural (White 1986, Cembella et al. 1990). De
acuerdo con Cembella (1998), esto se debe a un artefacto que
“fuerza” el crecimiento por la alta concentración de nutrien-
tes, al relajamiento de la presión de selección a una produc-
ción de toxinas en condiciones naturales, a la mayor tasa de
crecimiento (reducción de la tasa de toxinas o célula) y a la
deriva genética en condiciones de cultivo que se expresa en
una menor actividad de biosíntesis de las toxinas. En este
contexto, se debe realizar un mayor número de mediciones de
la toxicidad en condiciones naturales de G. catenatum en
las costas del golfo de California a fin de probar si la baja
toxicidad registrada es una característica de la población
“mexicana” o si los valores bajos de toxinas encontrados por
Gárate-Lizárraga et al. (2004) y Quijano-Scheggia et al.
(2012) son una excepción.

Las variaciones nictimerales del contenido y producción
de toxinas han sido demostradas para los dinoflagelados
(Flynn et al. 1996, Taroncher-Oldenburg et al. 1997), y se
han asociado a la fase M1 temprana de la división celular ini-
ciada por la irradiancia (Taroncher-Oldenburg et al. 1997).
Por ello, es posible suponer que nuestras mediciones en culti-
vos en lote reflejan la toxicidad y los perfiles de toxinas de
las células bajo diversas fases de crecimiento, y que estas
mediciones son comparables entre sí debido a que se siempre
se muestreó a la misma hora del día. Los resultados del
contenido celular de toxinas apoya el trabajo de Flynn et al.
(1996), quienes también muestran cambios pequeños en este
parámetro en una cepa de G. catenatum de origen español
sometida a estrés de nitrógeno y fósforo. No fueron evidentes
los cambios en el perfil de toxinas en nuestros resultados,
lo que sugiere que las cepas del “golfo de California” se
comportan igual bajo las diferentes condiciones de N:P a las
que se sometieron. No es posible hacer una comparación
directa de nuestros resultados del perfil de toxinas (% mol)
con los de Flynn et al. (1996), ya que el factor de respuesta
utilizado por estos autores fue el de la saxitoxina para todos
los análogos.

Se observaron cambios importantes (tanto en peso como
en moles) en todos los tratamientos con la edad de cultivo
(fig. 4, 5). El dendrograma de similitud, considerando este
parámetro, también agrupó a todos los cultivos hasta el día 8
y a aquellos de entre el día 10 y 16 (fig. 6). Así, el perfil de
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direct comparison with our data cannot be done since they
calculated concentrations of all toxins with the response
factor of the saxitoxin.

Important changes (both in weight and mol %) were
observed in all treatments in relation to the culture age
(figs. 4, 5). A similarity dendrogram grouped toxin profiles
of samples collected during the first 8 days, separating them
from those from days 10 to 16 (fig. 6). During the first days
of culture, a similar toxin profile in all treatments was
observed, but afterwards an increase in carbamoyl and decar-
bamoyl toxins was observed together with a decrease in
sulfocarbamoyl toxins, particularly C1 and C2. This toxin
dynamics can be interpreted as a selective elimination of
more complex toxins and/or a transformation of more com-
plex B- and C-type toxins (less potent) to less complex but
more potent toxins (carbamoyl and decarbamoyl toxins).
These findings support that described for other strains of
G. catenatum isolated from the Gulf of California and culti-
vated in GSe (Band-Schmidt et al. 2006).

Cultures from day 10 onwards presented maximum cell
density or were already in the decadence phase (T1 and T2)
(fig. 2); these cultures may have suffered from nutrient limi-
tation with a diminished growth rate. This decadence phase
may have been concomitant with a decrease in B- and C-type
toxins and an increase in the other toxins (figs. 4, 5). Regres-
sion and correlation analyses of the growth rates versus aver-
age mole percent clearly support this dynamic (fig. 7). This
suggests that toxin dynamics may be linked to the growth
stage. Our data clearly show that the growth stages of G.
catenatum do not influence toxicity since it remained almost
constant despite the increase in toxin cell quota. This low
variation in toxicity seems to be a consequence of the dynam-
ics of the diverse toxins. Low or negative growth induces a
higher proportion of the less potent toxins, whereas high
growth favors the production of more potent toxins. These
data suggest that an increase in the proportion of more potent
toxins is triggered by negative or null growth conditions to
maintain toxicity.

It is possible that the low variation of toxicity and toxic
profiles among the diverse N:P ratios recorded in our study
could have been due to the null acclimatation period of
the strain to each nutrient condition. Hernández-Sandoval
(2010), however, acclimated other G. catenatum strains from
the Gulf of California for at least four cell cycles under
diverse N:P ratios and only observed small changes in
toxicity and toxin profiles, supporting our data. These results
suggest that the N:P ratios tested have no or small effects on
the toxicity and toxin profile of G. catenatum strains from the
Gulf of California.

Although in our study the strain was not pre-adapted to
the different treatments, excluding T3, it is plausible to
establish that even with pre-adapted organisms our results are
representative. As shown for other G. catenatum strains
(Oshima et al. 1993, Flynn et al. 1996), the toxicity and toxic
profile remained stable regardless of great variation in

toxinas fue similar durante los primeros días de cultivo, pero
luego se observó un incremento en las toxinas de los grupos
carbamatado y decarbamatado, y una disminución del grupo
sulfocarbamatado, en particular la C1 y C2. Esta dinámica
sugiere que existe una eliminación selectiva de las toxinas
más complejas y/o una transformación de las toxinas más
complejas (menos potentes) hacia las menos complejas pero
de mayor potencia (toxinas carbamatadas y decarbamatadas).
Esto concuerda con otros resultados para otras cepas de
G. catenatum aisladas del golfo de California y cultivadas en
medio GSe (Band-Schmidt et al. 2006).

Al décimo día, los cultivos presentaron la densidad
celular máxima y algunos se encontraban en la fase de
decadencia (T1 y T2) (fig. 2), lo que sugiere una limitación
por nutrientes y la consiguiente disminución de la tasa de
crecimiento. En esta fase de decadencia se observa la dismi-
nución de las toxinas tipo B y C, y el incremento de los otros
análogos de la saxitoxina (fig. 4, 5). El análisis de regresión
entre las tasas de crecimiento y los porcentajes molares
muestra también esta asociación (fig. 7), y sugiere que la
dinámica de las toxinas es dependiente de la tasa de creci-
miento. Nuestros resultados muestran claramente que, aun-
que hay una dinámica importante en las toxinas con las fases
de crecimiento, la toxicidad se mantiene más o menos
constante. Esto pudiera deberse a la dinámica de las toxinas
de baja y alta potencia: el bajo o nulo crecimiento induce una
baja proporción de las toxinas menos potentes, mientras que
con un crecimiento alto se favorece la producción de las
toxinas de mayor potencia. Estos resultados también sugieren
que el crecimiento bajo o nulo de G. catenatum favorece la
producción de las toxinas más potentes, manteniéndose una
toxicidad relativamente constante.

También es posible que la baja variación en la toxicidad y
en el perfil de toxinas observada en este estudio sea una con-
secuencia del poco tiempo de aclimatación de la cepa a los
diversos tratamientos. Sin embargo, Hernández-Sandoval
(2010) aclimató otras cepas de G. catenatum, aisladas del
golfo de California, al menos por cuatro ciclos celulares a
varias condiciones de N:P y también observó cambios peque-
ños en la toxicidad y en el perfil de toxinas. Estos resultados
sugieren que G. catenatum del golfo de California sometido a
cambios en las proporciones de N:P, sólo tienen efectos
pequeños en la toxicidad y en el perfil de toxinas.

En síntesis, nuestro estudio muestra que, aunque la cepa
no fue adaptada a los diversos tratamientos, excepto T3,
nuestros resultados concuerdan con lo demostrado para otras
cepas de ésta especie (Oshima et al. 1993, Flynn et al. 1996),
donde se observó que la toxicidad y el perfil de las toxinas
sufren pocos cambios. En este trabajo el grupo de las toxinas
sulfocarbamatadas fue el más abundante seguido de las
carbamatadas (principalmente NeoSTX), y coincide con
trabajos previos en los que usaron cepas aisladas del golfo de
California (Band-Schmidt et al. 2005, 2006). Claramente,
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nutrient conditions. In our study, the sulfocarbamoyl toxins
were the most abundant followed by the carbamoyl toxins
(mainly NeoSTX), coinciding with previously reported
profiles for other strains from the Gulf of California (Band-
Schmidt et al. 2005, 2006). According to our results, G.
catenatum can grow in a wide range of N:P ratios and main-
tain moderate growth rates and similar toxicity and toxin
profiles. Also, high N:P ratios stimulated the production of
higher cell density, in agreement with data recorded in eutro-
phic natural conditions, suggesting that this species was
stimulated under these conditions. Differences in toxin cell
quota and toxin composition were only observed for growth
rates, whereas toxicity remained constant. Invariable toxicity
seemed to be linked to an interconversion or a selective
excretion of less potent toxins. Finally, as has been estab-
lished, there exists a huge variability in physiological and
biochemical parameter response for diverse strains of the
same species and from the same area (Wood and Leathan
1992, Burkholder and Gilbert 2006, Kodama 2010). Changes
in toxicity have been observed even among subclones of
Alexandrium tamarense (Ogata et al. 1987). Therefore, our
results should be taken only as a first contribution to the
knowledge of the “Mexican” G. catenatum response to nutri-
ents. The conservation under laboratory conditions over
several years of the G. catenatum strain used has to be
considered in the interpolation of our results to natural condi-
tions. Concerning the toxin profiles, the presence of NeoSTX
should be taken with caution because the post-column oxida-
tion used (Yu et al. 1998) is not very efficient in separating
dcNeo from NeoSTX (data not shown). Recently, a strain
from the Gulf of California was negative for the presence of
NeoSTX (Bustillos-Guzmán et al. 2011).

Future work on more strains from the same and other
areas will be helpful to elucidate a general response pattern,
if any, of this species to nutrient variation. In view of the
plans for the development of the Gulf of California for recre-
ational and productive purposes, it is to be expected that
changes in nutrient inputs in coastal areas will keep occur-
ring, causing imbalance in the N:P ratios.
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G. catenatum puede crecer en un intervalo amplio de
proporciones de N:P y mantener un crecimiento moderado y
toxicidad similar. También es claro que las tasas altas de N:P
pueden estimular la producción de una mayor biomasa
celular, lo que coincide con datos del estado nutricional
(eutróficos) de los lugares donde prolifera, y sugieren que
estas condiciones favorecen su crecimiento. Las diferencias
observadas en el perfil de toxinas con la fase de crecimiento
parecen deberse a la interconversión o a la excreción selec-
tiva de las toxinas menos potentes. Finalmente, es importante
señalar que existen diferencias importantes en muchos
parámetros fisiológicos y bioquímicos entre cepas de la
misma especie aún siendo aisladas de la misma área (Wood y
Leathan 1992, Burkholder y Gilbert 2006, Kodama 2010).
Más aún, se han observado cambios importantes en la toxici-
dad a nivel de subcepas de Alexandrium tamarense (Ogata
et al. 1987). Por lo tanto, nuestros resultados deben verse
sólo como una contribución al conocimiento de la respuesta
de la cepa “mexicana” de G. catenatum a los nutrientes.
También el mantenimiento de esta cepa en condiciones de
laboratorio por varios años tiene que tomarse en considera-
ción para la inferencia de nuestros resultados a condiciones
naturales. Con respecto a la presencia de neosaxitoxina, ésta
también debe considerarse de manera tentativa ya que el
método usado (Yu et al. 1998) no es tan eficiente en la
separación de NeoSTX de la dcNEO (datos no mostrados).
Recientemente, se encontró que una cepa del golfo de
California no presentó neosaxitoxina (Bustillos-Guzmán
et al. 2011). 

El trabajo futuro en mayor número de cepas de la misma
zona y otras áreas será útil para generar un patrón de res-
puesta, sí es que lo tiene, de G. catenatum a la variación de
los nutrientes. Con los planes de desarrollo del golfo de
California para uso recreacional y de producción acuícola,
podrían esperarse cambios en los flujos de nutrientes en las
áreas costeras y, por lo tanto, en los balances de nitrógeno y
fósforo.
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