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Antioxidant response of a common herbivorous fish species {Sarpa salpa):
Seasonal variation
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ABSTRACT. Within the framework of a biosurveillance of marine species on Tunisian coasts, we studied the salenia Sarpa salpa, a fish that is
consumed by the people living in this region. There is a seasonal occurrence of hallucinogen effects observed when this fish is consumed by
humans. The aim ofthis work was to determine the seasonal variation in the composition ofthis fish’s diet and to correlate this variation with
tile antioxidant activity found in its tissues. The salenia that lives around the Island of Kerkemiali is primarily a herbivorous fish during all
seasons. We observed an increased expression of catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) in certain organs compared to the control
fish, Diplodus annularis. There was a “season-depending” cumulative effect, appearing in the organs starting with the liver, followed by the
brain, and finally the flesh. Moreover, it increases according to the size of the animal and thus to the amount of food it consumes. The
hallucinogen effect that the consumption of salenia has on humans is parallel to the seasonal variation in the epiphytes that are co-ingested by
these fish with their food. A significant correlation (P < 0.01) was also observed between the total toxic dinoflagellates and the antioxidant
response: CAT and GPx in liver, brain, and flesh for all seasons and all sizes together.

Key words'. Sarpa salpa, toxic dinoflagellate, antioxidant enzyme, catalase, glutathione peroxidase.

RESUMEN. En el marco de un muestreo bioldgico de las especies marinas en las costas de Ttnez, se estudio la salenia Sarpa salpa, un pescado
que es consumido por los habitantes de esta region. Se ha observado un acontecimiento estacional de efectos alucindgenos en los seres
humanos después de consumir este pescado. El objetivo de este trabajo fue determinar la variacion estacional de la composicion de la dieta de
S. salpa y correlacionar esta variacion con la actividad antioxidante observada en los tejidos. La salenia que se encuentra alrededor de la isla de
Kerkennah es principalmente un pez herbivoro durante todas las estaciones del afio. Se observé un incremento de la expresion de la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) en ciertos 6rganos en comparaciéon con el pez control, Diplodus annularis. Se encontré un efecto
acumulativo dependiente de la estacion, que aparecié primero en el higado, después en el cerebro y por ultimo en la came. Ademas, se
incrementa segln el tamailo del animal y, por tanto, la cantidad de alimento que consume. El efecto alucinégeno que el consumo de la salenia
tiene en el ser humano se relaciona con la variacion estacional de las epifitas que son coingeridas por estos peces con su comida. También se
observo una correlacion significativa (P < 0.01 ) entre el total de dinoflagelados toxicos y la respuesta antioxidante: CAT y GPx en el higado, el
cerebro y la came para todas las estaciones y tallas en conjunto.

Palabras clave'. Sarpa salpa, dieta, dinoflagelados toxicos, enzima antioxidante, catalasa, glutation peroxidasa.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Eutrophication of marine costal water and global La eutrofizacion de las aguas marinas costeras y el calen-
wanning have led to an important proliferation of microalgae tamiento global han causado una proliferaciéon importante de
and particularly toxic dinoflagellates, producing a large microalgas y dinoflagelados particularmente toxicos, los cua-
variety of toxins that contaminate tissues of shellfishes and les producen una gran variedad de toxinas que contaminan
fishes. The concentration of human population in coastal Tos tejidos de Tos moluscos, los crusticeos y los peces. La
areas increases the dependence on sea food consumption, concentracion de la poblacion humana en las zonas costeras
resulting in increased occurrence of sea food poisoning ha aumentado la demanda de productos del mar y, por tanto,
(Wu el al. 2005). Salenia Sarpa salpa (Linnaeus 1758) is a Ios casos de intoxicacién por mariscos (Wu et al. 2005).
herbivorous sea fish that preferentially feeds on Posidonia La salenia Sarpa salpa (Linnaeus 1758) es un pez herbivoro
oceanica throughout the year (Peirano et al. 2001) and is que se alimenta preferentemente de Posidonia oceanica
used for human consumption. Due to its low cost, this fish is durante todo el afio (Peirano ef al. 2001) y se utiliza para el
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predominantly on the menu of the lower income class. An
important observation is the presence of ciguateric species
that live as epiphytes on the leaves of P oceanica (Ben
Brahim ef al. 2010); they are co-ingested by the salema as
part of their diet (Velimirov 1984). Indeed, the consumption
of salema is inadvisable in certain periods of the year
(especially in summer and autumn) because this fish causes a
hallucinatory syndrome and central nervous system disor-
ders, which for a long time were attributed to the presence of
caulerpin in the Chlorophyceae alga Caulerpa prolifera
(Haro ef al. 1994).

Epiphytes are important contributors to the primary
production of scagrass ecosystems and exhibit significant
scasonal fluctuations in biomass and productivity (Mazzella
et al. 1992). Epiphyte growth is influenced by the same abi-
otic factors that influence the seagrass host (e.g., irradiance,
temperature, and dissolved inorganic nutrients; Williams and
Ruckelshaus 1993). In addition, biotic factors play a signifi-
cant role in shaping the epiphyte community, notably leaf
turnover of the seagrass host (Romero 1989) and grazing
(Neckles et al. 1993, Williams and Ruckelshaus 1993), since
algal epiphytes have been found to be a more attractive food
for herbivores than the seagrass leaves themselves (Kitting
et al. 1984). In this context, the Gulf of Gabes (southern
Tunisia, 35-33° N), which has been put under environmental
pressure due to industrial and urban activities (Hamza-
Chaffai et al. 1997, Zairi and Rouis 1999), has experienced a
substantial proliferation of microalgae and particularly toxic
dinoflagellates (Turki et al. 2006). The proliferation of
unwanted microalgae has been widely shown to be an
increasing problem in both coastal and estuarine environ-
ments (Smayda 1997, Leong and Taguchi 2005). In the open
sea in the Gulf of Gabes, nutrient inputs have been shown
to be influenced by both the frontal and the Atlantic-
Mediterrancan water circulation (Estrada er al. 1985, Font
et al. 1995). This is associated with degradation of the
P oceanica seagrass meadows and, as a result, the decline
of fish resources in the Gulf of Gabes.

Ciguatera food poisoning is due to the presence in fish of
a toxin produced by the benthic alga Gambierdiscus toxicus
and other coral microalgae, most of them belonging to three
genera: Prorocentrum, Ostreopsis, and Amphidinum. A less
common form is ichthyoallyeinotoxism, characterized by the
development of central nervous system disturbances, espe-
cially hallucinations and nightmares. Ichthyoallyeinotoxism
has been reported in many locations around the world
(Halstead 1988, Chateau-Degat 2003), and is widespread in
tropical and temperate areas of the Indian and Pacific Oceans
as well as in the Mediterranean Sea. Fish species described as
hallucinogenic in the literature belong to the following eight
families: Acanthuridac, Kyophosidae, Mugilidae, Mullidae,
Pomacentridae, Serranidae, Siganidae, and Sparidae. Sarpa
salpa nourishes mainly on P. oceanica leaves, which show
high colonization by epiphytes (Peirano et al. 2001).
Posidonia oceanica leaves and the epiphytes they support
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consumo humano. Debido a su bajo costo, la salema aparece
principalmente en el menu de la clase trabajadora de bajos
ingresos. Se ha documentado la presencia de especies que
causan la ciguatera y que viven como epifitas en las hojas de
P oceanica (Ben Brahim ef al. 2010), las cuales son coingeri-
das por la salema como parte de su dieta (Velimirov 1984).
Inclusive, el consumo de la salema no es recomendable en
ciertos periodos del afio (especialmente en verano y otofio) ya
que causa un sindrome alucinatorio y trastornos del sistema
nervioso central, que durante mucho tiempo fueron atribui-
dos a la presencia de caulerpina en el alga verde Caulerpa
prolifera (Haro et al. 1994).

Las epifitas son importantes contribuyentes a la produc-
cién primaria de los ecosistemas de pastos marinos y presen-
tan importantes fluctuaciones estacionales de la biomasa y la
productividad (Mazzella ef al. 1992). El crecimiento de las
epifitas se ve influenciado por los mismos factores abidticos
que afectan la planta huésped (e.g., irradiacidn, temperatura y
nutrientes inorganicos disueltos; Williams y Ruckelshaus
1993). Los factores bidticos también juegan un papel
importante en la conformacion de la comunidad epifitica,
sobre todo en ¢l cambio de hojas de los pastos marinos
(Romero 1989) y el pastoreco (Neckles et al. 1993, Williams y
Ruckelshaus 1993), va que las epifitas algales suelen ser un
alimento mds atractivo para los herbivoros que las mismas
hojas de los pastos marinos (Kitting ef al. 1984). En este
contexto, ¢l golfo de Gabes (sur de Tunez, 35-33°N), que
ha sido sujeto a presiones ambientales debido a actividades
industriales y urbanas (Hamza-Chaffai et al. 1997, Zairi
y Rouis 1999), ha experimentado una proliferacién impor-
tante de microalgas y dinoflagelados particularmente tdxicos
(Turki er al. 2006). Se ha demostrado que la proliferacion
de microalgas no deseadas es un problema creciente en
ambientes tanto costeros como estuarinos (Smayda 1997,
Leong y Taguchi 2005). Mar adentro en el golfo de Gabes,
los aportes de nutrientes son influenciados por la circulacion
frontal v de agua atlantica v mediterrinea (Estrada er al.
1985, Font et al. 1995). Esto se asocia con la degradacién de
las praderas marinas de P oceanica y, consecuentemente,
con la declinacion de los recursos pesqueros en el golfo de
Gabes.

La intoxicacién alimentaria por ciguatera se debe a la
presencia en ¢l pescado de una toxina producida por el
alga bentonica Gambierdiscus toxicus y otras microalgas
coralinas, la mayoria pertenccientes a tres géneros:
Prorocentrum, Ostreopsis v Amphidinum. Una forma menos
comun de ictiotoxismo es la intoxicacidn alucinégena
(ichthyoallyeinotoxism), caracterizada por ¢l desarrollo de
trastornos del sistema nervioso central, especialmente
alucinaciones y pesadillas. Se ha documentado este tipo de
intoxicacién en varios lugares del mundo (Halstead 1988,
Chateau-Degat 2003) y es muy comun en las zonas tropicales
y templadas de los océanos Indico y Pacifico, asi como en
el mar Mediterrdnco. Las especies icticas descritas como
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represent important food items for different grazer species
such as the echinoderm Paracentrotus lividus (Kirkman and
Young 1981), and the school-forming sparid fish S. salpa
(Velimirov 1984). It should be noted that toxicity in all spe-
cies varies according to fishing location, season, and method
of preparing the fish for food (Helfrich and Banner 1960).
These toxins are increased to dangerous levels for humans
during their transmission through herbivorous and carnivo-
rous fish, various species being contaminated (Vaillant ef al.
2001).

Cellular oxidative metabolism is a continuous source of
reactive oxygen species (ROS); resulting from univalent
reduction of O,, these highly reactive species can damage
most cellular components. The cellular antioxidant system
involves enzymes such as superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase, and glutathione reductase that act by
detoxifying the ROS generated. Nevertheless, in many cases,
the rate of generation of ROS exceeds that of their removal,
inducing an oxidative stress and increasing oxidative mark-
ers. It is well established that pollutants, such as various pes-
ticides (Sayeed ef al. 2003) and metals (Almeida ef al. 2002),
as well as hyperoxic exposure (Lushchak and Bagnyukoca
2006) stimulate protective mechanisms against ROS. In a
natural environment like the sea, intoxication of the aquatic
organisms by toxic phytoplankton species occurs. It is thus
relevant to study oxidative stress in fish because of the possi-
ble effects on organisms and in relation to fish consumption
by humans.

Contaminants in exposed aquatic organisms increase the
production of ROS, leading to oxidative damage (Shi et al.
2005, Livingstone 2001). Changes in the levels of endoge-
nous antioxidant defenses have been proposed as biomarkers
of aquatic pollution (Camus ef al. 2004, Livingstone 2001).
Activation of the antioxidant enzymatic system suggests that
the defense system plays an important role in the response to
an increased oxidative situation. The determination of anti-
oxidant enzyme activities in fish organs allows detecting the
presence of pollutants and toxins (Sureda ef al. 2006), such as
ciguatoxin, present in epiphytes of P oceanica seagrass
meadows. This study aimed to specify the seasonal trend of
the food sources and antioxidant activities in liver, brain, and
flesh of S. salpa, and correlate them.

MATERIAL AND METHODS
Collection and sampling

The study was carried out off the Island of Kerkennah
(Gulf of Gabes, southeastern Tunisia). This archipelago is
characterized by extensive P oceanica seagrass meadows.
Specimens of S. salpa were collected between January 2006
and January 2007, at different points of time in each season;
59 specimens were collected in winter, 57 in spring, 57 in
summert, and 55 in autumn. Sizes ranged from 12.8 to 28 cm.
Fish were measured for total length (TL) to the nearest
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alucindgenas en la literatura pertenecen a las siguientes ocho
familias: Acanthuridae, Kyophosidae, Mugilidae, Mullidae,
Pomacentridae, Serranidae, Siganidac y Sparidac. Sarpa
salpa se alimenta principalmente de las hojas de P. oceanica,
las cuales muestran un alto grado de colonizacidn de epifitas
(Peirano et al. 2001). Las hojas de P. oceanica y las epifitas
que mantienen representan una fuente de alimento importante
para las distintas especies que pastorean como ¢l equino-
dermo Paracentrotus lividus (Kitkman y Young 1981) y
S. salpa, un pez esparido que forma cardamenes (Velimirov
1984). Cabe sefialar que la toxicidad de todas las especies
varia segun la zona de pesca, la temporada y el método de
preparar ¢l pescado para su consumo (Helfrich y Banner
1960). Las toxinas s¢ incrementan a niveles peligrosos para
los seres humanos durante su trasmisién mediante peces her-
bivoros y carnivoros, y varias especies resultan contaminadas
(Vaillant ef al. 2001).

El metabolismo oxidativo celular es una fuente continua
de especies reactivas de oxigeno (ERO); producidas por la
reduccion univalente de O,, estas especies altamente reacti-
vas pueden dafiar la mayoria de los componentes celulares.
El sistema antioxidante celular incluye enzimas como la
superoxido dismutasa, la catalasa, la glutatién peroxidasay la
glutatién reductasa que actian mediante la detoxificacién de
las ERO generadas. No obstante, en muchos casos, la tasa de
generacion de ERO excede la de su remocion, provocando el
estrés oxidativo e incrementando los marcadores oxidativos.
Es bien conocido que los contaminantes, tales como varios
pesticidas (Sayeed er al. 2003) y metales (Almeida et al.
2002), asi como la exposicion hiperéxida (Lushchak y
Bagnyukoca 2006) estimulan mecanismos de proteccion
contra ERO. En un ambiente natural como el mar, existe la
intoxicacion de organismos acudticos por especies de fito-
plancton toxicas. Por ende, es importante estudiar el estrés
oxidativo en peces debido a los posibles efectos sobre los
organismos y en relacion con el consumo de pescado por los
seres humanos.

Los contaminantes en organismos acudticos incrementan
la produccién de ERO, provocando dafio oxidativo (Shi ef al.
2005, Livingstone 2001). Se han propuesto los cambios en
los niveles de defensa antioxidante endégena como marcado-
res bioldgicos de la contaminacidn acuatica (Camus et al.
2004, Livingstone 2001). La activacion del sistema enzima-
tico antioxidante sugiere que ¢l sistema de defensa juega un
papel importante en la respuesta a una elevada situacidon
oxidativa. La determinacidn de las actividades de las enzimas
antioxidantes en los 6rganos de peces permite detectar la pre-
sencia de contaminantes y toxinas (Sureda ef al. 20006), tales
como la ciguatoxina, que se presenta en las epifitas de las
praderas de P. oceanica. El objetivo de este trabajo fue espe-
cificar los patrones estacionales de las fuentes de alimento y
las actividades antioxidantes en el higado, ¢l cercbro y la
carne de S. salpa y correlacionarlos.
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0.1 cm and weighed to the nearest 0.1 g. Immediately after
capture, fish were dissected and the guts were removed and
preserved in a 4% formalin solution. In the laboratory,
prey identification was carried out to the lowest possible
taxonomic level. Species abundance and wet weight were
recorded to the nearest £0.001 g, after removal of surface
water by blotting on tissue paper. We also immediately
removed the liver, brain, and flesh, rinsed them with ice-cold
saline and kept them at —30 °C in the same conserving condi-
tions as those used for the control fish, the annular scabream
Diplodus annularis (Linnacus 1758), belonging to the same
biotope and to the same family.

Stomach content analysis

To assess possible changes in diet with respect to size,
fish were divided into two size classes according to Pallaoro
et al. (2008): adults (3—7 years), TL > 20 cm (large size); and
subadults (2 years), 17 cm < TL <20 cm (medium size).

For each specimen whose stomach was filled with sea-
grass leaves and epiphytes, we further examined the compo-
sition and determined the food source. The stomach contents
were washed in a Petri dish and studied under a microscope.
The food items were sorted into large taxonomic groups and,
when possible, identified to species level according to
Fischer ef al. (1987). The dict of the salema was character-
ized using the vacuity index (VI), the relative mass of item i,
and the percentage gravimetric composition (% C,, the wet
weight of prey items in the total wet weight of non-empty
stomachs), according to the following formulas:

VI = Number of empty stomachs
Number of stomachs studied

x 100 (1)

. Mass of item
% (relat = 100 (2
6 (relative mass) Total mass of stomach contents X )

_ Massofitem i
~ Total mass of prey x 100 ()

Analysis of the vacuity index over time could inform us
about the dietary behavior of fish and allow us to formulate
seasonal or monthly rhythms.

Item i can be a group, a family, a genus, or a species
depending on the degree of food source determination.

Analysis of the micro-epiphytic species in the stomach
contents

The stomach contents were put in a beaker and 500 mL of
seawater were added. The whole mixture was then shaken
and filtered. The filtered water was preserved in 3% formol.

Phytoplankton was identified from live cells to avoid
cell destruction. Phytoplankton enumeration was performed
using an inverted microscope following the method proposed

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion y muestreo

Este estudio se realiz6 en las inmediaciones de la isla de
Kerkennah (golfo de Gabes, sureste de Tunez). Este archi-
piélago se caracteriza por extensas praderas de P. oceanica.
Los especimenes de S. salpa se recolectaron entre enero de
2006 y enero de 2007, en diferentes momentos de cada
estacion del afio. Se recolectaron 59 especimenes en invierno,
57 en primavera, 57 en verano y 55 en otofio. Las tallas varia-
ron entre 12.8 vy 28 cm. A cada organismo se le midi6 la
longitud total (LT) con una precision de 0.1 cm y el peso total
con una precisién de 0.1 g. Inmediatamente despucs de su
captura, los peces fueron disecados y los intestinos fueron
retirados y preservados en una solucion de formalina al 4%.
En el laboratorio, las presas se identificaron hasta el nivel
taxondémico mas bajo posible. La abundancia de las especies
v el peso himedo se registraron con una precision de
+0.001 g, después de eliminar el agua superficial con un
papel secante. Asimismo, inmediatamente se¢ retiraron el
higado, el cerebro y la carne, y se lavaron con una solucién
salina helada y se conservaron a —30 °C en las mismas condi-
ciones en las que se mantuvo el pez control, el raspallén
Diplodus annularis (Linnacus 1758), que pertenece al mismo
biotopo v a la misma familia.

Analisis del contenido estomacal

Para evaluar los posibles cambios en la dicta en relacion
con la talla, los individuos se dividieron en dos clases de talla
segun Pallaoro ef al. (2008): adultos (3—7 afios), LT > 20 cm
(talla grande); v subadultos (2 afios), 17 cm < LT < 20 cm
(talla mediana).

Se analiz6 la composicion y fuente de la dicta de cada
espécimen cuyo estomago estaba lleno de hojas y epifitas.
El contenido estomacal se lavd en una caja de Petri v se
examindé debajo de un microscopio. Los componentes
tréficos se clasificaron en grandes grupos taxondmicos vy,
cuando fue posible, se identificaron hasta nivel de especie de
acuerdo con Fischer ef al. (1987). La dicta de la salema se
caracterizd usando el indice de vacuidad (IV), la masa
relativa del componente i v la composicién gravimétrica
(% C,. ¢l peso himedo de los componentes en ¢l peso
hamedo total de los estomdgos no vacios), segun las siguien-
tes férmulas:

IV = Numero de estdmagos vacios
Numero de estomagos analizados

x 100 (1)

Masa de la componente i
Masa total de los contenidos

% (masa relativa) = x 100  (2)

_ Masa de la componente i

C
P Masa total de las presas

x 100 3)
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by Utermohl (1958) after fixation with Lugol’s iodine
solution (4%) (Bourrelly 1985). Phytoplankton samples were
identified according to Tregouboff and Rose (1957), Huber-
Pestalozzi (1968), Dodge (1973, 1975, 1982, 1985), Balech
(1988, 1995), and Tomas ef al. (1993, 1996). The same
protocol was carried out in all four seasons (winter, spring,
summer, and autumn).

The concentration of phytoplankton cells (non-toxic dia-
toms) and toxic epiphytic dinoflagellates associated with
ciguatera fish poisoning (e.g., Prorocentrum sp., Ostreopsis
sp., Coolia sp., and Amphidinum sp.) was recorded.

Preparation of cytosolic extracts

The frozen liver, brain, and flesh cell samples were
homogenized (Ultra Turrax T25, Germany; 1:2, w/v) in an
ice cold buffer (TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4)
and centrifuged (5000 g, 30 min, 4 °C); supernatants were
frozen at —30 °C.

Biochemical assays

In fish tissues, catalase activity was measured by the UV
colorimetric method described by Aebi (1984), using H,O, as
substrate; glutathione peroxidase (GSH-Px) activity was
measured by a modification of the colorimetric method pro-
posed by Flohe and Giinzler (1984), using H,0, as a substrate
along with a GSH reduction. The protein content of tissue
extracts was determined according to Bradford (1976).

Statistical analysis

Data are presented as means + standard deviation. The
determinations were performed from five animals per group
and the differences were examined by a two-way analysis of
variance (fixed factors: size and season), followed by the
Fisher test (Stat View), and the significance was accepted
at P < 0.05. Also, correlation coefficients (R) were calcu-
lated for all sizes and all seasons together using the Pearson
correlation.

RESULTS
Nature of the salema stomach contents

Throughout the year of study, the diet of large- and
medium-sized S. salpa was composed of a variety of marine
flora (table 1). In spite of the abundance of Caulerpa
prolifera in the biotope, this species did not appear in the
stomach contents.

Vacuity index

For our study of the dictary behavior of salema, we
examined 228 stomachs, 104 of which contained macrophyte
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El analisis del indice de vacuidad a través del tiempo nos
proporciona informacion del comportamiento alimentario y
nos permite obtener ritmos estacionales 0 mensuales.

El componente i puede ser un grupo, una familia, un
género o una especie segun el grado de determinacion.

Analisis de las especies microepifiticas en el contenido
estomacal

El contenido estomacal se introdujo en un frasco al cual
se afiadieron 500 mL de agua de mar. El frasco se agit6 y la
mezcla se filtr6. El agua filtrada se preservé en formol al 3%.

El fitoplancton se identific6 a partir de células vivas para
evitar la destruccién de células. La enumeracion de las
células se realizd con un microscopio invertido, siguiendo el
método propuesto por Uterméhl (1958), después de la fija-
cién con una solucién de yodo (Lugol) al 4% (Bourrelly
1985). Las muestras fitoplancténicas se identificaron de
acuerdo con Tregouboff v Rose (1957), Huber-Pestalozzi
(1968), Dodge (1973, 1975, 1982, 1985), Balech (1988,
1995) y Tomas et al. (1993, 1996). Se siguié el mismo proto-
colo en las cuatro estaciones (invierno, primavera, verano y
otofio).

Se registro la concentracion de células fitoplanctonicas
(diatomeas no toxicas) y de dinoflagelados epifitos toxicos
asociados con la intoxicacidn por ciguatera (e.g., Prorocen-
trum sp., Ostreopsis sp., Coolia sp. y Amphidinum sp.).

Preparacion de los extractos citosolicos

Las muestras congeladas de las células del higado, el
cercbro y la carne se homogeneizaron (Ultra Turrax T25,
Alemania; 1:2, p/v) en un tampé6n helado (TBS: 50 mM Tris,
150 mM NaCl, pH 7.4) y se centrifugaron (5000 g, 30 min,
4 °C). Los sobrenadantes se congelaron a —30 °C.,

Ensayos bioquimicos

En los tejidos, se midio la actividad enzimatica de la cata-
lasa mediante el método colorimétrico (con luz UV) descrito
por Aebi (1984), usando H,O, como sustrato; la actividad de
la glutation peroxidasa (GSH-Px) se midid mediante una
modificacién del método colorimétrico propuesto por Flohe y
Giinzler (1984), usando H,O, como sustrato junto con una
reduccion de GSH. El contenido proteico de los extractos de
tejido se determind de acuerdo con Bradford (1976).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como medias + desviacidén
estindar. Las determinaciones se realizaron a partir de cinco
animales por grupo y las diferencias se analizaron mediante
un analisis de varianza de dos vias (factores fijos: talla y
estacion), seguido por la prucba de Fisher (Stat View);
el nivel de significancia se fij6 en P < 0.05. Asimismo, se
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Table 1. Diet composition of Sarpa salpa, determined from the
stomach contents (different varieties of marine flora) of large- and
medium-sized salema throughout the year of study.

Tabla 1. Composicion de la dieta de Sarpa salpa, determinada a
partir del contenido estomacal (variedades diferentes de flora
marina) de los peces de talla grande y mediana a lo largo del afio de
estudio.

Marine phanerogam: Posidonia oceanica (seagrass)

Algae: Petiola stupulaceae (red alga)
Grateloupia spp. (red alga)
Ceramium spp. (red alga)
Sphacelaria pluma (red alga)
Dictyota dichotoma (brown alga)
Cytoseira spp. (brown alga)

Cyanophyta: Lyngbia spp.

species. Around the Island of Kerkennah (Gulf of Gabes),
S. salpa was captured at night, which is when the fish are
most active generally because they are feeding. The individu-
als caught were hauled onboard the following morning, so
some of them may have remained in the net for several hours,
and their capture may have occurred before the ingestion of
prey or after digestion. As a result, many specimens had an
empty stomach at the moment they were collected.

The seasonal variation of the mean vacuity index for the
medium and large size classes showed a decrease in spring
(31.57%) and summer (40%) relative to autumn (66.10%),
indicating that S. salpa fed more in the first two periods.

Seasonal variation coefficient of mass (%) for Posidonia
oceanica

The percentage gravimetric composition for grazing on 7.
oceanica leaves by S. salpa increased gradually from winter
to autumn: 18.94% in winter, 48.95% in spring, 59.92% in
summer, and 74.8% in autumn. This shows that £ oceanica
leaves are the preferred food source for the salema in almost
all seasons. Algae are a complementary food source accord-
ing to their availability in the milieu. The epibiont is occa-
sional or complementary for a size class in extreme cases.
The diet is not only conditioned by the availability of food
but also by the territorial and refuge-secking behavior of this
species.

Diet of the salema

During winter, adult salema generally fed less on P
oceanica leaves, which comprised 7.34% of the diet. We
noticed an increase in salema grazing of red algae (87.18%)
and brown algac (5.77%) (fig. 1). Unlike the adults, for
the medium-sized fish we recorded a seasonal grazing on
P, oceanica leaves reaching 97.34% (fig. 1).
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calcularon coeficientes de correlacion (R) para todas las tallas
y estaciones en conjunto usando la correlacion de Pearson.

RESULTADOS
Contenido estomacal de la salema

Durante ¢l afio de estudio, 1a dicta de adultos y subadultos
de S. salpa consistid de una variedad de flora marina
(tabla 1). A pesar de la abundancia de Caulerpa prolifera en
el biotopo, esta especic no aparecié en los contenidos
estomacales.

Indice de vacuidad

Para el andlisis del comportamiento alimentario de S.
salpa se examinaron 228 estomagos, de los cuales 104 con-
tenian especies de macrdfitos. Los peces se capturaron alre-
dedor de la isla de Kerkennah (golfo de Gabes) durante la
noche, ya que es cuando generalmente se estdn alimentando y
estan mas activos. Los individuos capturados se trasladaron a
bordo la mafiana siguiente, por lo que algunos podrian haber
permanecido en la red durante varias horas y su captura pudo
haber sucedido antes de la ingesta de presas o después de
la digestion. Consecuentemente, varios de los especimenes
tenian el estdmago vacio al momento de su recoleccion.

La variabilidad estacional del indice de vacuidad prome-
dio para las clases de talla grande y mediana mostré un decre-
mento en primavera (31.57%) y verano (40%) en relacidon
con otofio (66.10%), lo que indica que S. salpa se aliment6d
mas en los primeros dos periodos.

Coeficiente de variacion estacional de la masa (%) para
Posidonia oceanica

La composicion gravimétrica (%) del pastorco de las
hojas de P. oceanica por S. salpa increment6 gradualmente
de invierno a otofio: 18.94% en invierno, 48.95% en prima-
vera, 59.92% en verano y 74.8% en otofio. Esto muestra que
las hojas de P. oceanica son el alimento preferencial de la
salema en casi todas las estaciones. Las algas son un alimento
complementario segun su disponibilidad en ¢l ambiente. El
epibionte es un alimento ocasional o complementario para
una clase de talla en casos extremos. La dieta no s6lo esta
condicionada por la disponibilidad de alimentos, sino tam-
bién por el comportamiento territorial y de bisqueda de refu-
gio de la especie.

Dieta de la salema

En invierno, los adultos de S. salpa consumieron menor
cantidad de hojas de P. oceanica, constituyendo 7.34% de la
dieta, ¢ incrementaron su consumo de algas rojas (87.18%) v
pardas (5.77%) (fig. 1). A diferencia de los adultos, para los
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Figure 1. Grazing behavior of Sarpa salpa. Diet composition was detennined from the stomach content for two size classes, (a) subadults
(TL <20 cm) and (b) adults (TL > 20 cm), in terms of percentage of seasonal grazing.

Figura 1. Comportamiento alimentario de Sarpa salpa. La composicion de la dieta se determiné a partir del contenido estomacal de dos
clases de talla, (a) subadultos (LT <20 cm)y (b) adultos (LT > 20 cm), en términos del porcentaje de pastoreo estacional.

During spring, we obtained a lower coefficient of
the vacuity index since the animal tended to eat more.
The grazing rates by salema on P oceanica leaves were
rather high for both size classes. The medium-sized fish
included the Cyanophyta Lyngbia sp. in their diet (up to
40%), certainly not because they prefer them but rather
because of the abundance of these algae in the enviromnent
(fig- 1).

Summer is the season preceding the reproductive period
of large-sized salema. Adult fish increased their grazing of
P. oceanica leaves, reaching 79.5% during this season,
whereas the subadults incorporated more Lyngbia sp. into
their diet, and the percentage of Lyngbia sp. (42.18%) was
significant (fig. 1).

During autumn, the reproductive period of this species,
the animal does not feed sufficiently; however, we noticed
that its food spectrum was much diversified by a multitude of
algae. The brown alga Cvtoseira sp. was identified only in
this season, with a percentage of 4.24%. Both adults and
subadults attained maximum grazing of P. oceanica leaves
(64.31% and 67.20%, respectively) (fig. 1).

Evaluation ofthe phytoplankton composition

The evaluated phytoplankton corresponded to the epi-
phytic algal microflora digested by the salema. Seasonal
variation of the toxic phytoplankton was assessed in terms of
the full number of phytoplankton. The toxic phytoplankton
species observed in the stomach contents were the dinoflagel-
lates Prorocentrum mexicanum, Prorocentrum lima, Proro-
centrum concavum, Ostreopsis siamensis, Coolia monotis,
and Amphidinum carterae. The proportions of toxic species
increased in parallel with the total phytoplankton population

(fig- 2).
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subadultos se registr6 un pastoreo estacional de P. oceanica
de casi 97.34% (fig. 1).

En primavera, el coeficiente del indice de vacuidad fue
menor ya que el animal tiende a comer mas. Las tasas de
pastoreo de las hojas de P. oceanica fueron bastante altas para
las dos clases de talla. Los peces de talla mediana incluyeron
a Lyngbia sp. en su dieta (hasta 40%), ciertamente no por
motivos preferenciales sino mas bien debido a la abundancia
de esta alga en el medio ambiente (fig. 1).

El verano es la estacion que precede el periodo reproduc-
tivo de Ios peces de talla grande. Los adultos incrementaron
su consmno de las hojas de P. oceanica, alcanzando 79.5%
durante esta temporada, mientras que los subadultos incluye-
ron un mayor porcentaje de Lyngbia sp. en su dieta, y el
porcentaje de Lyngbia sp. (42.18%) fue significativo (fig. 1).

En otofio, el periodo reproductivo de esta especie, el
animal no consume lo suficiente; sin embargo, se observo
que su espectro trofico resultdé muy diversificado por una
gran cantidad de algas. El alga parda Cvtoseira sp. (4.24%)
solo se identifico en esta estacion. Tanto los adultos como Ios
subadultos alcanzaron su maximo pastoreo de las hojas de
P. oceanica (64.31%y 67.20%, respectivamente) (fig. 1).

Evaluacion de la composicionfitoplanctonica

El fitoplancton evaluado correspondi6 a la microflora epi-
fitica algal digerida por S. salpa. La variacién estacional del
fitoplancton toxico se evalud en funcion del niimero total de
fitoplancton. Las especies de fitoplancton téxico en los con-
tenidos estomacales fueron los dinoflagelados Prorocentrum
mexicanum, Prorocentrum lima, Prorocentrum concavum,
Ostreopsis Coolia monotis 'y Amphidinum
carterae. Las proporciones de las especies toxicas incremen-
taron en conjunto con la poblacion total de fitoplancton

(fig. 2).

siamensis,
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Figure 2. Seasonal variation ofthe toxic phytoplankton. The total
number of phytoplankton counted in 1L of water from the
stomach contents of Sarpa salpa was analyzed. The difference
between seasons is statistically different for total phytoplankton
(*P < 0.05 compared to autumn or winter) and for toxic
phytoplankton (** P < 0.05 compared to autumn, winter, or
spring).

Figura 2. Variacion estacional del fitoplancton toxico. Se analizd
el nimero total de fitoplancton en 1L de agua del contenido
estomacal de Sarpa salpa. La diferencia entre estaciones es
estadisticamente diferente para el fitoplancton total (* P <0.05 en
comparacion con otofio o invierno) y para el fitoplancton téoxico
(** P <0.05 en comparacion con otoflo, invierno o primavera).

Seasonal variation ofthe ciguateric species

To evaluate the possible effect ofthe toxicity of ciguateric
species on fish and consequently on its consumers, we
observed that the mean seasonal variation of toxic phyto-
plankton increased significantly (P < 0.05) in the salema
stomach contents during summer as compared to autumn,
winter, or spring (fig. 2). The amount of ciguateric species
co-ingested by the salema as part of their diet gradually
increased from spring to summer, and is suspected to
accumulate in the organs ofthese fish (fig. 2). For this reason,
the consumption of salema is unadvisable in certain periods
of the year (especially in summer and autumn) because it
causes a hallucinatory syndrome and central nervous system
disorders.

Seasonal variation of antioxidant activities for the salema

Antioxidant enzyme activities in several organs and com-
partments of the salema specimens were studied. The results
obained were compared with those found for the control fish,
the annular seabream Diplodus annularis (from the same
biotope). This enabled us to note several specificities.

In winter, no significant variation (P > 0.05) was
observed for the antioxidant activity of catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) in the adult and subadult size
classes of S. salpa as well as in I), annularis (figs. 3, 4).
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Variacion estacional de las especies que causan ciguatera

Para evaluar el posible efecto de la toxicidad de las espe-
cies asociadas con la ciguatera en peces y, consecuentemente,
sus consumidores, se observd que la variacion estacional
media del fitoplancton téxico increment6 significativamente
(P < 0.05) en el contenido estomacal de la salema durante el
verano en comparacion con el otoflo, el invierno y la prima-
vera (fig. 2). La cantidad de especies ciguatéricas coingeridas
por S. salpa como parte de su dieta incrementd gradualmente
de la primavera al verano, y se supone que se acmnulan en
lTos 6rganos de esta especie (fig. 2). Por tai razon, el consumo
de la salema no es recomendable en ciertos periodos del afo
(especialmente en verano y otofio) ya que causa un sindrome
alucinatorio y trastornos del sistema nervioso central.

Variacion estacional de la actividad antioxidante en la
salema

Se estudi6 la actividad de las enzimas antioxidantes en
varios Organos y compartimientos de los especimenes de
S. salpa examinados. Los resultados se compararon con los
obtenidos para el pez control. Diplodus annularis (del mismo
biotopo). Esto nos permitié observar varias especificidades.

En invierno, no se observd una variacidon significativa
(P >0.05) para la actividad antioxidante de la catalasa (CAT)
y la glutation peroxidasa (GPx) en los adultos y subadultos de
S. salpa asi como enU. annularis (figs. 3, 4).

En primavera, se observd un incremento significativo
(P <0.05) de la actividad antioxidante de CATy GPx, el cual
afectd solo el higado de los adultos y subadultos de S. salpa
(figs. 3, 4).

En verano, se observd un aumento significativo (P <
0.05) de la actividad de CAT en el higado de los adultos y
subadultos de S. salpa. También se registr6 una variacion
significativa (P < 0.05) de la actividad de GPx en el higado
de ambas clases de talla, asi como una variacion significativa
(P <0.05) de las actividades de CAT y GPx en el cerebro de
so6lo los peces de talla grande (figs. 3, 4).

En otofio, se observd una variacion significativa (P <
0.05) de la actividad de CAT en el higado de Ios peces de
talla grande y mediana. También se registré una variacion
significativa (P < 0.05) en la actividad enzimatica antioxi-
dante en el cerebro y la carne de los adultos de S. salpa.
La actividad de GPx se observd en los tres organos de los
adultos de S. salpa (P < 0.05) (figs. 3, 4).

Correlacion interestacional entre el porcentaje de
especies ciguatéricas y Ios perfiles de estrés oxidativo para
la salema

A fin de justificar y consolidar nuestras observaciones, se
realizd una serie de pruebas para determinar la correlacion
entre el total de dinoflagelados toéxicos y los perfiles del
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Figure 3. Catalase activity (pM H20 2min-1 mg protein-1) in the liver, brain, and flesh of (a) Sarpa salpa compared to (b) the control fish
Diplodus annularis for tile medium (subadult) and large (adult) size classes. The values represent the mean. The standard deviation was
smaller than 10% ofthe mean in all cases and was therefore not included for clarity.

Figura 3. Actividad de la catalase (pM H20 2miirlmg proteina-1) en el higado, el cerebro y la carne de (a) Sarpa salpa en comparacioén con
(b) el pez control Diplodus annularis para las clases de talla mediana (subadultos) y grande (adultos). Los valores representan la media. La
desviacion estandar fue menor que 10% de la media en todos los casos y, por tanto, no se muestra.

Sampa salpa
GPx activity

Diplodus annularis
GPx activity

Figure 4. Glutathione peroxidase activity (pM GSH min-1 mg protein-1) in the liver, brain, and flesh during winter, spring, summer, and
autumn in (a) Sarpa salpa compared to (b) the control fish Diplodus annularis for the medium (subadult) and large (adult) size classes. The
values represent the mean. The standard deviation was smaller than 10% ofthe mean in all cases and was therefore not included for clarity.

Figura 4. Actividad de la glutation peroxidasa (pM GSH min-1 mg proteina-1) en el higado, el cerebro y la came de (a) Sarpa salpa en
comparacion con (b) el pez control Diplodus annularis para las clases de talla mediana (subadultos) y grande (adultos). Los valores
representan la media. La desviacion estandar fue menor que 10% de la media en todos los casos y, por tanto, no se muestra.

In spring, there was a significant increase (P < 0.05) in
the antioxidant activity of CAT and GPx, which affected only
the liver of'the large- and medium-sized salema (figs. 3, 4).

In summer, there was a significant increase (P < 0.05)
in the liver CAT activity of both the large- and medium-
sized salema. Moreover, we observed a significant variation
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estrés oxidativo en los diferentes Organos examinados para
todas las estaciones y todas las tallas en conjunto. Se observo
una correlacion significativa (P < 0.01) entre el total de
dinoflagelados y las actividades antioxidantes de CAT y GPx
en el higado, el cerebro y la carne para todas las estaciones y
tallas en conjunto (tabla 2).
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(P < 0.05) in the liver GPx activity for both size classes, as
well as a significant variation (P < 0.05) in CAT and GPx
activities in the brain only for the large size class (figs. 3, 4).

In autumn, we observed a significant variation (P < 0.05)
in liver CAT activity of the large and medium size classes.
There was also a significant variation (P < 0.05) in antioxi-
dant enzyme activity in the brain and flesh of the large-sized
salema. The activity of GPx is expressed in the three organs
of the large-sized salema (P < 0.05) (figs. 3, 4).

Inter-seasonal correlation between the percentage of
ciguateric species and the profiles of oxidative stress for
the salema

To justify and consolidate our previous observations, we
carried out a series of tests to determine the correlation
between the total toxic dinoflagellates and the profiles of oxi-
dative stress at the level of different organs studied for all
seasons and all sizes together. We observed a significant cor-
relation (P <0.01) between the total toxic dinoflagellates and
the CAT and GPx antioxidant activities in liver, brain, and
flesh for all seasons and all sizes together (table 2).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The mean vacuity index for S. salpa (54.38%) remained
rather weak throughout the year, whereas D. annularis had a
very high mean vacuity coefficient: 91.48% (Derbal et al.
2007). In addition, we noted that this coefficient showed a
decrease in spring and summer; consequently, S. salpa fed
more in these two seasons. The vacuity index was low for the
period before egg-laying, indicating that the salema nour-
ished and stored lipids for the sake of their genital product
maturation. The studied species had one period of maximum
spawning: from mid-September to mid-October. The period
of intensive settlement occurred at the end of November.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El indice de vacuidad promedio para S. salpa (54.38%)
fue algo débil a lo largo del afio, mientras que para D.
annularis se registrd un coeficiente de vacuidad promedio
bastante alto: 91.48% (Derbal et al. 2007). Ademas, se
observd que tal coeficiente decrecié en primavera y verano;,
consecuentemente, S. sa/pa consumié mas alimento en estas
dos estaciones. El indice de vacuidad fue bajo en ¢l periodo
antes de la puesta de huevos, lo que indica que la salema se
alimentd y almacené lipidos para el proceso de maduracidén
de los productos genitales. La salema presentd un periodo de
desove maximo, de mediados de septiembre a mediados de
octubre. El periodo de asentamiento intensivo se observd a
finales de noviembre. Estos resultados son comparables con
los obtenidos por Quignard ef al. (1984).

Durante el verano, a diferencia del invierno, S. salpa
aumenté su pastoreo de las hojas de P oceanica, alcanzando
un porcentaje de 79.65%, una tasa comparable con los resul-
tados obtenidos por Alcoverro ef al. (1995). En otofio, la
mayoria de los especimenes de las dos clases de talla consu-
mieron hojas de P oceanica, por lo que este alimento fue el
mayor componente en los contenidos estomacales de la
salema (>50% en otofio). Por tanto, a pesar de la regresion
en las tltimas décadas, la pradera estd en equilibrio con el
medio ambiente y P oceanica muestra un ciclo regular
de crecimiento asi como de la sucesion de colonizacion epi-
fitica. Las hojas adultas, que mostraron mayor colonizacién
por epifitas, fueron preferentemente consumidas por los
herbivoros durante todo ¢l afio en todas las profundidades.
De junio a septiembre S. salpa realiza el pastoreo en grandes
cardimenes que s¢ alimentan activamente de P oceanica a
fin de acumular reservas para ¢l periodo invernal cuando
comen menos v de preparar los peces adultos para la repro-
duccién. En marzo, cuando los adultos de S. salpa emigran

Table 2. Correlation matrix (Pearson test) between the total toxic dinoflagellates and the antioxidant activities of catalase (CAT) and
gluthathione peroxidase (GPx) for all seasons and all sizes together (** P < 0.01; number of parameters, 3; number of samples analyzed, 48).

Tabla 2. Matriz de correlacion (prueba de Pearson) entre el total de dinoflagelados toxicos y las actividades antioxidantes de la catalasa (CAT)
y la glutation peroxidasa (GPx) para todas las estaciones y tallas en conjunto (** P < 0.01; nimero de parametros, 3; numero de muestras
analizadas, 48).

Total toxic CAT activity CAT activity CAT activity GPx activity GPx activity ~ GPx activity

dinoflagellates in brain in flesh in liver in brain in flesh in liver
Total toxic dinoflagellates 1
CAT activity in brain 0.643™* 1
CAT activity in flesh 0.503™* 0.689™ 1
CAT activity in liver 0.506"* 0481 0.428"* 1
GPx activity in brain 0.513"™ 0.752™" 0.727" 0.353"™ 1
GPx activity in flesh 0.455™ 0.677" 0.708"" 0.446™ 0.818" 1
GPx activity in liver 0.564™ 0.820™" 0.667" 0.519™ 0.739"™ 0.742™" 1
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These results are comparable to those found by Quignard
et al. (1984).

In summer, unlike winter, S. salpa increased their grazing
on P oceanica leaves, reaching a percentage of 79.65%, a
rate comparable to the results found by Alcoverro ef al.
(1995). In autumn, almost all the specimens belonging to the
two size classes examined consumed P oceanica leaves. For
this reason, this food attained the highest level in the salema
stomach contents (>50% in autumn). Hence, notwithstanding
regression during the last decades, the meadow is in equilib-
rium with the environment and P oceanica shows a regular
cycle in both plant growth and succession of epiphyte
colonization. Adult leaves, which showed the greatest coloni-
zation by epiphytes, were preferred by herbivores throughout
the year at all depths. Grazing by S. salpa from June to
September is done in massive schools that actively feed on
P oceanica to accumulate reserve for the winter period when
they eat less, and to prepare adult fish for reproduction. In
March, when S. salpa adults migrate to deep waters, juve-
niles live and feed in shallow, rocky bottoms (Peirano et al.
2001).

Along with the algae and Posidonia, we noticed that the
epiphytic toxic dinoflagellates present an important diversity
and remarkable seasonal fluctuations. In addition to the
diatoms, the toxic dinoflagellate species were identified as
Prorocentrum mexicanum, P. concavum, P. lima, Ostreopsis
siamensis, Coolia monotis, and Amphidinum carterae.
Prorocentrum  mexicanum produces haemolytic toxins
(Nakajima ef a/. 1981) and water-soluble, fast-acting toxins
(Tindall ef al. 1989). Prorocentrum concavum produces three
okadoic acid diolesters (Hu ef al. 1993) and a fast-acting
toxin; this species is also accused of causing the ciguatera
syndrome. Prorocentrum lima is known for producing DSP
(diarrhetic shellfish poisoning) toxins (Bomber and Aikman
1989) and causing the ciguatera syndrome (Faust 1991); the
production of fast-acting toxins is also noticed. Ostreopsis
siamensis and Coolia monotis are ciguatera-causing species
(Steidinger and Baden 1984). This implies that toxic dino-
flagellate algae exist, supporting the results obtained by
Raikhlin-Eisenkraft et al. (1988). The proportions of the
toxic species increased in the same direction as the total
phytoplankton population. The dinoflagellate at the level of
Posidonia oceanica leaves becomes very important at the end
of spring and in summer. These species were also the most
abundant dinoflagellates in the water column during summer
2001 in Lake Bizerte (northern coast of Tunisia) (Turki et al.
2000). This increase is primarily due to the increase in leaf
area as a result of leaf growth in this period (Alcoverro ef al.
1995). Indeed, the consumption of S. salpa is inadvisable
in certain periods of the year (especially in summer and
autumn) because it causes a hallucinatory syndrome and cen-
tral nervous system disorders, which for a long time have
been attributed to the presence of caulerpin in the green alga
Caulerpa prolifera (Haro et al. 1994). This assumption was
not confirmed until recently since this alga is rarely detected
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a aguas profundas, los jévenes habitan y se alimentan en
fondos rocosos y poco profundos (Peirano ef al. 2001).

Se observd que, junto con las algas y Posidonia, los
dinoflagelados tdéxicos presentan una gran diversidad y
notables fluctuaciones estacionales. Ademds de las dia-
tomeas, las especies de dinoflagelados toxicos fueron identi-
ficadas como Prorocentrum mexicanum, P concavum, P
lima, Ostreopsis siamensis, Coolia monotis 'y Amphidinum
carterae. Prorocentrum mexicanum produce toxinas
hemoliticas (Nakajima ef a/. 1981) y toxinas solubles en agua
de accion rapida (Tindall et al 1989). Prorocentrum
concavum produce tres ésteres didlicos del acido okadaico
(Hu et al. 1993) y una toxina de accion rapida, y se le acusa
de causar el sindrome de ciguatera. Prorocentrum lima pro-
duce toxinas diarreicas (intoxicacioén diarreica por mariscos)
(Bomber y Aikman 1989), el sindrome de ciguatera (Faust
1991) y toxinas de accion rapida. Ostreopsis siamensis y
Coolia monotis son especies que causan la ciguatera
(Steidinger v Baden 1984). Esto indica que existen los dino-
flagelados toxicos y sustenta los resultados obtenidos por
Raikhlin-Eisenkraft et al. (1988). Las proporciones de las
especies tdxicas incrementaron en la misma direccion que la
poblacidn total de fitoplancton. El dinoflagelado al nivel de
las hojas de Posidonia oceanica adquiere mucha importancia
a finales de primavera y en verano. Estas especies también
fueron los dinoflagelados mas abundantes durante el verano
de 2001 en la columna de agua del lago de Bizerte (costa
norte de Tunez) (Turki et al. 2006). Este aumento se debe
principalmente al aumento de la superficie foliar, como resul-
tado del crecimiento de las hojas en este periodo (Alcoverro
et al. 1995). De hecho, el consumo de S. salpa no es reco-
mendable en ciertos periodos del afio (especialmente en
verano y otofio) ya que causa un sindrome alucinatorio y
trastornos del sistema nervioso central, los cuales por mucho
tiempo fueron atribuidos a la presencia de caulerpina en el
algaverde Caulerpa prolifera (Haro et al. 1994). Esta suposi-
cién no fue confirmada hasta hace poco ya que rara vez se
detecta tal alga en ¢l contenido estomacal de peces. Por tanto,
segun ¢l presente estudio, las especies ciguatéricas son las
causantes mas que la caulerpina.

Los radicales oxidativos s¢ generan continuamente como
resultado del metabolismo normal y pueden aumentar como
productos secundarios de las reacciones de biotransforma-
cidn de las toxinas o los xenobidticos. Los sistemas antioxi-
dantes celulares han demostrado una gran adaptacion al
estrés oxidativo para contrarrestar la produccioén excesiva de
ERO (Alvarez y Boveris 1993, Niwa et al. 1996, Sureda
et al. 2004). Se utiliza ¢l estatus antioxidante de la célula a
fin de evaluar la capacidad de los organismos para resistir ¢l
estrés ambiental inducido por algunos contaminantes marinos
(Frenzilli et al. 2004).

En invierno, no se observd una variacion significativa de
la actividad de las enzimas antioxidantes en los diferentes
organos examinados de S. salpa en comparacidn con el pez
control, D. annularis. Pareciera ser que esta ausencia de
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in fish stomach contents. Thus, according to this work,
ciguateric species are the culprits rather than caulerpin.

Oxidative radicals are continuously generated as a result
of normal metabolism and can increase as by-products of
biotransformation reactions of toxins or xenobiotics. Cellular
antioxidant systems have demonstrated a great adaptation to
oxidative stress in order to counteract excessive ROS produc-
tion (Alvarez and Boveris 1993, Niwa ef al. 1996, Surcda
et al. 2004). Cellular antioxidant status is used to evaluate the
ability of organisms to resist the environmental stress
induced by some marine pollutants (Frenzilli ef al. 2004).

In winter, no significant variation in antioxidant enzyme
activities was observed in salema at the level of the various
organs studied as compared to the control fish, D. annularis.
It would seem that this absence of significant variation is due
to the absence of toxic epiphytic dinoflagellates on the leaves
of P. oceanica consumed by S. salpa. In spring, there was a
significant increase in CAT and GPx activities in the liver of
the salema. The increase in the percentage of P. oceanica as
the food source of large- and medium-sized fish could
explain the difference found between the antioxidant enzyme
responses at the hepatic level in the different size ranges.
Moreover, we noticed an increase in antioxidant enzyme
activities that is certainly due to the presence of toxic dinofla-
gellates in the stomach contents of salema with a percentage
equal to 1.14%. The responses of CAT and superoxide
dismutase activity often have similar profiles; however, the
increase in CAT activity is stronger and earlier than that of
the latter (Di Giulio ef al. 1993).

In summer, P. oceanica leaves showed greatest coloniza-
tion by epiphytes owing to the fact that the surrounding water
was calmer. Sarpa salpa had maximum periods of grazing on
P. oceanica leaves during summer and autumn. This has an
effect on the resulting antioxidant activities. We also noticed
a significant variation of CAT and GPx activities in the liver
of both large- and medium-sized fish. This proves that the
main CAT is highly expressed during the period of contami-
nation by toxic phytoplankton because of the elimination of
ROS, supporting the results obtained by Di Giulio ef al
(1993). There was also a significant variation of CAT and
GPx activites in the brain of the large-sized salema.

In autumn, the percentage of ciguateric species compared
to the other seasons was most important (5.26%). During this
season, fish from both size classes consumed P. oceanica
leaves as the preferential food source (>50%), which is in
agreement with the results found by Peirano er a/. (2001).
Differences in grazing might be explained by different behav-
ior of the grazers. Massive schools of S. salpa actively feed
on P oceanica leaves in summer to accumulate reserves for
reproduction during autumn. This behavior is reflected in the
rate of antioxidant activities, and both size classes showed
significant variation in liver CAT activity.

The activities of GPx were expressed in the three organs
of the large-sized salema. These results enabled us to
conclude that there was a peak in toxicity in autumn, and that
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una variacién significativa se¢ debe a la ausencia de
dinoflagelados téxicos en las hojas de P. oceanica consumi-
das por S. salpa. En primavera, se observé un aumento signi-
ficativo en las actividades de CAT y GPx en ¢l higado de la
salema. El aumento en el porcentaje de P oceanica como
fuente alimentaria de los adultos y subadultos podria explicar
la diferencia encontrada entre las respuestas de las enzimas
antioxidantes a nivel hepdtico en las dos clases de talla.
Ademas, se observo un aumento en la actividad de las enzi-
mas antioxidantes que ciertamente se debe a la presencia de
dinoflagelados toxicos en el contenido estomacal de S. salpa
con un porcentaje igual a 1.14%. Las respuestas de la activi-
dad de CAT y de la superéxido dismutasa frecuentemente
tienen perfiles similares; sin embargo, el aumento de la
actividad de CAT es mas fuerte y sucede antes que la de la
superoxido dismutasa (Di Giulio ef al. 1993).

En verano, las hojas de P. oceanica mostraron una mayor
colonizacidén de epifitas debido a que el agua circundante
estaba mas tranquila. Los periodos de maximo consumo de
las hojas de P. oceanica por S. salpa se registraron en verano
y otofio. Esto afecta las actividades antioxidantes resultantes.
Asimismo, se observé una variacion significativa de las
actividades de CAT y GPx en el higado de los peces de talla
grande y mediana. Esto demuestra que la CAT principal es
altamente expresada durante el periodo de contaminacién por
fitoplancton toxico debido a la eliminacién de ERO, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Di Giulio et al.
(1993). También se observd una variacién significativa de
las actividades de CAT y GPx en el cerebro de los adultos de
S. salpa.

En otofio, ¢l porcentaje de especies asociadas con la
ciguatera fue mas importante (5.26%) que en las otras tempo-
radas. Durante el otofio, los peces de ambas clases de talla
consumieron las hojas de P. oceanica como la fuente de
alimento preferencial (>50%), lo cual concuerda con los
resultados de Peirano ef ol. (2001). Las diferencias en pas-
toreo pueden ser explicadas por un comportamiento diferente
de los herbivoros. Los cardimenes masivos de S. salpa se
alimentan activamente de las hojas de P oceanica durante el
verano a fin de acumular reservas para la reproduccion
durante el otofio. Este comportamiento s¢ refleja en la tasa de
actividad antioxidante, y ambas clases de talla mostraron una
variacion significativa de la actividad hepdtica de CAT.

Las actividades de GPx se¢ expresaron en los tres 6rganos
de los adultos de S. salpa. Estos resultados nos permitieron
concluir que hubo un pico en la toxicidad en otofio, y que la
toxicidad aumentd notablemente en el cerebro en otofio ¢
inclusive se acumulé en la carne de los peces de talla grande.
El metabolismo de compuestos téxicos con frecuencia resulta
en la formaciéon de ERO, lo cual contribuye a su toxicidad
(Chovanec et al. 2003).

La induccién del aumento de la respuesta antioxidante
es una respuesta logica a la exposicion a sustancias toxicas
generadas por los dinoflagelados. En este contexto, el
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toxicity increased enormously in the brain in autumn and
even accumulated in the flesh of the large-sized fish. The
metabolism of toxic compounds frequently results in the
formation of ROS, which significantly contribute to their
toxicity (Chovanec et al. 2003).

The induction of the increase in antioxidant response was
a logical answer to the exposure to toxic substances gener-
ated by toxic dinoflagellates. In this context, phytoplankton
was responsible for the activation of antioxidant activities or
acts parallel to other stress factors such as seasonal influence
and water temperature and oxygen saturation. These factors
may intervene, but phytoplankton is most influential because
of the toxic dinoflagellates consumed by salema. The control
fish, D. annularis, does not consume toxic dinoflagellates
and does not show an antioxidant response like S. salpa. It
appears that antioxidant activities are generally increased in
the presence of toxic phytoplankton in the stomach contents
of salema.

We observed a significant correlation (P, < 0.01) between
the total toxic dinoflagellates and the antioxidant activities of
CAT and GPx in liver, brain, and flesh for all seasons and all
sizes together. Therefore, the effects of ciguateric species
induce antioxidant activity, which starts to increase in spring
and to decrease in winter. These results also confirm that
reported by Rodriguez-Ariza et al. (1993), who found a
parallel increase in GPx, CAT, and superoxide dismutase in
polluted mullet (Afugil sp.).

In summary, we have shown that antioxidant activities for
S. salpa from the Island of Kerkennah undergo a season-
depending cumulative effect, appearing first in the liver, then
in the brain, and finally the flesh. This effect increases with
the size of the animal and, therefore, possibly with the
amount of P oceanica leaves consumed, which are rich in
toxic epiphytic phytoplankton of a seasonal nature.
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