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Resumen

En este estudio se analiza la influencia de Gymnodinium catenatum Graham sobre la reproduccion del copépodo Acartia
clausi Giesbrecht. Se seleccionaron hembras maduras de A. clausi y se alimentaron con una mezcla de fitoplancton natural y G.
catenatum en proporciones de 100:0%, 75:25%, 50:50%, 25:75% y 0:100%, respectivamente. Se evalud €l tipo y concentracion
de toxinas en lacepa de G. catenatum utilizada. No se detectaron efectos adversos ni pardlisis de los copépodos alimentados con
el dinoflagelado toxico. La ingestion y la tasa de produccion de huevos fueron mayores en € cultivo puro aimentado
exclusivamente con el dinoflagelado G. catenatum. No se detectd una diferencia significativa en el porcentaje de eclosion y éste
siempre se mantuvo por arriba del 90%. Acartia clausi es la especie mas ampliamente distribuida en Bahia Concepcién y
nuestros resultados indican que es capaz de alimentarse con este tipo de dinoflagelados toxicos, a tasas similares o alin mayores
alas que se alimenta del fitoplancton natural. Por 1o anterior, A. clausi podria jugar un papel preponderante en el control de la
aparicion de las mareas rojas en Bahia Concepcion.

Palabras clave: toxinas PSP, dinoflagel ados, copépodos, Bahia Concepcidn.
Abstract

The influence of the toxic dinoflagellate Gymnodinium catenatum Graham on the reproductive response of the calanoid
copepod Acartia clausi Giesbrecht was examined. Mature females of A. clausi were selected and fed a mixture of natural
phytoplankton and G catenatum in nomina ratios of 100:0%, 75:25%, 50:50%, 25:75%, and 0:100%, respectively. The
concentration and type of toxins of the G. catenatum strain used were evaluated. The ingestion of G catenatum did not produce
either adverse effects nor incapacitation of A. clausi. Ingestion and egg production rates were not diminished by G catenatum
and were highest at the 0:100% ratio. Egg hatching rates were similar (>90%) for all diets. Acartia claus is an ubiquitous
copepod in Concepcion Bay (Baja California Sur, Mexico), and our results indicate that it was able to feed on this toxic
dinoflagellate at rates similar or higher than those at which it feeds on natural phytoplankton; therefore, A. clausi could play a
key role in controlling the occurrence of red tides in Concepcidn Bay.

Key words: PSP toxins, dinoflagellate, copepod, Concepcion Bay.

Introduccion

El conocimiento de la aparicion de mareas rojas en México
se remonta a mas de dos siglos (Cortés-Altamirano 1987). En
el Golfo de California son comunes este tipo de eventos, y alo
largo de la costa peninsular se ha documentado la presencia
recurrente de mareas rojas producidas por especies no téxicas
(Morquecho-Escamilla et al. 2000, Garate-Liz&rraga et al.
2001). Durante €l otofio e invierno en Bahia Concepcién, en el
Golfo de Cdlifornia, son frecuentes las proliferaciones de
Noctiluca scintillans, pero durante la época fria (invierno y
primavera) se ha detectado la presencia de algunos productores
de toxinas paralizantes (6 PSP, por sus siglas en inglés) como
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I ntroduction

Red tides off the coast of Mexico have been known to
occur for more than two centuries. The first reports dealing
with the occurrence of red tides off the Pacific coast of Mexico
appeared more than two decades ago (Cortés-Altamirano
1987). These events are common in the Gulf of California and
along the coast of the Bgja California Peninsula, where most
red tides have been caused by non-toxic species (Morquecho-
Escamilla et al. 2000, Garate-Lizarraga et al. 2001). In
Concepcion Bay (Gulf of California), red tides of Noctiluca
scintillans frequently occur during autumn and winter, but dur-
ing winter and spring several species that produce paralytic
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Gymnodinium catenatum y Alexandrium catenella (Verdugo-
Diaz 1997, Garate-Lizarraga et al. 2001, Gongora-Gonzalez
2001). En los meses comprendidos entre marzo y agosto se ha
documentado la presencia de toxinas paralizantes asociadas
con la presencia de G. catenatum, en muestras de fitoplancton
de red y de dmejas (Mee et al. 1986, Garate-Lizarraga et al.
2002, Band-Schmidt et al. 2005).

Por su abundancia el grupo de los copépodos es uno de los
principales consumidores de fitoplancton y por tanto, estos
organismos son potenciales consumidores de las especies de
dinoflagelados que producen toxinas (Turner y Tester 1997).
En Bahia Concepcion, € copépodo calanoide Acartia clausi es
la especie dominante y generalmente representa mas del 50%
de la comunidad de copépodos a lo largo del afio, alcanzando
su maxima abundancia a finales del invierno (Palomares-
Garcia et al. 2002). Esto implica que existe una coincidencia
entre los maximos de abundancia de esta especie y una mayor
presencia de dinoflagelados en particular de la especie produc-
tora de toxinas PSP G. catenatum. Con objeto de explorar si
esta coincidencia en los maximos poblacionales de ambas
especies pudiera traducirse en una presion de pastoreo y un
probable control del copépodo sobre G. catenatum, se disefid
un experimento para probar si A. clausi era capaz de consumir
este dinoflagelado y si la ingestion de las toxinas produciria
cambios en su tasa de mortalidad, produccion de huevos 'y €l
porcentaje de eclosién de los mismos.

Material y métodos
Cultivo de fitoplancton

Las cepas utilizadas fueron aisladas a partir de material
recolectado en Bahia Concepcion (Band-Schmidt et al. 2004) y
cultivado en € laboratorio de cultivo de agas de CIBNOR
(Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste). Entre 16
posibles, se selecciond la cepa GCCV-14 para ser utilizada
en estos experimentos debido su alto contenido de toxinas,
60.3 pgSTX equivaentes cél (Band-Schmidt et al. 2004).
Esta cepa fue cultivada en frascos de 2 L utilizando medio
marino f/2 modificado (Guillard 1975). Se le adicion6 H,SeO,
(108 M), y se redujo la concentracion de CuSO, a 10° M
(Anderson et al. 1984). Los cultivos se mantuvieron en condi-
ciones controladas, a una salinidad de 33-34 upsy 20 + 1°C de
temperatura, con un régimen de iluminacion de 12:12 h de luz/
obscuridad utilizando una iluminacién de 150 pE m? s*. Los
cultivos fueron cosechados en la fase de crecimiento exponen-
cial y se tomaron muestras de 10 mL del cultivo puro para
evaluar e contenido de toxinas.

La extraccion de toxinas se llevd a cabo mediante € fil-
trado de 10 mL del cultivo de G catenatum en filtros GF/F, a
los cuales se adiciond 1 mL de &cido acético (0.03 N), para
después someterlos a sonicacion (35 KHz) por 5 min en un
bafio con hielo, centrifugando a 1008.9 g por otros 5 min en
una centrifuga refrigerada, para luego filtrar e sobrenadante
con un filtro desechable (0.45 um). Posteriormente se hidroliz6
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shellfish poisoning (PSP) toxins have been detected, including
Gymnodinium catenatum y Alexandrium catenella (Verdugo-
Diaz 1997, Gé&ate-Lizarraga et al. 2001, Géngora-Gonzélez
2001). From March to August, paralytic toxins associated with
G. catenatum have been detected in phytoplankton and scallop
flesh samples (Mee et al. 1986, Garate-Lizarraga et al. 2002,
Band-Schmidt et al. 2005).

Copepods are one of the most important groups that prey
on phytoplankton and are therefore potential grazers of toxic
dinoflagellates (Turner and Tester 1997). In Concepcion Bay,
Acartia clausi generally represents more than 50% of the
copepod community throughout the year, reaching maximum
abundance in winter (Palomares-Garcia et al. 2002). Coinci-
dent copepod and dinoflagellate abundances suggest that A.
clausi grazes on dinoflagellates, including toxic species like
the PSP producer G catenatum, and is thus controlling their
proliferation. To explore this possibility, the calanoid copepod
A. clausi was fed G. catenatum to determine whether it grazes
on this toxic dinoflagellate and, if so, to evaluate the effect on
its mortality, egg production, and hatching success.

Material and methods
Phytoplankton culture

Cultures were isolated from Concepcion Bay (Band-
Schmidt et al. 2004) and maintained in the algal culture
laboratory at CIBNOR (Biological Research Center of the
Northwest, Mexico). Gymnodinium catenatum strain GCCV-
14, with toxicity of 60.3 pgSTX equivalents cell-, was sel ected
for this study since it was the most toxic of 16 strains tested
(Band-Schmidt et al. 2004). The isolated algae were cultured
in 2-L flasks containing f/2 medium (Guillard 1975), modified
by adding H,SeO, (108 M), and reducing the CuSO, concen-
tration to 108 M (Anderson et al. 1984). Cultures were kept in
seawater at 33-34 psu, controlled at 20 + 1°C 12:12 h light/
dark cycle, with overhead illumination of 150 mE m2 s, Cul-
tures were harvested at the mid-exponential growth stage and
10-mL aiquots of culture were used for PSP toxin analysis.

Toxins were extracted by adding 1 mL acetic acid (0.03 N)
to GF/F filters containing 10 mL G. catenatum cells, sonicating
(35 kHz) for 5 min in an ice bath, centrifuging at 1008.9 g for
5 min, and filtering the supernatant with a disposable syringe-
filter (0.45 pm). A 150-uL aliquot of clarified extract was
hydrolyzed with 37 uL of HCI (1 M). Finally, 10 uL of the two
extracts with and without hydrolysis were injected into an
HPLC system. Chromatography was performed according to
recently published articles (Hummert et al. 1997, Yu et al.
1998).

Grazing, egg production, and hatching experiments

Two experiments were carried out, one in December 2001
and the other in March 2002. Mean sea surface temperature
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una alicuota de 150 uL del extracto clarificado con 37 uL de
HCIl (1M). Finalmente se analizaron 10 puL de ambos extractos
(cony sin hidrdlisis) en un cromatégrafo de liquidos (HPLC).
Las toxinas se separaron por cromatografia de liquidos y se
detectaron por fluorescencia de acuerdo con Hummert et al.
(1997) y Yu et al. (1998).

Experimentos de pastoreo, produccion de huevosy éxito de
eclosion

Se llevaron a cabo dos experimentos, uno en diciembre de
2001y otro en marzo de 2002. En ambos la temperatura media
fuesimilar y varié en unintervalo de 19 a 20°C en diciembre y
de 20 a 21°C en marzo.

El zooplancton fue recolectado utilizando una red de 333
um de luz de malla, haciendo arrastres superficiales en la
region central de Bahia Concepcion. El zooplancton recolec-
tado se transfirio a hieleras con agua filtrada del lugar y éstas
fueron transportadas al laboratorio, para después separar a los
copépodos utilizando un microscopio estereoscopico. Los
gemplares utilizados en €l experimento se mantuvieron en
aclimatacion durante 2 h en agua de mar filtrada (GF/F), ala
temperatura gue fueron recolectados.

En el primer experimento se utilizd una densidad de G
catenatum de 66,000 cél L2, mientras que en el segundo expe-
rimento la densidad fue de 151,800 cél L. Se utilizaron
mezclas de alimento con diferentes proporciones de fitoplanc-
ton natural y cultivo de G. catenatum en proporciones de
100:0%, 75:25%, 50:50%, y 0:100% (tres réplicas por trata-
miento mas dos controles sin copépodos). Se filtrd una muestra
inicial de cada uno de los frascos experimentales y testigos
para € andlisis de huellas pigmentarias. Todos los frascos
experimentales y testigos fueron incubados por 24 h alamisma
temperatura en que fueron recolectados los organismos del
medio (21 + 1°C paradiciembrey 22 + 1°C en marzo). Lacan-
tidad de alimento ingerido durante el periodo de incubacion se
calculé a partir de los cambios observados en las principales
huellas pigmentarias, utilizando la siguiente expresion (Frost
1972):

Ip (ng copépodo? d?) = (P,— (P, xf)) /n

donde Ip = pigmento ingerido, P, = concentracién del pig-
mento a tiempo O (ng), P, = concentracion del pigmento al
final delaincubacion (ng), f = cambio relativo del pigmento en
los frascos control (P,/P,), y n = nimero de copépodos.

Para los experimentos de produccion de huevos y éxito de
eclosion, se prepararon mezclas de aimento en las mismas
proporciones utilizadas en los experimentos de pastoreo. Se
seleccionaron dos hembras saludables para ser incubadas en
cada mezcla de alimento en 15 frascos de 250 mL. Se contaron
los huevos producidos en cada frasco, se volvieron a incubar
por otras 24 h en agua de mar filtrada (GF/F) y a término del
periodo de incubacion fueron contados de nuevo. El éxito de
eclosion se determind, haciendo un recuento de huevos y
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was similar in both months, ranging from 19°C to 20°C in
December and from 20°C to 21°C in March.

Zooplankton was collected in a 363-pm-mesh net by sur-
face water tows in the middle of Concepcion Bay, transferred
to coolers filled with in situ surface water, and transported to
the laboratory. Zooplankton was sorted and preconditioned at
in situ temperature for 2 hiin filtered (GF/F) seawater.

In the first experiment, G. catenatum cultures yielded a
density of only 66,000 cells L%, which was 2.3 times lower
than that used in the second experiment (151,800 cells L2).
Food suspensions for grazing and egg production/hatching
experiments consisted of a mixture of field phytoplankton and
G catenatum, in nomina ratios of 100:0%, 75:25%, 50:50%,
and 0:100%, respectively (three replicates per treatment plus
two controls lacking copepods). An initial sample of each
treatment was GF/F-filtered for pigment analysis (see below).
All experimental and control samples of each food suspension
were incubated for 24 h at the temperature of the collection
area (21 + 1°C for December and 22 + 1°C for March). Cope-
pod ingestion over the incubation period was calculated using
changes in the pigment signature of the main phytoplankton
groups in the diets offered using the following expression
(Frost 1972):

Ip (hg copepod? d?) = (P,—(P; % f)) /' n

where Ip is the ingested pigment, P, is the pigment concentra-
tion at time zero (ng), P, is the pigment concentration at the end
of the incubation time (ng), f is the relative pigment change in
the control flasks (P,/P,), and n is the number of copepods.

Samples for egg production/hatching experiments were
prepared from each food suspension that was used in the
grazing experiments. Two healthy females were sorted into
fresh aiquots of each type of food suspension in 15 clear
plastic jars of 250 mL. Eggs were counted and returned to
incubation for an additional 24 h and then recounted. Hatching
success was determined by subtracting the number of eggs
remaining on the second day from the number present on the
first day.

To evaluate the quality of natural phytoplankton, three dif-
ferent concentrations of natural phytoplankton were prepared,
duplicating and quadruplicating the normal conditions by
reverse filtration, following the same protocol for egg produc-
tion experiments.

Pigment analysis

Pigments were identified and quantified by HPLC using
known standards and following the method of Viduss et al.
(1996). Main diet pigments were identified through retention
times and spectral characteristics, and quantified using the
pigment response factor (Mantoura and Repeta 1997) obtained
from commercial pigment standards (International Agency
for “C determinations, Denmark). Peridinin, fucoxanthin,
zeaxanthin, and chlorophyll b were used as signatures of
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nauplios a final del segundo dia y comparandolo con los
huevos contados durante el primer dia.

Con objeto de valorar la calidad alimenticia del fitoplanc-
ton natural, se prepararon tres diferentes concentraciones de
fitoplancton natural, duplicando y cuadruplicando mediante fil-
tracion inversa, la concentracién observada en el campo,
siguiendo el mismo protocolo utilizado para los experimentos
de produccion de huevos.

Analisis de pigmentos

Las huellas pigmentarias fueron identificadas y cuantifica-
das por cromatografia de liquidos, utilizando estdndares
comerciaesy siguiendo el método propuesto por Vidussi et al.
(1996). Para la identificacion de los principales pigmentos se
consideraron los tiempos de retencién, las caracteristicas
espectrales de estandares comerciales (Agencia Internacional
para determinaciones de **C, Dinamarca). La cuantificacién se
realizé utilizando los factores de respuesta de cada pigmento
de acuerdo con Mantoura y Repeta (1997). La peridinina, la
fucoxantina, la zeaxantina, y la clorofila b fueron consideradas
como huellas pigmentarias de dinoflagelados, diatomeas, cia
nobacterias y clorafitas, respectivamente (Bustillos-Guzman et
al. 1995, L 6pez-Cortés et al. 2003).

Andlisis estadistico

Con objeto de probar si existia un efecto sobre la produc-
cion de huevos del copépodo A. clausi, derivado del consumo
de dinoflagelados productores de toxinas PSP, se aplicé un
andlisis de varianza a los resultados de ambos experimentos,
utilizando un nivel de probabilidad de 0.05. Se aplicé ademéas
una prueba a posteriori de Tukey-Kramer para probar si las
diferencias encontradas entre | os diferentes grupos de muestras
cumplian con laminimadiferencia significativa con una proba-
bilidad de 0.05 (Sokal y Rohlf 1981).

Resultados

El contenido y tipo de toxinas de G catenatum fue
el mismo en ambos periodos experimentales (dcSTX = 77 pg
cé; dcGTX2 = 104 pg cél-%; dcGTX3 = 35 pg cél; C1 =
152 pg cé; C2 = 38 pg cé™), registrandose un grado de
toxicidad total de 63 pgSTXeg. cé-. Se observaron altas
concentraciones de toxinas sulfocarbamoiladas (C1 y C2) y
decarbamoiladas (dc STX, dcGTX2 y dcGT X3), caracteristicas
de las poblaciones de G catenatum en el area (Band-Schmidt et
al. 2005). En ambos experimentos € fitoplancton del medio
mostré una composicion pigmentaria semejante, aunque €l
contenido de peridinina (dinoflagelados) y clorofila b (clorofi-
tas) fue mayor en e primer experimento, en tanto que la
fucoxantina (diatomeas) y la zeaxantina (cianobacterias) fue-
ron las huellas pigmentarias més abundantes en el segundo
experimento (tabla 1). La mortalidad de copépodos fue baja en
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dinoflagellates, diatoms, cyanobacteria, and chlorophytes,
respectively (Bustillos-Guzméan et al. 1995, L 6pez-Cortés et al.
2003).

Satistical analysis

To determine whether the egg production rate of A. clausi is
affected by the ingestion of the PSP producer (G catenatum),
an ANOVA with a probability of 0.05 was applied to the results
of both experiments. Additionally, the post hoc Tukey-Kramer
test (P = 0.05) was used to test for differences in the results of
both experiments (Sokal and Rohif 1981).

Results

The content and type of toxins of G. catenatum was the
same in both experiments (dcSTX = 77 pg cell%, dcGTX2 =
104 pg cell=, dcGTX3 = 35 pg cell, C1 = 152 pg cell?, and
C2 = 38 pg cell). The total toxicity was 63 pgSTX eqg. cell2,
and the high concentrations of decarbamoyl (C1 and C2) and
N-sulfocarbamoy! toxins (dcSTX, dcGT X2 and dcGT X3) were
characteristic of G. catenatum strains from the area (Band-
Schmidt et al. 2004).

The field phytoplankton in both experiments showed
similar pigment signatures, but the composition in the first
experiment was richer in peridinin (dinoflagellates) and chlo-
rophyll b (chlorophytes), while fucoxanthin (diatoms) and
zeaxanthin (cyanobacteria) dominated in the second experi-
ment (table 1). Copepod mortality was low in both grazing
experiments: only one dead copepod was observed in each.

Although the G catenatum density in the first experiment
was 2.3 times lower than that in the second, a linear relation-
ship between the experimental food concentration and the food
ingested was observed in both experiments (fig. 1a). The
copepods ingested a similar proportion of the peridinin offered
in both experiments (fig. 1b). The same was observed for
fucoxanthin (fig. 1c), but more variation was observed in the
case of chlorophyll b (fig. 1d). In both experiments, zeaxanthin
concentration increased (data not shown), suggesting that the
zeaxanthin group was not grazed by A. clausi.

Egg production was lower in the control experiments
(supplied only field phytoplankton) than in the other treatments
in both experiments. Although the general trend was similar
(fig. 2), the first experiment showed lower variability and mean
egg production for the control organisms than those fed
G catenatum (post hoc Tukey-Kramer test, P < 0.05). The
results of the second experiment were more variable, with no
significant difference between the first two mixtures (post hoc
Tukey-Kramer test, P < 0.05); however, mean hatch rates
increased progressively with a greater proportion of the toxic
dinoflagellate, and were maximal when G catenatum was the
only prey (fig. 2). This could indicate the higher nutritional
value of G catenatum relative to natural phytoplankton. The
mean rates of egg production in natural phytoplankton were
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Tabla 1. Huellas pigmentarias del fitoplancton natural (ng L™) utilizadas en las mezclas de alimento junto con Gymnodinium catenatum.
Table 1. Natural phytoplankton pigments (ng L™) used in food mixtures with Gymnodinium catenatum.

Huellas pigmentarias

Experimento
Clorofilaa  Fucoxantina Peridinina Clorofilab Zeaxantina
Diciembre 2001 2478 £ 57 873+ 18 69+ 18 133+4 194+5
Marzo 2002 1884 + 15 357+5 208+ 9 214+ 4 36+1
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Figura 1. Concentracion de pigmento inicial vs. pigmento ingerido, en las diferentes mezclas de alimento ofrecidas en los experimentos de
diciembre de 2001 y marzo de 2002. Concentracion de cada huella pigmentaria en el primer experimento (O) y en el segundo experimento (®):

(a) clorofila a, (b) peridinina, (c) fucoxantina, y (d) clorofila b.

Figure 1. Ingested pigment vs initial pigment concentration in the food mixtures offered in the experiments conducted in December 2001 and
March 2002. Concentration of each pigment signature in the first experiment (O) and in the second (®): (a) chlorophyll a, (b) peridinin, (c)

fucoxanthin, and (d) chlorophyll b.

ambos experimentos, observandose un solo gjemplar muerto
por experimento (este frasco no fue considerado en el andlisis).

Aunque la densidad de G. catenatum en el segundo experi-
mento fue 2.3 veces superior a la del primer experimento, en
ambos casos se observé unarelacion lineal entre el consumo y
la concentracién de alimento ofrecido (fig. 1a), los copépodos
consumieron en proporcion con la peridinina disponible en
ambos casos (fig. 1b). Lo anterior también se observé con la
fucoxantina (fig. 1 ¢). En cambio, &l consumo de clorofilab fue
més variable (fig. 1d). En ambos experimentos la concentra-
cion de la zeaxantina se incremento (datos no mostrados),
sugiriendo que este grupo ho fue consumido por A. clausi.

La produccion de huevos fue menor en los experimentos
control (en los que se suministro fitoplancton natural) para
ambos experimentos. Aunque la tendencia fue similar (fig. 2),
en e primer experimento se observaron menor variabilidad y
diferencias significativas entre los controles y las mezclas con
G catenatum (prueba a posteriori de Tukey-Kramer, P < 0.05),
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essentially the same as those in filtered seawater. In experi-
ments with double and quadruple concentrations of natural
phytoplankton, egg production was the same (4.5 = 1.3 eggs
copepod? and 4.7 + 1.2 eggs copepod?, mean + SD, respec-
tively) than with the normal concentration. These data suggest
that natural phytoplankton had little nutritional value.

Egg production rates in each food mixture in both experi-
ments were similar, although there was higher variation in the
second experiment with more concentrated diets (fig. 2). When
comparing peridinin concentrations required for egg produc-
tion in each experiment, the ingestion rate was evidently higher
in the second experiment, but did not produce a corresponding
increasein A. clausi egg production (fig. 3). In other words, A.
clausi ingested more dinoflagellates, but egg production was
unaffected.

We did not detect any effect on egg hatching success in
these short-term experiments. Egg hatch rates were above 90%
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Figura 2. Promedio de los huevos producidos en los experimentos de
diciembre de 2001 y marzo de 2002. Huevos vs Concentracion de
fitoplancton del medio (nf, 2nf, 4nf: concentracion normal, doble y
cuadruple), y porcentaje de Gymnodinium catenatum en la mezcla de
alimento (100% indica 100% de G. catenatum), Las barras de error indican
el error estandar.

Figure 2. Mean egg production in the experiments of December 2001 and
March 2002. Eggs vs field phytoplankton concentration (nf, 2nf, 4nf: natural
double and quadruple concentration), and percentage of Gymnodinium
catenatum in the diet mixture (100% indicates 100% of G. catenatum); error
bars are standard errors.

en tanto que en el segundo experimento no se observaron
diferencias significativas entre las concentraciones menores de
G catenatum y los controles alimentados con fitoplancton
natural (prueba a posteriori de Tukey-Kramer, P < 0.05). No
obstante, en ambos experimentos e promedio de huevos
producidos aumentd conforme se incremento la proporcion de
G. catenatum, siendo maximo cuando este dinoflagelado fue la
Unica presa disponible. Esto podria ser indicativo de una mejor
calidad nutricional del dinoflagelado con respecto al fitoplanc-
ton natural. Esta idea se refuerza cuando se compara €l
promedio de huevos producido en los experimentos con una
concentracion mayor de fitoplancton natural y se observa que
no hay diferencias significativas (4.5 + 1.3 huevos copépodo
y 4.7 + 1.2 huevos copépodo, respectivamente).

La produccion de huevos con cada una de las mezclas de
adimento fue muy similar en los dos experimentos, sin
embargo, la variabilidad observada en el segundo experimento,
con mayor concentracion de dinoflagelados, fue més alta. De
hecho, cuando comparamos la concentracion de peridinina
ingerida durante cada experimento, observamos que la
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Figura 3. Ingestion de peridinina y huevos producidos por el copépodo
Acartia clausi en los experimentos de diciembre de 2001 (linea
segmentada) y marzo de 2002 (linea continua). Se muestra la linea de
regresion. Ambas ecuaciones son significativas (P > 0.05).

Figure 3. Ingestion of peridinin and eggs produced by the copepod Acartia
clausi in December 2001 (dashed line) and March 2002 (continuous line).
Best-fitted equations are given. Both equations are significant (P > 0.05).

and differences among food suspensions were not significant
(post hoc Tukey-Kramer test, P > 0.05). Dead copepods were
not observed in the egg production and hatching experiments.

Discussion

The literature indicates a great variation in the effects of
toxic algae on zooplankton. Some zooplankton species seem to
suffer high mortality rates when consuming toxic phytoplank-
ton, whereas others are able to ingest and use them without any
apparent deleterious consegquences (Turner and Tester 1997,
Teegarden 1999, Guisande et al. 2002). These effects can be
more or less severe depending on the type of toxin and on each
species’ ability to tolerate the type of toxin or to avoid feeding
on toxic algae (Colin and Dam 20024).

In this study copepod mortality was negligible. It is there-
fore concluded that A. clausi is capable of ingesting the toxic
dinoflagellate G. catenatum (strain GCCV 14) with no apparent
adverse effects. According to our results and those obtained by
Dutz (1998) and Frangépulos et al. (2000), A. claus is a
cosmopolitan species that ingests PSP toxins with little if any
short-term effect on mortality, egg production, or hatching.
This copepod was found to eliminate 44.3% of toxins ingested
daily and transfer around 1% of ingested toxins to eggs
(Guisande et al. 2002). Perhaps these physiol ogical adaptations
give it a substantial competitive advantage over other hetero-
trophic species. On the other hand, Frang6pulos et al. (2000)
reported that A. clausi fecundity and egg production were
negatively affected when fed the PSP producer Alexandrium
minimum over several days, and suggested that there is a
threshold limit on assimilated toxins. This shows that when
copepods feed on more toxic cells, some of the assimilated
energy is used to eliminate or manage toxins, and less energy is
channeled into egg production (Dutz 1998). This is consistent
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cantidad ingerida es superior en el segundo experimento, pero
no se obtiene un correspondiente incremento en la produccién
de huevos (fig. 3). En otras palabras, A. clausi ingiere mas din-
oflagelados, pero no produce mas huevos.

No se observo un efecto sobre el éxito de eclosion debido a
consumo de toxinas, ya que éste fue superior a 90% con las
diferentes mezclas de alimento probadas (prueba de Tukey-
Kramer, P > 0.05), y no se observaron copépodos o nauplios
muertos en los experimentos de produccion de huevos y eclo-
sion de huevos.

Discusion

Diversos estudios encuentran grandes diferencias en lares-
puesta al consumo de algas toxicas por parte del zooplancton.
Algunas especies sufren mortalidades elevadas, mientras que
otras son capaces de ingerirlas y utilizarlas sin sufrir efectos
deletéreos aparentes (Turner y Tester 1997, Teegarden 1999,
Guisande et al. 2002). Colin y Dam (2002a) indican que estos
efectos pueden variar en funcion del tipo de toxina y la
capacidad de evadir o tolerar la ingesta de la especie téxica.
Considerando que la mortalidad experimental observada fue
despreciable, podemos afirmar que €l copépodo calancide
dominante en Bahia Concepcidn es capaz de ingerir a dinofla-
gelado productor de toxinas PSP G. catenatum (cepa GCCV 14)
y podria ser un depredador potencial relevante en € medio
natural. Acartia clausi no mostro efectos adversos en la fecun-
didad, tasa de eclosion, ni en la mortalidad, en €l corto plazo.
Lo anterior coincide con lo observado por Dutz (1998) y
Frangopulos et al. (2000), quienes encuentran que A. claus
puede eliminar hasta 44% de laingesta diaria de toxinas y deri-
var arededor de solo 1% de estas hacia los huevos (Guisande
et al. 2002). En cambio, Frangopulos et al. (2000) observaron
un efecto negativo sobre la fecundidad y la produccion de
huevos en A. clausi, cuando es alimentado durante varios dias
con el dinoflagelado productor de toxinas PSP Alexandrium
minimum, y sugieren que esta especie podria tener un umbral
en su capacidad de asimilacion de toxinas. Esto puede deberse
a que a ingerir células con un mayor contenido de toxinas,
parte de la energia obtenida es derivada a metabolizar o elimi-
nar latoxinay por tanto queda una menor cantidad de energia
para la produccion de huevos (Dutz 1998). Esta idea es apo-
yada por nuestros resultados, que muestran una produccién de
huevos muy semejante en ambos experimentos a pesar de que
el copépodo ingirié una mayor cantidad de G. catenatum en €l
segundo experimento. Por otro lado, €l tipo de toxinas puede
variar entre especies y aln dentro de las mismas cepas de la
misma especie (Colin y Dam 2002a, Band-Schmidt et al.
2004), de ahi que la respuesta de los heterétrofos a la ingesta
de una determinada especie tdxica es dificil de predecir o com-
parar (Turner et al. 1998) cuando se utilizan especies o0 cepas
distintas. La cepa GCCV14 contiene solo toxinas decarba-
moiladas (dcGTX2 y dcGTX3), y sulfocarbamoiladas (tipo C),
consideradas como de toxicidad moderada a baja, respectiva
mente. En contraste la cepa de A. minimum utilizada por
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with our results showing similar egg production rates in both
experiments, despite the higher ingestion rate of G. catenatum
by the copepod in the second experiment.

The toxin composition may vary among species and even
among strains of the same species (Colin and Dam 2002a,
Band-Schmidt et al. 2005), so the response of heterotrophs to
the ingestion of toxins is difficult to predict and compare
when different species or strains are used (Turner et al. 1998).
Strain GCCV14 only contains decarbamoyl (dcGTX2 and
dcGTX3) and 21-N-sulfocarbamoyl C2 toxins, considered to
have moderate and low toxicity, respectively. In contrast, the
toxic A. minimum strain used by Guisande et al. (2002) had
higher concentrations of gonyautoxins 1 and 4 (more than 90%
on a mol basis), which are aimost as potent as saxitoxin.
Mean total toxicities of G. catenatum strains range from 9.8 to
22.7 pgSTX eq. cell* (Holmes et al. 2002, Méndez and Ferrari
2002, Band-Schmidt et al. 2005), and are much higher than
those of the Alexandrium species used in grazing experiments
with Acartia clausi (Dutz 1998, Frangopulos et al. 2000,
Guisande et al. 2002). Thus, the diverse responses of copepods
fed PSP producers could be related to the types of toxins and
total toxicity (Huntley et al. 1986).

From an ecological point of view, our results are important
because this is the first study conducted on native species of
the Gulf of Californiausing G. catenatum strain GCCV 14, the
most toxic of 16 strains isolated from Concepcién Bay (Band-
Schmidt et al 2004). It is aso reasonable to infer that less toxic
strains of this species would not have any short-term adverse
effect on A. clausi mortality, egg production and hatching. The
toxic dinoflagellate G. catenatum and the copepod A. clausi
often co-occur in Concepcidn Bay, and our results suggest that
the latter could be playing a key role in controlling the density
of the former in the region. The limited low abundance of G
catenatum suggests that A. clausi can ingest and accumulate
toxins up to a threshold without any negative effect on
fecundity (White 1981, Colin and Dam 2002b), and when the
limit is exceeded, the copepod becomes more selective and
feeds on alternative non-toxic organisms. Records show that
the concentration of G. catenatum is relatively low during cold
periods (<1000 cells L, |. Gérate-Lizarraga et al. unpublished
data), when A. clausi is more abundant (>45,000 org 100 m3),
and higher during the transitional period (Gérate-Lizarraga et
al. 2004, Morquecho-Escamilla and Lechuga-Devéze 2004).
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Guisande et al. (2002) contenia elevadas concentraciones de
toxinas carbamoiladas (mas de 90% fueron GTX1 y GTX4),
gue tienen unatoxicidad similar alade lasaxitoxina. Latoxici-
dad total media del dinoflagelado G catenatum es variable
(Holmes et al. 2002, Méndez y Ferrari 2002, Band-Schmidt et
al. 2004) y fluctla entre 9.8 y 22.7 pgSTX eqg. cél, y es
mucho mayor alade las especies de Alexandrium utilizadas en
los experimentos de pastoreo con la misma especie de
copépodo (Acartia clausi) (Dutz 1998, Frangopulos et al.
2000, Guisande et al. 2002). Esto sugiere que la toxicidad total
y € tipo de toxinas son las principales fuentes de variabilidad
en las respuestas observadas ante € consumo de especies pro-
ductoras de toxinas paralizantes (Huntley et al. 1986).

Desde una perspectiva ecoldgica, nuestros resultados son
relevantes porque éste es el primer estudio realizado con espe-
cies que se distribuyen en aguas del Golfo de Californiay con
lacepade G catenatum, la de mas alto contenido de toxinas de
un total de 16 aisladas en Bahia Concepcion (Band-Schmidt et
al. 2004). Por tanto, es razonable suponer que ninguna de las
cepas de G catenatum pudiera tener un efecto adverso sobre la
mortalidad, la produccion de huevosy el éxito de eclosion de
A. clausi en e corto plazo. En Bahia Concepcion coexisten
permanentemente el dinoflagelado téxico G catenatum y el
copépodo A. clausi, y dadala abundancia de este ltimo, nues-
tros resultados sugieren que e pastoreo de este copépodo
podriajugar un papel relevante en el control de las poblaciones
de G. catenatumy otros dinoflagelados. Esta hipétesis se apoya
en la capacidad del copépodo para utilizar lagran calidad nutri-
tiva del dinoflagelado (White 1981, Colin y Dam 2002b) sin
presentar efectos adversos, dentro de ciertos limites. Cuando
esta capacidad es rebasaday el gasto energético necesario para
eliminar la toxina es superior a la ganancia obtenida por su
consumo (Coliny Dam 2002b), puede volverse mas selectivo y
aprovechar el alimento alternativo que proporcionan otras
microalgas. Lo anterior concuerda con las bagjas densidades
poblacionales de G catenatum en la época invernal (<1000 cél
L; Gérate-Lizarraga et al., datos no publicados), cuando A.
claus alcanza su méxima abundancia (>45,000 org 100 md), y
con sus dtas densidades durante el periodo de transicion
hidrogréfica (Gérate-Lizarraga et al. 2004, Morquecho-
Escamillay Lechuga-Devéze 2004).
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