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RESUMEN

La merluza austral (Merluccius australis, Hutton, 1872) constituye uno de los recursos mas
importantes de la pesqueria demersal del sur de Chile. La dindmica espacial descrita para
esta especie sefiala patrones de migraciones entre ejemplares adultos de aguas exteriores
(quiebre de plataforma continental) e interiores (canales y fiordos) de la X y XI regiones,
donde ocurriria un desplazamiento de la fraccion adulta de peces desde aguas interiores
hacia aguas exteriores durante el invierno con fines reproductivos (desove) y
posteriormente, un retorno hacia aguas interiores para alimentarse. Se ha reportado que las
areas de desove mas importantes de merluza austral en la zona sur de Chile corresponde a
las zonas alrededor de las islas Guafo y Guamblin (aguas exteriores) durante invierno
(julio, agosto y septiembre). Sin embargo, algunos autores han registrado una importante
actividad de desove y presencia de huevos de merluza austral en la zona de fiordos y
canales (aguas interiores), lo que sugiere la existencia de una fraccion desovante residente
en la zona de los fiordos. Esta premisa, sin embargo, no ha sido completamente
comprobada, y podrian existir variadas posibilidades en cuanto a los ejemplares
responsables de los desoves detectados en aguas interiores. Para determinar si los huevos
presentes en aguas interiores corresponden a desoves de hembras residentes en esa zona (o
a hembras ingresadas desde aguas exteriores), se utilizaron los acidos grasos (AG) como
biomarcadores lipidicos. Los &cidos grasos son la fraccion de los lipidos que representa la
mayor reserva de energia en peces y son incorporados en peces a partir de la alimentacion
(dieta) pudiendo ser reconocidos en tejidos de peces adultos y en sus productos
reproductivos (huevos). Consecuentemente, se determiné los acidos grasos presentes en el
alimento de las hembras adultas, en el tejido muscular, hepatico y gonadico de las hembra

adultas y luego en los huevos presentes en el plancton.

Hembras de merluza austral fueron colectadas en época de reproduccion a fines de invierno
en la zona de aguas exteriores (Islas Guafo y Guamblin) y en aguas interiores (Golfo de
Ancud). A las hembras se les extrajo muestras de tejido gonadal, hepatico y muscular.
Paralelamente, en primavera se colectaron huevos de merluza austral y crustaceos desde el

plancton (Munida sp y eufausidos) en aguas interiores. Las muestras de tejidos y muestras



planctonicas fueron almacenadas en nitrégeno liquido para su posterior analisis de acidos
grasos en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masa donde la

identificacion de acidos grasos fue a través de la comparacion de espectros de masas.

Con el fin de determinar diferencias en la composicion de acidos grasos entre hembras
colectadas en ambas zonas, se analizaron los distintos grupos de acidos grasos: saturados
(SAFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA). Entre los poliinsaturados,
énfasis se puso en acidos grasos esenciales tales como Docosahexaenoico (DHA),
Eicosapentaenoico (EPA) y Araquiddnico (AA) y se determino la razon DHA/EPA que ha
sido sefialada como indicadora de tramas troficas basadas en diatomeas (DHA/EPA <1) o
de dinoflagelados (DHA/EPA >1). Finalmente, se determind la presencia de algunos AG
potencialmente indicadores de la presencia de crustaceos en la dieta (22:1(n-11) y 20:1(n-
11)). Los resultados indicaron variaciones en las concentraciones de cada AG entre los
tejidos de hembras en aguas interiores y exteriores. Entre los PUFA, las concentraciones de
DHA en goénadas fueron mayores en aguas interiores que exteriores. Por el contrario, el
DHA y EPA en higado y musculo fueron mayores en aguas exteriores. La relacion de
DHA/EPA disminuy6 en las gonadas desde aguas interiores a exteriores, sugiriendo una
trama trofica basada en diatomeas en aguas exteriores. Paralelamente, AG derivados de
crustaceos solo fueron encontrados en huevos en aguas interiores, lo cual coincididé con
reportes previos de una mayor proporcion de crusticeos en la dieta de adultos en aguas
interiores, lo que sugiriere que las hembras colectadas en esa zona habrian permanecido y
desovado durante la estacion reproductiva a fines de invierno-comienzos de primavera en
€sa misma zona.

Los datos generados en este estudio constituyen el primer reporte de acidos grasos en
tejidos de hembras en merluza austral, en crustaceos del género Munida, en eutausidos y en
huevos de merluza austral de la Patagonia. El uso de los AG como biomarcadores lipidicos
a lo largo de la trama trofica en distintas zonas de la Patagonia (eg. aguas interiores y
exteriores), permitié determinar la procedencia de las hembras de merluza austral durante la
temporada de desove en aguas interiores. Esta nueva informacion es importante para la
administracion de la pesqueria por cuanto se podria evaluar la fraccion de hembras que

desovan en cada zona y su contribucion al stock total de hembras reproductoras.
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ABSTRACT

The southern hake (Merluccius australis, Hutton, 1872) is one of the most important
demersal fishery resources of southern Chile. The spatial dynamics described for this
species indicates migration patterns of adults between the outer zone (continental shelf
break) and the inner zone (channels and fjords) of X and XI regions. There, a movement of
adult fish occurs from inner waters to the outer zone during the winter for reproductive
purposes (spawning), and then a return back to inshore waters for feeding. It has been
reported that the largest spawning area of southern hake in the southern part of Chile
corresponds to the areas around the islands Guafo and Guamblin (outer zone) during winter
(July, August and September). However, some authors have registered significant spawning
activity and the presence of eggs of southern hake in the fjords and channels (inner waters),
which suggests the existence of an adult spawning fraction resident in the fjords. This
premise, however, has not been fully tested, and there may be other possibilities in terms of
the origin of the spawning individuals detected in inner waters. To determine if eggs
present in the inner zone belong to spawning females residents in that area or to females
entering from the outer zone, fatty acids (FA) were used as lipid biomarkers. Fatty acids are
the fraction of lipids that represent the major reserve of energy in fish and are incorporated
in fish from food (diet), and may be recognized in tissues of adult fish and their
reproductive products (eggs). Consequently, the fatty acids present in the diet were
determined in adult female tissues, muscle, liver and gonad, of adult female and then in

eggs present in the plankton.

Southern hake females were collected during the reproductive season in late winter in the
outer (Guafo and Guamblin Islands) and inner zone (Gulf of Ancud). From them, gonadal,
liver and muscle tissue samples were collected. Similarly, in spring, southern hake eggs and
crustaceans were collected from plankton (Munida sp and euphausiids) in inner waters. The
tissue samples and planktonic samples were stored in liquid nitrogen for later analysis of
fatty acids in a chromatograph coupled to a mass gas spectrometer where fatty acids were

identified by comparison of mass spectra .



To determine differences in fatty acid composition between females collected in both areas,
the different groups of fatty acids were analyzed saturated (SAFA), monounsaturated
(MUFA) and polyunsaturated (PUFA). Among the polyunsaturated, emphasis was placed
on essential fatty acids such as docosahexaenoic (DHA), eicosapentaenoic (EPA) and
arachidonic (AA) and the ratio DHA / EPA which has been propossed to reveal food webs
based on diatoms ( DHA/EPA < 1 ) or dinoflagellates (DHA/EPA > 1). Finally, the
presence of some potentially FA indicating the presence of crustaceans in the diet ( 22:1 (n
-11) and 20:1 (n -11 )) were determined. The results indicated variations in the
concentration of each FA in female tissues between inner and exterior waters. Among
PUFAs, DHA concentrations were higher in gonads in females from the inner than outer
zones. Conversely, DHA and EPA in liver and muscle concentrations were higher in
exteriors waters. The ratio of DHA / EPA in the gonads decreased from innner to outer
waters suggesting a food web based on diatoms in offshore waters. Similarly, FA reported
from crustaceans were only found in eggs at the inner zone, which coincided with previous
reports of a higher proportion of crustaceans in the diet of adults in inner waters. These
results suggest that females collected in inshore watres would have remained and spawned

during the reproduction season in late winter-early spring in the same area .

The data generated in this study are the first report of fatty acids in tissues in southern hake
females, crustaceans of the genus Munida, in euphausiids and in southern hake eggs from
the Patagonia. The use of FA as lipid biomarkers along the food web in different areas of
Patagonia (eg. Inshore and offshore), allowed assessing the origin of southrn hake females
during the spawning season in inner waters. This new information is important for fishery
management purposes enabling to evaluate the fraction of females that spawn in each zone

and their contribution to the total stock of spawning females.



INTRODUCCION

La zona austral de Chile, area que se extiende desde la X hasta la XII region, 41,5°S
(Fiordo Reloncavi) hasta los 55°S (Cabo de Horno), situada en el Pacifico Sur Oriental, se
compone por varias islas, peninsulas, fiordos y canales representando un alto grado de
complejidad geomorfologico e hidrografico en la zona (Silva & Palma, 2008). Desde aguas
exteriores ocurre un ingreso permanente de aguas oceanicas de origen subantarticas que se
mezclan con las aguas interiores mas frias y menos salinas, provenientes de precipitaciones,
caudales de rios y el agua de los deshielos de glaciares cordilleranos (Palma & Silva, 2004).
La zona costera o agua interior tiene una alta productividad biolégica del cual se ha
obtenido valiosa informacion sobre altas concentraciones de huevos y larvas de peces,
indicando la existencia de arcas de desove (Balbontin & Bernal, 1997; Balbontin &

Cordova 2003; Balbontin & Bernal, 2005).

La merluza austral (Merluccius australis, Hutton, 1872) constituye un recurso importante
de la pesqueria demersal sur austral (PSDA). Esta pesqueria se inicia en 1978 mostrando un
rapido desarrollo , llegando a desembarques historicos en el afio 1988 con 70 mil toneladas.
Sin embargo, a partir del afio 1991 se observd una declinacion en los desembarques,
llegando a niveles inferiores a 30 mil toneladas para el afio 2008 (Sernapesca, 2011).
Actualmente la merluza austral es capturada tanto por el sector artesanal como industrial,
abarcando la zona de pesca las aguas interiores y exteriores entre las latitudes 41°28°S y
57°00°S; se reconocen dos unidades de pesquerias, una pesqueria norte y otra sur con un
limite divisorio entre ambas en los 47°S. Longitudinalmente, la zona de aguas exteriores se
extiende hasta una distancia de 60 millas nduticas de la unidad de pesqueria norte y 80
millas nauticas de unidad pesqueria sur para el interior, ambas medidas desde las linea de
base recta (Lillo ef al., 2004). Actualmente esta pesqueria se encuentra regida por el
régimen de administracion de limite maximo de captura por armador, sobre la base de
aplicar anualmente cuotas de captura de merluza austral y se encuentra declarada “en
estado y régimen de plena explotacion”, por lo tanto, se mantiene cerrado el acceso de

nuevos gestores a la pesqueria.



La merluza austral es una especie de habitos demersales que en aguas interiores se
distribuye entre los 70 y 100 m de profundidad, mientras que en aguas exteriores su
distribucion batimétrica ocurre entre los 60 y 800 m (Ojeda & Aguayo, 1986; Lillo ef al.,
2009). Desde el punto de vista de la biologia reproductiva, es una especie con desove
parcial y su talla de primera madurez ocurre en hembras es 69.4 cm LT (Balbontin &
Bravo, 1993). El area descrita para el desove de merluza austral comprende las aguas
exteriores cercanas a las Islas Guafo y Guamblin (44°-46° L.S; Rubilar et al., 2002) en el
periodo de invierno (julio, agosto y septiembre) (Balbontin & Bravo, 1993). Sin embargo,
Bustos et al. (2007) registraron una importante actividad de desove y presencia de huevos
(Balbontin & Bernal, 1997) de merluza austral en la zona de aguas interiores en el periodo
de primavera, lo que avalaria la existencia de una fraccion desovante residente en la zona
de los fiordos. Esta premisa, sin embargo, no ha sido completamente comprobada, y
podrian existir variadas posibilidades en cuanto a los ejemplares responsables de los
desoves detectados en aguas interiores tales como desoves de adultos de talla menor
residentes en aguas interiores durante todo el afio o desoves tardios de hembras adultas de
talla mayor que hubiesen ingresado a los canales después de su periodo de desove en aguas

exteriores.

La dindmica espacial de la merluza austral, estimada a partir de cambios estacionales en el
volumen de las capturas, y en la estructuras de tallas en aguas interiores, sugirieren
patrones de migracion de ejemplares adultos entre aguas exteriores e interiores (Céspedes et
al. 1996; Rubilar et al. 1999). Este modelo de dindmica espacial de la poblacion plantea
que en aguas interiores en invierno las estructura de talla de merluza austral corresponde
principalmente a juveniles, con escasa presencia de ejemplares adultos, situacion que
gradualmente se invierte hacia el verano cuando se registran adultos; posteriormente, esta
composicion gradualmente se “juveniliza” nuevamente hacia el invierno. La presencia y
ausencia de peces jovenes-adultos entre una estacion del afio y otra fue explicada por
patrones migratorios (Fig.7), donde ocurriria un desplazamiento de la fraccion adulta para
efectos de reproduccion (desove) desde aguas interiores hacia aguas exteriores durante el
invierno, y posteriormente, fracciones de esta poblacion adulta retornarian en verano hacia

aguas interiores para alimentarse (Lillo et al. 2004; 2009).
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Sin embargo, el modelo anteriormente planteado, no responde en su totalidad a la dindmica
existente en la zona sur austral. Los antecedentes aportados por cruceros acusticos en la
zona indican que las estructuras de tallas de merluza austral registradas en cruceros
realizados tanto en invierno como en verano, correspondieron principalmente a fracciones
juveniles de la poblacion. Ademas, Bustos et al. (2007) indicaron presencia de huevos de
merluza austral en el plancton de aguas interiores, desconociéndose la procedecia de esos
huevos, es decir, si esos huevos correponden a desoves de adultos de talla menor residentes
en aguas interiores durante todo el afio o a desoves tardios de hembras adultas de talla
mayor que hubiesen ingresado a los canales después de su periodo de desove en aguas

exteriores.

En el presente estudio se revisd el modelo propuesto por Céspedes et al. (1996) y Rubilar et
al. (1999), incorporandose nuevos antecedentes de la potencial relacion entre alimentacion
de las hembras en aguas interiores y exteriores y posibles desplazamientos entres zonas,
estimada a través de andlisis bioquimicos. La informacion a generar, se espera, permita
fortalecer las bases conceptuales sobre las cuales se sustenta el conocimiento actual de la
estructura poblacional de merluza austral en aguas interiores y exteriores en la zona sur

austral.

Utilizacion de biomarcadores lipidicos

Es amplio el conocimiento de la pesqueria de merluza austral, especialmente de la
explotacion comercial, sin embargo, se desconocen aspectos bdasicos cerca de la
bioquimica, reservas energética, su utilizacion y transferencias para efectos de reproduccion
en hembras de aguas interiores y exteriores.

En la actualidad se han identificado biomarcadores lipidicos como los acidos grasos (AG),
que son incorporados en los peces adultos a partir de la dieta y que pueden ser reconocidos
en el alimento de los adultos, en tejidos y también en sus productos reproductivos (huevos).
Entre éstos, y a diferencia de otras moléculas que son parte de la dieta de los consumidores
como por ejemplo proteinas y carbohidratos, los 4cidos grasos mantienen su estructura
basica incluso después de la digestion, por lo que al conservarse en los tejidos de los

consumidores son posteriormente reconocibles (Napolitano, 1999). Si la dieta de dos o mas

7



organismos ha sido diferente entre dos o mas zonas, por lo tanto, la presencia de estos

biomarcadores en sus tejidos deberia permitir revelarlo.

Generalmente los estudios tradicionales sobre la dindmica alimentaria utilizan el contenido
estomacal y consumo de alimento y con esta informaciéon se puede comparar héabitos
alimentarios en distintas zonas (Alfaro et al., 2006; Alfaro, 2008). Este tipo de estudios, sin
embargo, da cuanta solo de la alimentacion reciente (escala de horas). Las aproximaciones
con el analisis de acidos grasos permiten complementar e integrar las conductas
alimentarias a escalas de tiempo mas largas. Debido a sus propiedades conservativas, el
contenido AG encontrado en un organismo en un momento determinado es el reflejo de su
dieta integrada en un periodo de tiempo, que pueden ser dias, semanas e incluso algunos
meses, dependiendo del metabolismo del organismo (Napolitano, 1999; Dalsgaard et al.,

2003).

Los acidos grasos son utilizados como biomarcadores lipidicos ya que son componentes
esenciales en todas las células vivas constituyendo la fraccion principal de los lipidos en
organismos acuaticos (Sargent et al., 1987). Ejemplos en la literatura muestran el uso de
acidos grasos como biomarcadores a través de la trama trofica, los que en su mayoria han
sido estudiados e identificados en organismos del plancton claves en la trama tréfica como
bacterias, diatomeas, flagelados, dinoflagelados, zooplancton y macroalgas (Dalsgaard et
al., 2003). Recientemente, se registran estudios de 4cidos grasos hasta niveles superiores
incluyendo larvas de peces. Experimentos en laboratorio evaluaron la transferencia de
acidos grasos hacia larvas de bacalao, identificando en ellas biomarcadores lipidicos
especificos que habian sido ingeridos a partir de la dieta (Saint John & Lund, 1996) lo que
demuestra que la composicion de acidos grasos en peces puede ser afectado por la dieta
(Dalsgaard et al., 2003). Por ejemplo, la relacion de (n-6)/(n-3) es un indicador general de
herbivoria en el zooplancton, el DHA (Acido Docosahexaenoico) y el AA (Acido
Araquidénico) son biomarcadores de dinoflagelados, mientras que el EPA (Acido
Eicosapentaenoico) corresponde a diatomeas (Sargent et al., 1987; Dalsgaard et al., 2003).
Por tanto, el estudiar el perfil de acidos grasos en tejidos de peces reflejara en gran medida

la ingesta del alimento (Magalhaes et al., 2010).
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La transferencia de los AG desde el alimento ha sido detectada tanto en trabajos
experimentales en acuicultura, como en poblaciones de peces en distintos tipos de
ambientes naturales asi como en peces peldgicos como demersales. En el campo de la
acuicultura Li et al. (2005) examinaron en reproductores y huevos de Plectorhynchus
cinctus, la transferencia de diferentes dietas experimentales formuladas con similar
composicion pero en diferentes proporciones de acidos grasos (omega 3); sus resultados
reflejaron que los 4cidos grasos en proporciones presentes en los huevos fueron afectados
por la dieta. En poblaciones de peces en ambientes naturales, como el arenque del Pacifico
(Clupea harengus payasis), se examinaron diferentes tejidos somaticos y reproductivos en
hembras de diferentes estados de madurez y se determind que la composicion de acidos
grasos vari6 de acuerdo a la alimentacion y estado reproductivo. La variacion no solo fue
en las gonadas, sino también de los demads tejidos higado, intestino y musculo (Huynh et
al., 2007). A su vez, Magalhaes et al. (2010) identificoé en dos especies de peces de la
antartica (Notothenia coriiceps y Notothenia rossii) diferencias en la composicion de acidos
grasos de tejidos como musculo, higado, gonadas y corazén, cuya condicioén fue atribuida a
la dieta consumida por los peces. Por su parte Garrido ef al. (2007), indicaron diferencias
en la composicion de acidos grasos identificados en musculos y gonadas de peces adultos,
donde la alimentaciéon fue la determinante a las diferencias presentadas, debido a
variaciones estacionales y geograficas de los muestreos, lo que indica que la composicion
de 4cidos grasos muestra una variabilidad espacial, donde la alimentacion de los peces esta
estrechamente relacionada a la estacién y lugar fisico. Previamente, Lasker y Theilacker
(1962) habian demostrado que los lipidos en la sardina (S. caerulea) en huevos recogidos
del plancton, tienen una composiciéon muy similar a los lipidos de ovario, lo que lleva a
suponer que los lipidos de los ovocitos son representativos de aquellos que se encuentran en
el huevo. Asociado a este tipo de estudios, se ha demostrado que el traspaso de los acidos
grasos desde la dieta de los adultos puede incluso manifestarse en la composicion de acidos
grasos en los huevos. Ejemplo de esto ultimo en pelagicos pequetios ha sido documentado
en Chile central donde variaciones interanuales en la composicion del alimento de la
anchovetas en el medio pudo ser identificada a través de la composicion de acidos grasos
en huevos colectados desde el plancton (Castro et al., 2010). Por su parte en sistemas de

agua dulce, la composicion de 4cidos grasos pudo ser determinada en diferentes especies de
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peces y de invertebrados en el lago Michigan (Czesny et al., 2011). Recientemente, Rojbek
et al. (2012) no s6lo identifico diferencias en 4dcidos grasos en el bacalao del Baltico debido
a la depredacion de crustaceos (isopodos) y peces pelagicos pequenos (Sprattus y arenque),
ademas fueron capaces de conectar los retrasos de desove y cambios estacionales con la
disponibilidad de algunos acidos grasos a partir de sus diferentes presas. En resumen, los
resultados de los trabajos sefialados anteriormente indican, por lo tanto, que la composicion
de acidos grasos en los distintos tejidos e incluso posteriormente en huevos en el plancton

puede ser directamente influenciada por la alimentacion de los adultos (Bell ez al., 1997).

La merluza austral en aguas exteriores e interiores, preda sobre la merluza de cola
principalmente , siendo habitual también encontrar en contenidos gastricos en peces de
aguas exteriores a presas como merluza de tres aletas y mictofidos. En cambio, en la dieta
de merluza austral de aguas interiores se registra la presencia de canibalismo y una mayor
participacion de los crustaceos, especialmente del camaron (Pasiphaea dofleini); el resto de

las presas identificadas representa menos del 1,5% (Lillo ef al., 2004).

Con el fin de establecer si los acidos grasos pueden ser utilizados como biomarcadores de
alimentacion en distintas zonas que nos permitan identificar potenciales movimientos de
merluza austral entre aguas interiores y exteriores, el objetivo del presente estudio fue
determinar la composicion de 4cidos grasos en diferentes tejidos de hembras de merluza
austral en zonas de aguas interiores y exteriores de la X region de los Lagos e identificar
marcadores que puedan servir como diferenciadores de presas presentes en la dieta en

distintas zonas.
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Objetivo General

Determinar la composicion de acidos grasos en tejidos de merluza austral en el periodo
reproductivo en aguas interiores (canales y fiordos) y exteriores (ocednicas) en la Patagonia

Chilena.

Objetivos Especificos

1.- Desarrollar la técnica de extraccion de acidos grasos en tejidos de peces y en crustaceos

de la Patagonia.

2.- Determinar la composicion de acidos grasos en tejido gonadal, hepatico y muscular en
hembras de merluza austral colectadas en periodo reproductivo en aguas interiores y

exteriores de la Patagonia chilena (Capitulo I)
3.- Determinar la composicion en acidos grasos en crusticeos de aguas interiores y su

potencial asociacion con acidos grasos presentes en gonadas de merluza austral de aguas

interiores y exteriores (Capitulo II)
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Hipotesis

El modelo de dindmica poblacional de la merluza austral propuesto por Céspedes et al.
(1996) y Rubilar et al. (1999) en la zona sur austral de Chile, propone desplazamientos de
adultos desde aguas interiores hacia aguas exteriores con fines de reproduccion, y desde
aguas exteriores hacia el interior para alimentacion. Considerando, una composicion

diferente del alimento ingerido en las distintas zonas, se proponen las siguientes hipotesis:

Hipotesis 1:
Existen diferencias en la composicion de acidos grasos en los tejidos de hembras de

merluza austral colectadas en zonas de aguas interiores y exteriores.

Hipotesis 2: En aguas interiores se presentan biomarcadores especificos de crustaceos en

tejidos de merluza austral, debido al mayor presencia de éstos en la dieta.
La informacién a generar, se espera, permita fortalecer las bases conceptuales sobre las

cuales se sustenta el conocimiento actual de la estructura poblacional de merluza del sur en

aguas interiores y exteriores de la zona sur austral.
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METODOLOGIA GENERAL

Area de estudio y colecta de muestras

El estudio se llevo a cabo en el quiebre de la plataforma continental (agua exterior) y en
aguas interiores de la zona norte de la Patagonia Chilena, durante el invierno-primavera de
2010. Hembras de merluza austral fueron colectadas mediante red de arrastre alrededor de
la Isla Guafo (43,5 °S) e Isla Guamblin (44,5 °S) (aguas exteriores) en un crucero de
evaluacion de stocks realizada por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), a bordo del
buque de arrastre “Frio Sur VIII”. Las hembras de la zona de aguas interiores se obtuvieron
en el Golfo de Ancud (42 °S) abordo de una embarcacion artesanal mediante pesca con
espinel. Los datos biologicos incluyeron la longitud total (LT, cm), peso (g), el indice
gonadosomatico (IGS) y factor de condicion (Kc) calculado para cada hembra de merluza
austral. Se determind macroscopicamente la etapa de madurez gonadal de acuerdo a la
escala de madurez propuesta por Balbontin & Bravo (1993), seleccionando hembras en
estado 4, que corresponde a una etapa avanzada donde el ovario se encuentra turgente, de
color amarillo a anaranjado palido, fase avanzada donde los ovocitos fluyen del ovario al
presionar el abdomen. Con datos de la longitud total se determind la edad de las hembras en
base a un modelo de Von Bertalanffy propuesto para la merluza austral (Chong et al.,
2007). Muestras de crustaceos para analsis de acidos grasos se obtuvieron desde aguas
interiores (41.7°S) mediante colectas de plancton con una red Tucker trawl (300 um tamafio

trama) y una red de cerco de tipo anchovetera de 5 mm.

De un total de 19 hembras de merluza austral, se analiz6 los 4cidos grasos en el tejido
muscular, gonadal y hepdatico. Paralelamente, se determinaron los acidos grasos en 7
crustdceos (Munida sp y eufausidos ) colectados en periodo primavera-verano. En terreno,
una vez obtenidos los tejidos de merluza austral y de crustaceos, fueron conservados a -20
°C hasta su transporte al laboratorio en la Universidad de Concepcién donde fueron
almacenados en nitrégeno liquido en el Laboratorio de Oceanografia Pesquera y Ecologia
Larval (LOPEL) para posterior andlisis. En el laboratorio de Geoquimica Organica (GOM)

de cada tejido se extrajo al menos de 25¢g de tejido, mientras que cada crustadceo fue molido
13



completamentente con un mortero, para luego ser almacenado en crioviales (1,8 ml) para

posterior andlisis de acidos grasos.

Analisis de Acidos Grasos

Los tejidos (higado, gonada y musculo) y crustaceos fueron liofilizados y extraidos con
CH,Cl,: CH30H (3:1 v/v) usando Acelerador de Solvente Extracto (ASE-350) (Dionex ®)
(Loh et al, 2008; Yoshinaga et al, 2008). El extracto lipidico se concentré utilizando
TurboVap LV. Los extractos fueron saponificados con una solucion 0,5N de KOH/
metanol. Los lipidos fueron extraidos de la solucion bésica a pH> 13 utilizando hexano que

se acidifico mediante la adicion de HCl a pH <2.

Metilesterizacion (fraccion de acidos grasos)

Fracciones acidas se metilaron con BF; y fueron puesto en una placa calefactora por una

hora para producir ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) (Christie, 1989).

Cromatografo de gases y espectrometria de masa (GC-MS)

Los acidos grasos se determinaron en un cromatografo de gases (CG) Agilent 7890A
equipado con una columna capilar HP5-MS, se utiliz6 He como gas de arrastre a un flujo
de 1 ml min™', y un detector de masa Agilent. Se utilizo un programa de temperatura desde

120 °C a 290 °C a una tasa de 4 °C min .

Analisis cualitativo e identificacion de PLFA metilesterizados

La identificacion de los acidos grasos se realizo en base a la libreria interna del GC-MS-
NIST y una base de datos electronica a traves de la comparacion de los espectros de masas

y busqueda de tiempos de retencion.
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Analisis cuantitativo-curva de calibracion o estandar de cuantificacion

La concentracion se calculd utilizando una curva de calibracion de ésteres metilicos de
acidos grasos (FAME Supelco 37 compost mezcla de 10 mg ml' pulg CH,CL).
Methiltridecanoato (500 mg L") se afiadi6 como estandar de inyeccion (Blume et al.,

2002). Se obtuvieron los datos y se procesaron con Agilent Chemstations software.

Nomenclatura de los acidos grasos

La nomenclatura utilizada para nombrar a las cadenas de acidos grasos fue, x : y (n — z),
donde x es la cantidad de atomos de carbono de la cadena, y es el nimero de doble enlaces
que tiene la cadena,( n — z) indica la posiciéon del primer doble enlace desde el extremo

metilo.

La informacion de la contribucion de la composicion de acidos grasos (AG) fue analizada
considerando a) todos los acidos grasos (composicion total de AG) b) clasificada segun el
grupo de 4cidos grasos al que corresponde, Acidos grasos saturados (SAFA); Acidos grasos
monoinsaturados (MUFA); Acidos grasos poli-insaturados, (PUFA) c¢) considerar los
acidos grasos como biomarcadores individuales presentes/ausentes entre el consumidor y su

alimento.

Los resultados se expresaron en pg mg de peso seco y en porcentaje (%) de todos los acidos
grasos cuantificados en cada tejido. Las comparaciones incluyeron la concentracion de AG
(ug mg ) en los tres tejidos (higado, masculo y gonadas) en cada area (Golfo de Ancud,
Isla Guafo e Isla Guamblin), comparacion entre grupos de acidos grasos (SAFA, MUFA y
PUFA) y analizados como biomarcadores especificos sefialando su abundancia y
presencia/ausencia . Con analisis de ANOVA no paramétrica como el Test de Kruskal-

Wallis implementada en R (version 2.14.1) y STATISTICA (version 6.0).
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Abstract

Southern hake supports one of the most commercially important fisheries of southern Chile.
Its main recognized spawning area is located offshore in canyons along the continental
shelf margins of northern Patagonia, but recently eggs have been observed in inshore
channels and fjords. Whether the eggs reported in inshore areas were spawned in this area
by winter-spring resident female fish or by females entering the inner area from the
offshore spawning zone is not clear yet. In this study we examine the fatty acid composition
of female southern hake gonadic, liver, and muscle tissues to explore whether they could be
used as bio-indicators of the origin of females collected in the inshore (Gulf of Ancud) and
main spawning offshore area (around the Guafo and Guamblin Islands) during winter.
Results showed that, while in offshore females the liver tissues presented the highest fatty
acid contents, in inshore females the highest fatty acid concentrations were found in the
gonads. Among PUFAs, docosahexaenoic acid (DHA) contents in the gonads were higher
in inshore than in offshore waters. Conversely, in liver and muscle tissues, DHA contents
were higher offshore than inshore. In liver and muscle tissues, docosahexaenoic acid (EPA)
was higher in inshore than in offshore waters. The DHA/EPA ratio decreased in gonads
from inshore to offshore zones. Thus, our overall results reveal that the fatty acid in the
three tissues differed between individuals collected in inshore and offshore zones
suggesting that their main food and overall trophic webs varied between areas, and also that
these groups of fish may have been residing separately in each zone during the winter
season, supporting the hypothesis of alternative reproductive zones for the austral hake in

the northern Chilean Patagonian area.

Key words: Fatty acids, DHA, EPA, Patagonia, southern hake, demersal fish
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Introduction

Knowledge on the origin of females in a spawning area during the reproductive season is
important for the understanding of population dynamics and particularly relevant for the
management of fisheries resources that show multiple spawning locations. For investigators
interested in the early life stages of fish this information is also a key issue because the
quality of the young offspring and their subsequent changes of survival in a given
environment may be partly determined during embryogenesis. The transference of these
maternal factors to the eggs is affected by the age, size and physiological state of the female
which, among others, depends on the type of food ingested, nutrients accumulated in the
different tissues and the transpass to the ovaries (Macchi et al., 2006; Garrido et al., 2007).
Fatty acids present in the fish diets are some of these factors suggested as determinant of
the quality of the eggs, and interestingly, their presence and proportion in fish tissues vary
according the food webs present in different times during the year or locations (Dalsgaard
et al, 2007). Accordingly, recent studies have utilized variations in the fatty acid
composition in fish tissues to assess past changes in the spawning habitat conditions or to

reveal changes in locations of the fish due to migrations.

Fatty acids constitute a large fraction of lipids in fish that are important for successful
reproduction and are crucial for the future requirements of the fish progeny (Tocher, 2003).
Monounsaturated fatty acids (MUFA) play an important role as a primary energy source for
embryonic development, whereas polyunsaturated fatty acids (PUFA) are important during
growth, development of the brain and nervous system, pigmentation, and behavior.
Deficiencies in essential fatty acids can cause abnormalities and affect the success and
development of eggs and larvae (Ishizaki et al., 2002). Examples of essential PUFA that are
important during early life stages of fish development are docosahexaenoic acid (DHA),
eicosapentaenoic acid (EPA), and arachidonic acid (AA). In adult fish, fatty acids enter the

fish during feeding and are incorporated into different body tissues.

Fatty acids have been used as biomarkers because once they are produced at the base of the

trophic web they may be identified throughout the different trophic levels. Fatty acids have
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been identified from bacteria, diatoms, dinoflagellates, and then in ciliates, different types
of copepods, and in fish (Sargent et al., 1987; Dalsgaard et al., 2003). EPA has been
associated with diatoms and the DHA/EPA ratio in fish tissues has been used to assess
differences in food webs based on dinoflagellates or diatoms (Budge & Parrish, 1998).
Accordingly, FA in fish tissues may be used as bioindicators of the procedence of fish if the
locations where they had been feeding show differences in trophic webs. In Sardina
pilchardus, for instance, Garrido et al. (2007) revealed differences in essential fatty acids in
the muscles and gonads in fish collected in different areas around the Iberian Peninsula, and
also demonstrated that fatty acids vary their concentrations in different spawning months at
the different geographic locations. In the upwelling area off central Chile, inter-annual
variations in the maternally supplied fatty acids from the female anchovy Engraulis ringens
to their eggs during the winter spawning season have been reported in years of contrasting
oceanographic and feeding environments (Castro et al., 2010). In fresh water systems, the
fatty acid composition was assessed in different fish and invertebrate species within Lake
Michigan (Czesny et al., 2011). Their results demonstrated differences among fish species
in fatty acid composition between pelagic and benthic species, and reveled changes in fatty
acids among localities in some fish species due to changes in diet during their inshore-
offshore migrations within the lake. More recently, Rojbek et al. (2012) not only identified
differences in fatty acids in Baltic cod due to predation on crustaceans (isopods) or small
pelagic fish (sprat and herring) but also were able to connect the delays in their spawning
season with the seasonal changes in availability of some fatty acids from their different
prey. Finaly, at shorter time and space scales, late larval stages of cod feeding within and
far from frontal structures in the North Sea have also been shown to present differences in
FA composition (Saint John & Lund, 1996). The studies here reported, thus, support the use
of FA as biomarkers for identifying of fishes from different environments as well as their
potential movements in time scales from few weeks to seasons, particularly between

environments with contrasting food webs.

Southern hake (Merluccius australis, Hutton 1872) is a demersal fish species distributed in
the southern hemisphere along the coast of Argentina 50°-55° S associated with the cold

waters of the Malvinas Current (Garcia de la Rosa et al, 1997) and along southern Chile
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from 38°S to 55°S (Lillo et al., 1997; Cousseau and Perrotta, 1998). The species main
spawning area is located along the shelf break and canyons off the northern area of the
Chilean Patagonia, close to Guafo and Guamblin Islands (43-45°S), and occurs in winter
from July through September (Ojeda & Aguayo, 1986; Balbontin and Bravo, 1993; Rubilar
et al., 2002; Lillo et al., 2009). During the last decade, a large number of eggs have also
been reported in spring in some inshore areas of the northern Patagonia such as the Gulf of
Ancud (42° °S) and nearby fjords and channels (inner waters), suggesting these inshore
areas also as potentially important zones for reproduction and nursing (Balbontin & Bernal,
1997, Bustos et al., 2007). Whether the eggs reported in inshore areas were spawned in this
area by winter-spring resident female fish or by females entering the inner area from the

offshore spawning zone, is a subject that remains to be determined.

In this study we examine the FA composition of different female southern hake tissues to
explore whether they could be used as bio-indicators of the origin of females collected in
the inshore and offshore areas of the Chilean Patagonia during winter. Fatty acids have the
advantage, compared with the direct examination of gut contents, that summarizes the diet
of fish for a longer time scale than direct gut contents examinations and hence may give us
information on past feeding in the different environments they have been located. Here, we
assessed the fatty acid composition in gonads, liver, and muscle of females collected in the
Gulf of Ancud (inshore), and around the Guafo and Guamblin Islands (offshore). Previous
reports from these areas have shown seasonal changes in the base of the trophic web in the
inshore zone (primarily of ciliates and small flagellates in winter) (Gonzélez et al., 2011),
differences in particulate organic matter sources in areas close to river mouths compared
with those exposed to more oceanic water (revealed by isotopic C and N fractionation and
FA in plankton) (Vargas et al., 2011) and also differences in size and type of the copepods
present in channels and offshore waters (Landaeta & Castro, 2006). All of the above could

leave a signal in the fatty acid composition in fish from inshore and offshore areas.
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Materials and Methods

Field Collection of female tissues

The study was carried out during the winter of 2010 over the continental shelf brake and in
inshore waters of the northern area of the Chilean Patagonia (42-47°S). Female Merluccius
australis were collected offshore around the Guafo (43.5 °S) and Guamblin (44.5°S)
Islands (Fig. 1) by a stock assessment cruise conducted by the Instituto de Fomento
Pesquero (IFOP) aboard the Frio Sur VIII trawling vessel. In inshore waters, samples were
obtained from the Gulf of Ancud (42 °S) by long-line fishing boats. Biological data
including total length (TL, cm), weight (g), gonadosomatic index (GSI), and condition
factor (Kc) were estimated for each fish. In the females the gonadal maturity stage was
macroscopically determined. Females were selected in the fourth gonadic stage that is in an
advanced stage where the ovary is turgid and orange and the oocytes flow from the ovary
when pressing the abdomen, following a gonadic maturity scale proposed by Balbontin &
Bravo (1993). From the fish body size data, age (in years) was estimated using a Von
Bertalanffy model previously constructed for southern hake (Chong ef al., 2007). From a
total of 19 females, tissue samples of muscle, gonad, and liver were obtained and then
preserved at -20 °C until transportation to the laboratory at the University of Concepcion
where they were stored in liquid nitrogen for later fatty acid analyses. In the laboratory,
after thawing, each tissue was dissected and extracted (less than 25 g in fish), and these

were then stored in cryovials (1.8 ml) for fatty acid analyses.

Fatty Acids analyses

The tissue samples were freeze-dried and extracted with CH,Cl,:CH3OH (3:1 v/v) using an
ASE-350 Accelerated Solvent Extractor (Dionex™) (Loh et al., 2008; Yoshinaga et al.,
2008). The lipid extract was concentrated using Turbovap LV. Extracts were saponified
with aqueous 0.5 N KOH and neutral (non-saponifiable) lipids were extracted from the
basic solution at pH > 13 using hexane (3x), which was acidified by adding HCI to pH < 2
and extracted again with hexane (3x). Acidic fractions were methylated with BF; (14% in

CH30H) to produce fatty acid methyl esters (FAMEs) (Christie, 1989).

21



Fatty acids were determined in an Agilent 7890A gas chromatograph (GC) equipped with a
capillary column HP5-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um), using He as gas carrier transporter
at a flow rate of ImL min™, and an Agilent mass detector 5975C with electron ionization at
70 eV. A temperature program from 120°C to 290°C at 4°C min " was used. Identification
of fatty acids was performed based on the internal library of the GC-MS-NIST and on an
electronic data set (www.lipidlibrary.co.uk/ms/arch me/index.htm) by comparing mass
spectra and retention times. Concentration was calculated using a calibration curve of fatty
acid methyl esters (Supelco 37 Compost FAME Mix 10mg mL'in CH,CL,).
Methiltridecanoato (500 mg L) was added as injection standard (Blume et al., 2002). Data

was acquired and processed with Agilent Chemstations Software.

Results are reported in pg mg"' FA of dry weight tissue and as percentage of all FA
quantified in each tissue. Comparisons included a) the concentration of FA (ug mg )
among the three tissues (liver, muscle, and gonad) in females from each area separately
(Gulf of Ancud, Guafo Island, and Guamblin Island), b) the concentrations of the different
FA groups (Saturated Fatty A (SAFA), Monounsaturated Fatty Acids (MUFA),
Polyunsaturated Fatty Acids (PUFA) and within the PUFAs, c) the EPA, DHA, and AA
concentrations in every tissue in each area, through ANOVA and Kruskal-Wallis tests
implemented in R (version 2.14.1) and STATISTICA (Version 6.0).

Results

Females southern hake collected in the three different areas (Fig.1) ranged from 66 to 103.2
cm TL. Body weight, age, Gonadosomatic Index, and Condition Factor of those females
analyzed increased from the inshore area (Gulf of Ancud) to the offshore islands (Guafo
and Guamblin Islands) (Table 1). In the Gulf of Ancud, the body weights of mature females
fluctuated between 2200 and 4800 g, their total length (TL) between 67 and 86 cm, their
average IGS was 6.04 + 2.68, and their average Condition Factor (Kc) was 0.67 &+ 0.07. The
mean age of all females in the Gulf of Ancud was 11 years. Offshore, in the Guafo Island,
sampled female body weights fluctuated between 4200 and 8200 g and their total length
(TL) between 81.6 and 103.2 cm. Their mean IGS was 8.1 + 1.3 and the Condition Factor
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(Kc) was 0.71. The mean female age was 18 years, ranging between 13 and 25 years. The
body weights of mature females collected offshore around the Guamblin Island ranged
from 6300 to 8800 g and their total length between 87 and 94 cm. Their mean GSI was 9.8
+ 2.5 and their Condition Factor (Kc) was 0.87. The average age of all females was 17
years (Table 1). The maturity phase of females macroscopically determined was stage 4 in
the three areas sampled, which corresponds to a mature stage, described as turgent ovaries
often with translucent areas and yellow to pale orange oocytes larger than 0.85 mm in

diameter, visible to the naked eye (Balbontin & Bravo 1993).

Fatty Acids in female southern hake tissues

Gulf of Ancud

In the gonadic tissues, the relative contributions (%) of the three FA classes were PUFA >
MUFA > SAFA; in the liver they were MUFA > SAFA > PUFA, and in the muscle were
SAFA > MUFA > PUFA (Table 2a). The most abundant (%) SAFA was palmitic acid
(16:0) in gonads, liver, and muscle. More stearic acid (18:0) was found in muscle than in
liver and gonads. Other saturated fatty acids (14:0, 15:0, and 17:0) were lower than 2.2% in
the different tissues. MUFA with highest concentrations (%) were oleic acid (18:1(n-9)
occurring in gonad and liver, and palmitoleic acid (16:1(n-7). Concentrations of FA 17:1(n-
8), 22:1(n-9), and 24:1(n-9) were lower than 3.5 % in all samples. Among PUFA, the
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6(n-3)) in southern hake females was the highest in
percentage in gonads, the eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5(n-3)) was intermediate and the
arachidonic acid (AA, 20:4(n6) was the lowest in concentrations, never exceeding 3%

(Table 2a).

Guafo Island

The relative contribution (%) of total MUFA and PUFA were very similar in gonads and
liver and higher than total SAFA in the same tissues. In muscle, the total relative

contribution (%) was SAFA > MUFA > PUFA (Table 2b). The most abundant SAFA was
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palmitic acid (16:0) in muscle, gonads, and liver followed by stearic acid (18:0) in muscle,
liver, and gonads. Concentrations of other saturated fatty acids (13:0, 14:0, 15:0, and 17:0)
were lower than 8.9 % in the different tissues (Table 2b). The highest proportions (%) of
MUFA present in the three tissues corresponded to palmitoleic acid 16:1 (n-7), oleic acid
18:1 (n-9), vaccenic acid 18:1 (n-7), and eicosenoic acid 20:1 (n-9). The concentration of
17:1 (n-8), 22:1 (n-9), and 24:1 (n-9) FA was less than 1.72 % in all samples analyzed
(Table 2b). Among essential fatty acid of the omega-3 and omega-6 series (PUFA %), the
highest proportions corresponded to DHA (22:6(n-3)) in gonads (21 + 4), liver (15 £+ 12),
and muscle (7.8 + 4); followed by EPA (20:5(n-3)) in liver (16 £ 17), in gonads (11 £ 5),
and in muscle tissues (7 + 4.8); and finally AA (20:4(n-6)) in muscle (2.4 + 1.3), in liver
(2.3 +£1.3), and in gonads (1.1 + 0.2) (Table 2b).

Guamblin Island

In the gonadic tissue, the contribution (%) of the different FA fractions were MUFA =
SAFA > PUFA, while for the liver they were MUFA > SAFA > PUFA and in muscle they
were SAFA > MUFA > PUFA (Table 2c). Off Guamblin Island, the lowest levels of PUFA
in the three tissues analyzed were detected. Among SAFA, the higher proportion
corresponded to palmitic acid (16:0) in all tissues studied. Stearic acid (18:0) occurred in
low concentrations in all three tissues (Table 2¢). The highest proportion of MUFA (%)
occurred in gonads and liver and corresponded to palmitoleic acid (16:1(n-7), vaccenic acid
(18:1(n-7), oleic acid (18:1(n-9) and eicosenoic acid (20:1(n-9). Muscle tissue presented
lower values. Concentrations of other MUFA did not exceed 1.5 % in the different tissues.
Among PUFAs (%), in southern hake females the eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5(n-3)
was higher in the liver, followed by the gonadic and muscle tissues. Docosahexaenoic acid
(DHA, 22:6(n-3) showed lower values than EPA in all tissues, and arachidonic acid (AA,

20:4(n-6) had low concentrations, never exceeding 4% (Table 2c¢).
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Fatty acid differences in females from the three locations

The concentrations of the three FA groups (SAFA, MUFA, PUFA) among tissues was
similar between offshore females (Guafo and Guablin Islands) but differed with those from
the inshore area (Gulf of Ancud) (p < 0.05). Female tissues from the two offshore locations
showed higher proportion of the three FA groups in liver, then intermediate values in
gonads, and finally very low values in muscle. In inshore females this order was different:

higher proportion of FA occurred in gonads, then liver, and finally muscle (Fig 3).

Within the PUFA group, a clear decrease in 18:2(n-6), AA, and DHA concentrations in
gonads was observed from inner to outer water females (Fig 3). In liver and muscle the
DHA concentrations were higher in Guafo and Guamblin Islands than in Ancud Gulf. EPA
showed similar concentrations among locations in gonads but a clear increasing trend from
inner to offshore locations in liver and muscle (Fig 3). AA concentrations in liver and
muscle increased seaward. The DHA/EPA ratio showed a decreasing trend in gonads from
inshore to the offshore zones suggesting a diatom based food web offshore and a
dinoflagellate one in inshore waters (Table 2a, b, ¢). However, in liver, DHA /EPA was < 1

in all locations.

Discussion

Fish are usually classified according to the lipid content of their flesh (lean, moderate-fat,
and high-fat fish). Fatty fish, such as clupeiforms (e.g. Clupea harengus pallasi, Sardina
pilchardus) accumulate lipids and fatty acids in their muscles (Huynh et al., 2007; Garrido
et al., 2007). Alternatively, Gadiforms such as hakes, cod, and haddock are typically
considered lean fish and their muscle lipid content is less than 1% in weight (Wessels and
Spark, 1973; Zeng et al., 2010). Our results of southern hake show that SAFA, MUFA, and
PUFA were more abundant in the liver and less abundant in muscle which agrees with
previous reports in the literature for lean fish (Table 3). However, FA concentrations were
also high in gonadic tissue in females from one of the sampled areas (inshore), an
unexpected result that suggests that the accumulation or mobilization of FA among tissues

may vary at different locations. When comparing our results with others that report
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proportions (%) of FA groups (SAFA; MUFA; PUFA) (Table 3), a consistent pattern of
relative importance among FA groups was not detected among the three Merluccius species
for which we counted with information (eg. MUFA > SAFA > PUFA in liver of M.

australis, M. capensis, but not in M. paradoxus) nor among the four Clupeids in any tissue.

The most abundant SAFA and MUFA were 16:0 (palmitic acid) and 18:1(n-9) (oleic acid)
respectively, and among PUFAS were 20: 5(n-3) (EPA) and 22: 6(n-3) (DHA). Palmitic
acid ranged from 15 to 30% of total FA determined in southern hake. These values coincide
with those reported for FA in M. capensis and M. paradoxus in three tissues (white muscle,
liver, and skin) by Wessels & Spark (1973) who inform this FA as the most abundant, and
with reports by Njinkoué et al. (2002) who reported a 28-31% in muscle and skin tissue of
C. taeniops. Palmitic acid has been indicated as a source of metabolic energy in fish during
growth and particularly during the roe formation stage in female fish (Henderson et al.,
1984). Among MUFA, the highest fraction corresponded to oleic acid (18:1(n-9) ranging
between 6 and 16% in the three analyzed tissues of Guafo Island southern hake females.
These contents are similar to those of mature female C. harengus pallasi but lower than
non-spawning fish (18%) (Huynh et al., 2007). Spawning fish may require oleic acid for
energy metabolism during the course of gonad development, thereof decreasing in muscle
and liver lipid reserves. It has been estimated that about 40% of fat deposits are transferred

to the ovaries and eggs during reproduction in mature capelin (Henderson ef al., 1984).

Among PUFA, DHA and EPA were the most abundant FA in all tissues. The high
proportion of DHA and EPA in all tissues of mature females suggests that they are
important, particularly in embryonic development and subsequent larval survival and
recruitment (Bell & Sargent 2003; Dominguez-Petit et al, 2009). The proportions of
essential fatty acids EPA, DHA, and AA in southern hake varied among tissues and were
within the ranges reported for other fish species in different tissues (Table 4). Among the
three Merluccius species for which we found information, the ranking in the proportion of
DHA, EPA, and AA varied; while DHA showed the highest proportion among these PUFA
in liver and muscle of M. capensis and M. paradoxus, in females of M. australis EPA

showed the highest proportion in these two tissues in Guafo and Guamblin Islands.
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Clupeids, in turn, did not show a consistent pattern in the ranking among DHA, EPA or
AA, except for AA which was always the lowest in concentration, a pattern observed in all
tissues and in hakes and clupeids. Despite these low AA contents, it has been suggested that
this FA may have a biological importance similar to EPA and DHA in fish because AA is a
main precursor of various eicosanoids that are involved in osmoregulation, reproduction,

and cardiovascular functions (Tocher & Sargent 1987).

Use of fatty acid as biomarkers in different habitats

Differences were observed in FA concentrations between inshore and offshore females and
also in the type of tissue where the FA accumulate at each location. First, the tissues that
showed the highest FA concentrations (all FA groups together) differed between localities:
while in offshore females the liver tissues showed the highest FA concentrations, in inshore
females the gonads contained the highest FA concentrations. Second, among PUFAs, DHA
concentrations in gonads were higher in inshore than offshore waters. Conversely, in liver
and muscle DHA concentrations were higher offshore than inshore. Third, in liver and
muscle EPA increased from inshore to offshore waters. Finally, the DHA/EPA ratio

decreased in gonads from inshore to the offshore zones.

Fatty acid composition and proportions may vary according to factors such as physiological
stage (age, size, sexual maturity) and food source (Wessels & Spark. 1973; Ackman, 1989).
During spawning, fish invest a substantial amount of energy and this leads to a decreased
proportion of fatty acids compared with non-reproductive stages, as reported in S.
pilchardus (Garrido et al., 2007). In our study all female southern hake analyzed were in
the same reproductive stage and consequently, differences between females from different
areas may not be attributed to reproductive stage. However, body size, weight, and IGS
values were larger in offshore females than in inshore ones, a pattern that had been
commonly observed in this zone, along with other differences in biological aspects such as
condition factor, fecundity, and egg size (Lillo et al., 2005, 2008, 2009, 2011). This group
of characteristics that differ between individuals collected in inshore and offshore waters
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has led to the hypothesis that individuals collected inshore are either a young fraction of the
offshore population that enter the inshore zone in spring, or that they were spawned and
remained growing inshore. Our results on FA concentrations show differences in FA
proportions and also in the type of tissue where southern hake accumulates them between
individuals collected inshore from those from offshore waters suggesting that separate

groups of fish have been residing in each zone for several weeks during winter.

Variations in FA composition in fish collected in different locations are the result from the
ingestion of preys that are part of food webs based in different primary producers at each
location. Usually, larger EPA values have been associated with a diatom-based food chains
and DHA/EPA ratios > 1 indicate the predominance of dinoflagellate-based food chains
(Budge & Parrish 1998). In our study, the highest EPA values were recorded in liver from
offshore females and the DHA/EPA (%) ratios decreased in gonads from inshore (4.46 +
2.95) to the offshore (0.30 + 0.35) zones suggesting a diatom based food web offshore and
a dinoflagellate one in inshore waters. Previous studies in the channels and inner waters of
the northern Patagonia have reported the dominance of a microbial trophic web (bacteria,
ciliates, flagellates) during winter and a diatom based one in spring (Gonzalez et al., 2011).
Further north off central Chile, higher EPA values have been detected in eggs from small
pelagic fish during very cold winters in which diatoms and large calanoid herbivore
copepods have been dominant, and lower EPA values in warmer winter seasons when
dinoflagellates and small cyclopoid omnivorous-detritivorous copepods have increased in
abundance (Castro et al., 2010). Other reports of differences in FA composition in fish
tissues among locations and seasons include organisms from large freshwater ecosystems
as well as marine areas. In fish such as white perch in Lake Michigan and also in
invertebrates, variations in the FA composition have been observed between seasons and
also between inshore and offshore habitats, a result that has lead to infer potential
migrations between locations within the lake. In Gadoid species such as Baltic cod, changes
in the timing of the reproductive season due to the variations in the availability of dominant
preys (herring, sprat, isopods) in different locations were revealed by the FA composition
in cod tissues. In this later study, besides identifying the differences in FA in preys and

cods from different locations, an analysis of the changes in relative FA proportions in liver
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and gonads was obtained during the ovarian maturation, an aspect we could not test
because our female southern hake were all in the same reproductive stage.

Results from previous and parallel studies on diets determined from gut contents of
southern hake confirm differences may exist in the food items ingested by this species
inshore and offshore (Lillo et al., 2011). Gut contents of southern hake obtained during the
same cruise when the tissues for FA were obtained revealed that female hakes from all
body sizes contained mainly Patagonian grenadier (Macruronnus magellanicus) (> 70 %
Relative Importance Index, RII) and that smaller sized females also ingested other fish such
as Talismania aphos and Pasiphaea dofeini among other items. The only euphausiid
reported in gut contents offshore was Euphausia vallentini but in very low numbers (< 1%
RII). Reports on gut contents of austral hake during winter cruises in inshore waters in
previous years revealed that austral hakes were smaller than in offshore waters, that the
food items in the guts were also Patagonian grenadier as in offshore waters but in a lower
proportion than previously observed offshore (<55% RII), and that other items present in

high numbers were myctophiids and Euphausia mucronata.

In summary, our study reveals the fatty acid composition in gonadic, liver, and muscle
tissues of female southern hake differed between individuals collected in inshore and
offshore zones suggesting that their main food and overall trophic webs varied between
areas, and also that these groups of fish may have been residing separately in each zone
during the winter season. This separate areas of spawning may be advantageous particularly
in systems where environmental conditions change frequently as a result of their location
close to the limit of large scale systems that originate major marginal currents with opposite
directions (Humboldt Current flowing northward and the Cabo de Hornos Current flowing
southwards). The observed differences in the tissues where FA accumulates (liver vs.
gonads) between geographic locations (offshore vs. inshore), though, remains to be
explained in future studies especially considering that females of both locations, despite

their differences in body size, were in a same reproductive stage.
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Figure 3 Boxplot of the fatty acid concentrations (ug mg dry weight') of PUFAs 18:2(n-6),
AA, EPA, and DHA in gonads (a, b, c, d), livers (e, f, g, h), and muscles (i, j, k, 1) of
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southern hake females collected during the reproductive season. The horizontal line

corresponds to the average content; SE is the standard error; SD is the standard deviation;

and dots are outliers

Table 1 Biological data (average = SD) of female southern hake from which tissue samples

were collected during the winter spawning season in Chilean Patagonia

Island
Gulf of Ancud Guafo Guamblin

Total Weight (g) 2983 + 807 6075 + 1699 7000 £ 925
Total Lenght (cm) 74.5 +6.59 91.5+8.95 90 + 3.55
IGS 6.04 +2.68 8.1+1.38 9.8 +2.51
Kc 0.67 £ 0.07 0.71+0.79 0.87 £ 0.09
Age (years) 11 18 17
Number fish sampled 9 4 6
Number tissues samples 3 3 3
Total number of analised samples 27 12 18
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Table 2 Fatty acid composition (ug mg dry weight™ and %) in gonads, livers and muscles
of southern hake females collected from a) Gulf of Ancud, b) Guafo and c¢) Guamblin
Islands (average + SD)

a) Gulf of Ancud
Gonad Liver Muscle
Fatty acids ~ ug mgdw % dw ug mg dw ' % dw ug mg dw ' % dw
13:00 0.63+0.70 0.94 +£1.76 1.43 £1.38 3.55+0.64 1.05+0.42 21.5+£25.0
14:00 1.54 +2.17 2.29+0.70 1.65 + 1.60 412 +0.54 0.11 £ 0.07 2.31+£0.60
15:00 0.29+0.42 0.42 +0.21 0.75+£0.98 1.86 £ 0.82 0,05 0,93
16:00 13.2 £19.6 19.7 £5.95 10.3 £8.22 25.8 £ 3.54 1.21+0.73 247 £7.22
17:00 0.11 £ 0.04 0.15+0.21 0.41£0.40 1.02 £ 0.06 0.05+£0.02 0.99 +0.17
18:00 1.94 £+ 2.88 2.89 +£1.97 2.02+1.12 5.04 £ 2.51 0.77 £ 0.49 15.6 £ 5.31
16:1(n-7) 5.57 £7.95 8.27 £2.18 4.35+ 3.76 10.8 £ 1.46 0.15+£0.08 2.97 £0.76
17:1(n-8) 0.75+0.94 1.11 £ 0.06 0,72 1,79 0,0000 0,0000
18:1(n-9) 9.91+13.1 14.7 £ 3.98 6.69 £ 6.15 16.6 £ 0.33 0.46 £ 0.27 9.46 +2.43
18:1(n-7) 422 +6.73 6.26 £ 1.37 2.44 + 1.86 6.07 £ 1.01 0.28 £0.19 570 £ 2.17
18:2(n-6) 1.14 £ 1.62 1.68 £0.17 0,9000 2,2400 0.05+0.01 1.05+ 0.01
20:1(n-9) 1.11+1.57 1.64 £0.33 0.64 £0.47 1.60 £ 0.34 0,0600 1.16 £ 0.19
20:4(n-6) 1.04 £ 1.34 1.54£0.73 0.89 £ 0.94 2.22+0.40 0,0000 0,0000
20:5(n-3) 4.38 £ 5.61 6.50 £4.40 243 £3.28 6.05 £ 2.96 0,0000 0,0000
22:1(n-9) 0.48 £ 0.53 0.70 £ 1.46 0.35+0.19 0.86 £ 0.39 0.06 + 0.01 1.27 £0.22
22:6(n-3) 19.5+34.8 29.0£13.0 0.82 £ 0.33 2.05+1.26 0,0000 0,0000
22:1(n-11) 0.01+£0.03 0.02£0.01 1.31+0.01 3,26100 0.47 £0.55 9.57 £ 9.50
24:1(n-9) 140+£2.19 1.07 £ 0.32 1.42 £ 1.54 3.53+1.07 0,0000 0,0000
DHA/EPA 4.45 £ 6.20 4.46 £ 2.95 0.33+0.10 0.33+ 0.42 0,0000 0,0000

s °SAFA 17.8 £6.30 26.4+£1.93 17.2+2.90 42.7 +1.36 3.38+£0.28 68.8 £9.39
s "MUFA 23.4 +4.67 34.7 +1.36 17.9+2.30 44.6 +0.48 1.48 +0.21 30.1+3.54
T °PUFA 26.0+13.6 38.6 +5.19 5.04 £ 1.56 125+ 1.30 0.05 £ 0.01 1.05 £ 0.01

@ SAFA:13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 20:00

b MUFA: 16:1(n-7), 17:1(n-8), 18:1(n-7), 18:1(n-9), 18:2(n-6), 20:1(n-9), 22:1(n-9), 22:1(n-11), 24:1(n-9)
° PUFA: 18:2(n-6), 20:4(n-6), 20:5(n-3) y 22:6(n-3)
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b) Guafo Island

Gonad Liver Muscle

Fatty acids ~ ug mgdw ' % dw ug mg dw ™' % dw ug mg dw ' % dw
13:00 0.24 £ 0.01 1.17 £0.15 0.57+0.16 0.49 £0.11 0.38 £ 0.06 8.95+2.09
14:00 0.57 £0.30 2.83 £0.58 541+ 4.55 4.65 +4.27 0.07 £0.02 1.66 £ 0.67
15:00 0.20£0.23 0.99 £5.79 0.98£0.34 0.83 £0.59 0.02+£0.01 0.52+0.13
16:00 3.93+2.09 19.3 £ 8.26 17.9 £ 201 15.3+£10.1 1.15+0.28 26.8 £7.80
17:00 0.06 £ 0.02 0.30 £ 0.05 0.48 £0.11 0.42 + 0.26 0.03 £ 0.02 0.92 £ 0.55
18:00 0.64 + 0.58 3.15+£0.96 5.26 + 4.53 4.52 £ 8.20 0.56 + 0.33 12.9+£7.22
16:1(n-7) 1.99 £ 0.95 9.81 £ 0.94 10.8 £ 13.7 9.35 + 6.26 0.21 £0.07 5.03+1.41
17:1(n-8) 0.12+£0.03 0.63 +1.30 2.00£0.83 1.72 £ 0.56 0.02 + 0.06 0.68 £ 0.03
18:1(n-9) 3.06 + 1.69 15.1 £5.27 7.61+9.21 6.54 £ 2.80 0.36 £ 0.19 8.49 £ 2.50
18:1(n-7) 1.30 £ 0.50 6.42 +5.21 12.6 £ 20.8 10.8 £ 9.90 0.3 £0.09 7.24 £2.80
18:2(n-6) 0.32+£0.02 1.56 £ 0.41 2.08 £+ 1.43 1.79 £ 1.63 0.07 £ 0.02 1.64 £ 0.05
20:1(n-9) 0.62+ 0.35 3.03 + 2.66 8.77 £ 6.39 7.53 +£5.92 0.18 £ 0.15 4,28 + 1.94
20:4(n-6) 0.22 £ 0.01 1.13£0.23 2.69 £ 1.31 2.31+£1.34 0.10 £ 0.09 247 +1.37
20:5(n-3) 242 +2.23 11.9+£5.03 189+ 17.4 16.3+£17.5 0.33+0.29 7.76 £ 4.81
22:1(n-9) 0.10+£0.04 0.48 £ 0.52 1.28+1.15 1.10 £ 0.64 0.05+0.03 1.26 £ 0.49
22:6(n-3) 4.30+277 21.1+£4.36 17.9 £ 23.6 154 +£12.4 0.33+0.16 7.84+£4.79

24:1(n-9) 0,15000 0,7400 0.92 +1.43 0.79 £ 0.85 0.03 0.74
DHA/EPA 177 £1.24 1.77 £ 0.86 0.94 +1.35 0.94 + 3.39 1.00 £ 0.55 1.01 £0.99
Z 3SAFA 5.68+0.79 27.9 £ 3.51 30.6 £7.80 26.2 £ 3.87 2.27 £0.15 52.5 + 3.51
s "MUFA 7.35+0.63 36.2+2.13 441 £7.58 37.8 £ 3.91 1.20 £ 0.07 27.7£1.10
z ‘PUFA 5.05+1.45 35.7£2.54 41.8£11.3 35.8 £ 8.16 0.85+0.11 19.7 £ 2.42

2 SAFA:13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 20:00
> MUFA: 16:1(n-7), 17:1(n-8), 18:1(n-7), 18:1(n-9), 18:2(n-6), 20:1(n-9), 22:1(n-9), 24:1(n-9)
° PUFA: 18:2(n-6), 20:4(n-6), 20:5(n-3) y 22:6(n-3)
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¢) Guamblin Island

Gonad Liver Muscle

Fatty acids  ug mg dw % dw ug mg dw "' % dw ug mg dw "' % dw
13:00 0.48+0.11 1.56 £ 0.49 0.22 +0.07 0.15+0.12 0.37 £ 0.05 7.68 £8.02
14:00 1.14 £ 0.05 3.73+£0.58 4.37 £1.20 3.05+£4.27 0.11+£0.11 2.22+0.43
15:00 0.12 £ 0.05 0.38 £ 0.03 0.50+0.12 0.35+0.60 0,0200 0.35+0.27
16:00 9.24 + 4.36 29.9+4.55 36.0 £ 8.6 25.2+10.1 1.43 +£1.31 294 +£1.78
17:00 0.07 £ 0.03 0.24 £0.03 0.27 £0.07 0.19+0.26 0.02 £ 0.01 0.35+0.20
18:00 1.30+£0.73 4.23+1.08 5.37 £ 1.67 3.76 £4.24 0.48 +0.44 9.94 +1.76
16:1(n-7) 4.39 +2.11 14.4 £2.74 18.3+44 12.8 £ 6.26 0.36 + 0.39 742 +2.05
17:1(n-8) 0.11 +£0.07 0.34 £0.23 0.64 £0.23 0.45 £ 0.57 0.03 £0.02 0.55+0.19
18:1(n-9) 553 +2.80 17.9 £ 2.04 249+ 544 17.4 £8.20 0.53 £ 0.65 10.9+£2.97
18:1(n-7) 1.95+1.35 6.31 £ 3.32 10.4 £ 3.10 7.29 £ 9.91 0.25+0.26 5.15+1.08
18:2(n-6) 0.34 £0.13 1.11+£0.35 1.75+ 143 1.22+1.63 0.08 £ 0.07 1.56 £ 0.57
20:1(n-9) 0.70£0.42 2.28 + 0.66 11.01£12.8 7.70 £5.92 0.14 £0.20 2.97 £1.08
20:4(n-6) 0.33+ 0.18 1.09 £ 0.57 2.97 £ 2.56 2.08 £ 1.35 0.10 £ 0.07 2.01+£0.29
20:5(n-3) 3.65+2.59 11.84 £ 7.76 22.8+17.4 159 +£17.7 0.52+0.42 10.7 £ 2.90
22:1(n-9) 0.12 +0.06 0.40+£0.10 1.23+£0.73 0.86 + 0.64 0.06 £ 0.05 1.26 + 0.71
22:6(n-3) 1.12+0.86 3.65+2.72 1.03 £ 23.6 0.72+12.4 0.23+0.16 4.63 £ 2.51
24:1(n-9) 0.05+0.04 0.16 £ 0.08 0.08 + 0.04 0.05 £ 0.86 0,0300 0.66 £ 0.10
DHA/EPA 0.30£0.33 0.30 £ 0.35 0.04 £ 1.35 0.04 £ 0.70 0.44 £ 0.38 0.43 £ 0.86
¥ ®SAFA 12.4 +1.41 40.4 £1.47 471 £3.12 32.9+1.08 2.48 £0.45 51.2+2.67
s "MUFA 12.8+1.12 416 £1.36 66.6 +£4.48 46.5 £ 1.93 1.40+£0.23 29.0 + 2.67
¥ °PUFA 5.50 £ 1.01 17.9 £ 3.03 29.3 £4.07 204 £1.73 0.95+0.16 19.7 £ 1.19

2 SAFA:13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 20:00, 22:00, 24:00
> MUFA: 16:1(n-7), 17:1(n-8), 18:1(n-7), 18:1(n-9), 18:2(n-6), 20:1(n-9), 22:1(n-9), 24:1(n-9)
° PUFA: 18:2(n-6), 18:2(n-9), 18:3(n-6), 20:4(n-6), 20:5(n-3) y 22:6(n-3)
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Table 3 Fatty acid (%) fractions (SAFA, MUFA, PUFA) determined in southern hake

tissues and from data reported in the literature for different species

Species

Fatty acid

Gonad

Liver

Muscle

Reference

! Merluccius australis
Gulf of Ancud

Guafo

Guamblin

"Merluccius capensis

"Meruccius paradoxus

" Clupea harengus pallasi

2 Sardina pilchardus

3Sardinella aurita

3 Sardinella maderensis

3 Cephalopholis taeniops

PUFA>MUFA>SAFA%
38.615.1>34.7+1.3>26.4+1.9

MUFA>PUFA>SAFA%
36.6+2.1>35.7+2.5>27.9+3.5

MUFA=SAFA>PUFA%

41.6£1.3>40.4+1.4>17.9+£3.03

N.R

N.R

N.R

PUFA>SAFA>MUFA %

52.3+13.3>49.3+12.5>23.4+12.0

N.R

N.R

N.R

MUFA>SAFA>PUFA%
44.6+0.4>42.7+1.3>12.5+1.3

MUFA=PUFA>SAFA %
37.8+3.9>35.8+8.1>26.2+3.8

MUFA>SAFA>PUFA%
46.5+1.9>32.9+1.0>20.4+1.7

MUFA=SAFA>PUFA%
37.5+£7.6=37.5+9.05>22.7+4.77

SAFA>PUFA>MUFA%
35.25+9.4>34.248.4>26.9+6.41

PUFA>MUFA>SAFA %
49.9+0.7>25.3+1.8>20.6+0.9

N.R

MUFA>SAFA>PUFA%

54.0+0.1>32.3+0.5>12.6+0.5

MUFA>SAFA>PUFA%
44.2+0.6>38.0+0.3>15.4+0.4

SAFA>MUFA>PUFA %
58.6+0.3>30.7+0.2>7.6£0.2

SAFA>MUFA>PUFA%
68.8+9.3>30.1+3.56>1.05+0.01

SAFA>MUFA>PUFA%
52.5+3.5>27.7+1.1>19.7+2.4

SAFA>MUFA>PUFA%
51.242.6>29.0+2.6>19.7+1.1

PUFA>SAFA>MUFA%

49.4+15.3.>27.8+7.5>21.845.45

PUFA>SAFA>MUFA%

44.4+12.9.>29.548.7>24.4+5.29

MUFA>SAFA>PUFA%
46.5+5.2>28.7+3.1>23.0+2.4

PUFA>SAFA>MUFA %
62.2+18.9>57.7+17.9>37.7+15.8

SAFA>MUFA>PUFA %
43.6+0.5>34.4+0.9>19.5+0.5

SAFA>MUFA>PUFA %
47.3+0.9>26.5+0.5>26.2+0.7

SAFA>MUFA>PUFA %
49.4+0.2>30.6+0.4>18.5+0.5

In this study

Wessels & Spark, 1973

Wessels & Spark, 1973

M.D Huynh et al ., 2007

Garrido et al., 2007

Njinkoué et al., 2002

Njinkoué et al., 2002

Njinkoué et al., 2002

'Data reported are species in the stage reproductive
2 Data expressed in ym mg ' dry weight
3 Not indicated in the study stage reproductive of the species

N.R= Not reported
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Table 4 Essential fatty acids (PUFA, %) DHA, EPA, and AA in southern hake tissues and

from data reported in the literature for different species

Fatty acids
Species Gonad Liver Muscle Reference
! Merluccius australis DHA>EPA>AA % EPA>DHA>AA % In this study
Gulf of Ancud 29+13>6.5+4.4>1.5+0.7 6.05+2.96> 2.05+1.2> 2.22+0.4 N.R
DHA>EPA>AA % EPA>DHA>AA % DHA>EPA>AA %
Guafo 2144.3>11.9+5.03>1.13+0.2 18.6117.7> 13.9+12.4> 1.55+1.5  7.84+4.7> 7.7+4.8> 2.4+1.3
EPA>DHA>AA % EPA>AA>DHA % EPA>DHA>AA %
Guamblin 11.4+7.7>3.65+2.7>1.09+0.5 15.9+17>2.08+1.3>0.72+2.4 10.7+2.9> 4.63+2.5> 2.01+0.2

"Merluccius capensis

" Merluccius paradoxus

! Clupea harengus

pallasi

2Sardina pilchardus

3Sardinella aurita

3 Sardinella maderensis

3 Cephalopholis taeniops

N.R

N.R

N.R

DHA>EPA>AA

27.8+5.8>13.4+4.3>1.9+0.4

N.R

N.R

N.R

DHA>EPA>AA
11.79>7.07>1.36

DHA>EPA>AA
21.37>6.45>4

DHA>EPA>AA %

32.1+0.5> 9.06+> 2.1+0.3

N.R

EPA>DHA>AA %
1.8+0.1> 1.4£0.1> Tr

DHA=EPA>AA %
4.8+0.1= 4.7+0.1> Tr

EPA>DHA>AA %
1.6x0.1> 1.1£0.1> Tr

DHA>EPA>AA
36.94>7.81>2

Wessels & Spark, 1973

DHA>EPA>AA
31.35>9.03>2.63

Wessels & Spark, 1973

DHA>EPA>AA %
9.9+2.0> 7.5£1.2> 0.9+0.2

M.D Huynh et al., 2007

DHA>EPA>AA
28.514.8> 18.0+9.4> 1.8+0.7

Garrido et al ., 2007

EPA>DHA>AA %
10.2+0.3> 2.5£0.3> Tr

Njinkoué et al., 2002

EPA>DHA>AA %
11.6£0.2> 6.9+0.2> Tr

Njinkoue et al., 2002

DHA>EPA>AA %
9.3£0.4> 4.8£0.1> Tr

Njinkoue et al., 2002

! Data reported are species in the stage reproductive

% Data expressed in um mg . dry weight

% Not indicated in the study stage reproductive of the species
N.R= Not reported
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CAPITULO 11

Analisis de Acidos grasos en Crustaceos de la zona de Aguas interiores

Introduccion

La dieta principal de Merluza austral es merluza de cola (Macruronnus magellanicus) en
ambas zonas (exterior e interior), es habitual ademds, encontrar en peces de aguas
exteriores a presas como merluza de tres aletas y mictofidos. En cambio, la dieta de la
merluza austral en aguas interiores registra mayor participacion de crustaceos,
especialmente del camardn (Pasiphaea dofleini); el resto de las presas identificadas
representa menos del 1,5% (Lillo et al., 2004; Lillo et al., 2011). Al respecto, y
considerando el consumo de crustidceos en la dieta, se analizaron crustaceos de aguas
interiores como Munida sp y eufausidos, debido a su dominancia en la zona. Munida sp
constituye uno de los grupos de crustaceos de mayor abundancia en canales y fiordos
australes (Mujica & Villablanca, 2003), se distribuye hasta los 200 metros de profundidad
(Rodriguez & Bahamondes, 1986). Su alimentacion es omnivora, compuesta
principalmente de crustdceos, microalgas como diatomeas, foraminiferos y radiolarios
(Pérez-Barros et al., 2010). Los eufausidos, por otro lado, consumidores de diatomeas y
especie dominante en los fiordos (Palma & Silva, 2004), han sido identificados como
componente importante en la dieta de muchos depredadores tales como peces, calamares y
ballenas constituyendo un enlace entre la produccion fitoplanctonica y niveles superiores
(Antezana, 1978; Linacre & Palma, 2004). Acorde a lo anterior, en este capitulo se
identifican los acidos grasos presentes Munida sp. (juveniles de la columna de agua) y en

eufausidos colectados en en aguas interiores.

Resultado

De las muestras de eufausidos sp (probablemente Euphausia vallentini por ser dominante
en la zona) obtenidas del plancton en primavera del 2010, indicaron valores de

concentraciéon de acidos grasos (AG) en un rango de 0.03 — 5.05 pg/mg. Del muestreo
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desarrollado en Munida sp, valores de concentracion de AG van en un rango de 0.02 — 5.09

pg/mg. En ambos casos se identificaron acidos grasos desde el carbono 13:00 hasta el

22:6(n-3).

En eufiusidos, la contribucion ( % ) de los distintos grupos de AG fue PUFA > SAFA >
MUFA. Los AG mas abundantes entre los acidos grasos saturados (SAFA) fueron el 4cido
palmitico (16:00) y acido graso esteérico (18:00). Entre los 4cidos grasos monoinsaturados
(MUFAS) se destacaron acido palmitoleico (16:1(n-7)), acido vaccénico (18:1(n-7)) y
acido oleico (18:1(n-9)). En los acidos grasos polinsaturados (PUFA), destacaron el acido
graso docosahexaenoico (DHA, 22:6(n-3)) y el acido eicosapentanoico (EPA, 20:5(n-3))
(Tabla 5). La relacion DHA/EPA en eufausidos de aguas interiores indicé predominio de

diatomeas.

En Munida sp, la contribucion ( % ) de los distintos grupos de AG fue SAFA > MUFA >
PUFA. Los AG mas abundantes entre los acidos grasos saturados (SAFA) fueron el acido
palmitico (16:00), acido meristico (14:00) y acido graso estearico (18:00). Entre los acidos
grasos monoinsaturados (MUFA) se destacaron acido palmitoleico (16:1(n-7)), acido
vaccénico (18:1(n-7)) y acido oleico (18:1(n-9)). En los acidos grasos polinsaturados
(PUFA), destaco el acido graso docosahexaenoico (DHA, 22:6(n-3)) (Tabla 5). La
proporcion de DHA / EPA > 1 indica el predominio de dinoflagelados sobre diatomeas en
la base de trama trofica y DHA / EPA < 1 de diatomeas (Budge & Parrish, 1998); la
relacion DHA/EPA en Munida colectadas en la zona de aguas interiores indico predominio

de dinoflagelados.

Acidos grasos (22:1(n-11) y 20:1n-11)) relacionados estructuralmente ocurrieron en los tres
tejidos de acidos grasos y crustaceos, estos comparten el mismo el nimero de dobles
enlaces (n-11) y posicion (1) diferenciandose solo en el niimero de carbonos de 20 a 22
carbonos. En ninguno de los tejidos de hembras de merluza austral de agua exteriores se

detecto estos 2 4cidos grasos (Fig. 4).
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Discusion

Es ampliamente conocido que biomarcadores lipidicos (acidos grasos) son incorporados en
peces a partir de la ingesta de alimento y que éstos pueden ser reconocidos en sus tejidos.
En esta investigacion se han identificado dos 4cidos grasos monoinsaturados (22:1(n-11) y
20:1(n-11)) en los diferentes tejidos de merluza austral y crustaceos de aguas interiores.
Huynh et al. (2007) han reportado en tejidos del arenque el AG 22:1(n-11) en periodo
reproductivo. Estos 4cidos grasos se han asociado al zooplancton, especificamente a
copépodos (Graeve et al., 1994). De acuerdo a Tocher (2003), la presencia del acido graso
22: 1(n-11) se debe a la oxidacion del AG 20: 1 y 22: 1 proveniente de los alcoholes grasos
predominantes de los lipidos de copépodos calanoideos. Consecuentemente, la presencia de
22: 1(n-11) en tejidos merluza austral se debe a la ingesta de crusticeos como Munida sp.

que a su vez, habrian ingerido copépodos.

Tabla 5 Composicion de acidos grasos en crustaceos Munida sp (n=3) y eufausido sp (n=4)

Crustaceos Munida Crustaceos Eufasidos
Acidos grasos g mg dw " %dw Hg mg dw ' %dw
13:00 0.39 +0.20 1.98 £0.15 0.47 £ 0.68 2.02 £ 1.31
14:00 1.14£0.40 5.82+0.80 0.99 £ 0.74 4.25+2.26
15:00 0.12+0.05 0.65%0.06 0.18 £ 0.02 0.81 £0.36
16:00 5.09+2.03 259+265 5.05 + 3.22 21.6 £9.81
17:00 0.10+0.04 0.50 £0.02 0.15+£0.02 0.67 £0.28
18:00 1,97 £ 0.53 4.94 +0.52 1.04 + 0.69 4.47 +2.03
20:00 0.08 +0.03 0.44 +0.02 0.13 £ 0.02 0.58 + 0.25
16:1(n-7) 256+1.40 13.0+270 2.19+1.95 9.42 + 3.96
18:1(n-9) 1.97£+0.97 10.0+1.32 1.85+ 1.85 7.95+4.19
18:1(n-7) 140+ 0.65 7.11+1.77 1.06 + 0.89 4,56 + 2.92
18:2(n-6) 1.07 £+ 1,28 5.44 + 3.60 0.353 1.51 +2.42
18:3 (n-6) 0.073 0.00 0.000000 0.000000
18:4(n-3) 0.03+0.01 0.16 £0.05 0.000000 0.000000
20:1(n-9) 0.10+0.04 0.53+0.13 0.09 + 0.09 0.38 +0.38
20:4(n-6) 0.32+0.13 1.62+0.24 0.46 +0.18 1.99 + 0.83
20:5(n-3) 0.80+0.93 4.08 +3.00 4.86 +2.94 20.8 +12.9
20:1(n-11) 0.02+0.06 0.10 +0.01 0.03 + 0.04 0.14 +£0.03
22:6(n-3) 3.29+207 16.7+6.37 4,23 +2.85 18.1 £8.30
22:1(n-9) 0.10+0.05 0.52+0.04 0.14 + 0.03 0.63 +0.27
DHA/EPA 4114095 4.09+2.78 0.87 + 0.97 0.87 £ 0.64
2 3SAFA 7.98+0.71 40.2+0.95 8.04 £1.16 34.4 £3.40
T P"MUFA 6.15+0.58 31.1+1.12 5.38 + 0.91 23.0+1.95
2 °PUFA 5.51+0.85 28.3+3.28 9.91 £ 1.56 42.4 +5.30

aSAFA: 13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 20:00
PMUFA: 16:1(n-7), 18:1(n-7), 18:1(n-9), 20:1(n-9), 20:1(n-11), 22:1(n-9)
°PUFA: 18:2(n-6), 18:3(n-6), 18:4(n-3), 20:4(n-6), 20:5(n-3), 22:6(n-3)
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Figura 4 Comparacion de crustaceos y tejido gonadal de agua interior y exterior

48



DISCUSION GENERAL

Los reportes de patrones migratorios propuestos por Céspedes et al. (1996) y Rubilar et al.
(1999), indicaron migraciéon de merluza austral para efectos de alimentacion desde aguas
exteriores a interiores y luego hacia aguas exteriores para efecto de reproduccion. Ademas,
existen reportes de presencia de huevos de merluza austral en aguas interiores (Bustos et
al., 2007). Con lo anterior se genera la inquietud de conocer si hembras residentes de aguas
interiores podrian ser las desovantes o serian hembras que ingresarian después a desovar en
aguas exteriores hacia aguas interiores, conociendo que el area de desove descrita para
merluza austral estd cercana a las Islas Guafo y Guamblin (Balbontin & Bravo, 1993). A
partir de los antecedentes mencionados anteriormente sobre la dindmica de la merluza en la
Patagonia Chilena, se genera el interés de buscar nuevas herramientas de analisis que no
sean las tradicionales como genética, parasitos o composicion elemental de otolitos. En este
estudio se utilizo andlisis de acidos grasos, porque es capaz de integrar escalas de tiempo
mas pequeiias (semanas) y/o requieren menos conocimientos previos no existentes para esta
especie comparado con otras herramientas. El uso de AG considera la identificacion y
utilizaciéon de biomarcadores lipidicos transferibles a partir de la dieta ingerida desde la
presa al consumidor (Dalsgaard, 2003). El uso de esta heramienta se espera permita
visulizar posibles migraciones de la especie objetivo, merluza austral, a través de la
presencia de biomarcadores presentes en la dieta en distintas zonas (por ejemplo, entre
aguas interiores y exteriores). Acorde a lo anterior, en ésta investigacion se describio la
composicion de acidos grasos en diferentes tejidos en merluza austral en el periodo
reproductivo colectadas desde areas de desove exterior e interior y, adicionalmente, se
determind la composicion de AG en crustdceos, presas consumida por merluza austral en

aguas interiores ( Lillo et al., 2011).

Los peces se han clasificado en funcion a su contenido lipidico de los musculos, entre éstos
conocemos los peces magros y peces grasos. Los peces grasos, como Clupeiformes (por
ejemplo Clupea harengus pallasi y Sardina pilchardus) acumulan lipidos y 4cidos grasos

en el tejido muscular (Huynh et al, 2007; Garrido et al, 2007). Alternativamente, peces
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Gadiformes tales como merluza, bacalao y eglefino son considerados peces magros y su
contenido de lipidos en el musculo es menor al 1% (Wessels & Spark 1973; Zeng et al,
2010). Nuestros resultados en merluza austral mostraron concentraciones de acidos grasos
bajos en tejido muscular y mayor en el higado, coincidiendo con los demas gadidos

reportados a la fecha.

Los AG mas abundantes en SAFA y MUFA en merluza austral fueron 16:00 (&cido
palmitico) y 18:1(n-7) (4cido vaccénico), 18:1 (n-9) (4cido oleico), y entre los PUFA
fueron 20:5(n-3) (EPA) y 22:6(n -3) (DHA). El acido palmitico varié entre 15 y 30% en
merluza austral, estos resultados coinciden con los reportados por Wessels & Spark (1973)
en M. capensis y M. paradoxus en sus tejidos (musculo y higado), especies en las que se
determiné a éste AG como el més abundante. La importancia del 4cido palmitico ha sido
indicada como una fuente de energia metabolica en los peces durante el crecimiento y en
particular durante la etapa de formacion de huevos en hembras (Henderson et al., 1984).
Entre los MUFA, la fraccion mas alta correspondio al acido oleico 18:1 (n-9) que oscild
entre 6 'y 16% en los tres tejidos analizados en hembras de la Isla Guafo; estos contenidos
fueron similares a los reportados para Clupea harengus pallasi, en hembras en etapa
reproductiva (Huynh et al, 2007). Los peces que se encuentran en etapa reproductiva
requieren de acido oleico para el metabolismo energético durante el desarrollo de las
gonadas. Se ha estimado que alrededor del 40% de los depositos de grasa se transfieren a
los ovarios y huevos durante la reproduccion en el capeldn en etapa de madurez (Henderson

et al., 1984).

Entre los PUFA, el DHA y EPA fueron los AG mas abundantes en todos los tejidos. La alta
proporcion de DHA y EPA en los tejidos de hembras sugieren la importancia de ellos,
sobre todo para el desarrollo embrionario, supervivencia larval y posterior reclutamiento
(Bell & Sargent 2003; Dominguez-Petit et al., 2010). Las proporciones de los 4cidos grasos
esenciales EPA, DHA y AA en merluza austral variaron entre tejidos. Si comparamos los
resultados con los de otros Gadiformes, estos PUFA se encontraron dentro de los rangos
reportados para otros peces (Tabla 3). Sin embargo, las proporciones de EPA y DHA en

distintos tejidos varian entre especies. Contrariamente, en todas las especies AA fue
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siempre el que se presentd en menor proporcion en todos los tejidos y en todas las especies,

incluidos Clupeiformes.

El uso de acidos grasos como biomarcadores en diferentes hdbitats

Con el fin de determinar si existian diferencias en la composicion de AG entre hembras
colectadas en aguas interiores y exteriores, se analizaron los distintos grupos de acidos
grasos (SAFA, MUFA, PUFA) y algunos AG potencialmente indicadores de la dieta. En
primer lugar, se observaron diferencias en las concentraciones de AG entre los tejidos de
hembras en aguas interiores y exteriores. Los tejidos que mostraron altas concentraciones
de AG difieren entre localidades. El tejido hepatico mostrd la mayor concentracion de AG
en hembras de aguas exteriores, mientras que las gonadas de hembras de aguas interiores
contenian la mayor concentracion de AG. En segundo lugar, entre los PUFA, las
concentraciones de DHA en gonadas fueron mayores en aguas interiores que exteriores. Por
el contrario, el DHA en higado y musculo fue mayor en aguas exteriores que interiores. En
tercer lugar, el EPA aumento en el higado y musculo desde aguas interiores al exterior. Por
ultimo, la relacion de DHA/EPA disminuy6 en las gonadas desde aguas interiores a

exteriores.

La composicion de acidos grasos y sus proporciones pueden variar de acuerdo a factores
fisiologico tales como edad, tamafio, madurez sexual y fuente de alimento (Wessels &
Spark 1973; Ackman, 1989). Durante el desove, los peces invierten una cantidad
considerable de energia lo que conlleva a una disminucion de la proporcion de los 4cidos
grasos en comparacion con etapas no reproductivas (e.g. en S. pilchardus, Garrido et al.,
2007). En el presente estudio todas las hembras de merluza analizadas se encontraban en la
misma etapa de reproduccion y por consiguiente, las diferencias entre las diferentes areas
no pueden ser atribuidas a la etapa reproductiva. Sin embargo, los valores del tamafo
corporal, peso e IGS fueron mayores en hembras de aguas exteriores, un patrén que se
habia observado en esta zona junto con otras diferencias en aspectos bioldgicos como factor
de condicion y fecundidad (Lillo et al., 2005, 2008, 2009, 2011). Los resultados de AG en

el presente estudio, también mostraron diferencias en las concentraciones de AG en los
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tejidos entre los individuos colectados desde aguas interiores y exteriores, sugiriendo
ambos tipos de evidencia (la biologia de las hembras y los AG) que grupos distintos de

peces han residido en cada zona durante varias semanas durante fines de invierno.

Las variaciones en la composicion de AG en peces colectados en los diferentes lugares son
el resultado de la ingestion de presas que son parte de las redes alimentarias basadas en
diferentes productores primarios en cada localidad. La relacion DHA/EPA > 1 indica el
predominio de cadenas alimentarias basado en dinoflagelados y la relacion DHA/EPA < 1
se asocia a cadenas en base a diatomeas (Budge & Parrish 1998). En el presente estudio, los
valores mas altos de EPA se registraron en el higado de las hembras de aguas exteriores y
las proporciones de DHA/EPA (%) disminuyeron en las génadas de hembras desde aguas
interiores (4.46 = 2.95) hacia el exterior (0.30 = 0.35) lo que sugiere que las tramas
alimentarias estarian basadas en el consumo de dinoflagelados en aguas interiores y en
diatomea al exterior. Estudios previos en los canales y aguas interiores de la Patagonia han
reportado la dominancia de una red tréfica microbiana (bacterias, ciliados, flagelados)
durante el invierno y de diatomeas en primavera (Gonzalez et al., 2011). Mas al norte,
frente a Chile central, se han detectado valores elevados de EPA en huevos de pequefios
peces peldgicos durante la temporada invernal donde diatomeas y grandes copépodos
herbivoros calanoideos fueron dominantes en algunos afios, mientras que valores bajos de
EPA se sefialaron en las temporadas invernales mas calidas cuando dinoflagelados y
pequetios copépodos ciclopoides omnivoro-detritivoros aumentaron en abundancia (Castro
et al., 2010). Otros reportes con diferencias en la composicion de AG en tejidos de peces
entre localidades y temporadas incluyen a organismos en ecosistemas de agua dulce asi
como agua marina. En peces como la perca blanca e invertebrados en el lago Michigan, se
han sefialado variaciones estacionales en la composicion de AG, asi como entre la costa y
mar afuera, resultado con que se pudo inferir posibles migraciones entre lugares dentro del
lago (Czesny et al., 2011). En especies de Gadidos como el bacalao del Baltico, han
ocurrido cambios en el periodo de mayor desove durante la temporada reproductiva que se
han atribuido variaciones en la disponibilidad y dominancia de presas (arenque, spratus e
isopodos) en diferentes lugares, los que pudieron ser revelados a través de la composicion

de AG en los tejidos de bacalao (Regjbek et al., 2012).
52



Composicion lipidica en tejido gonadal de merluza austral, su alimentacion y potencial

transferencia a huevos determinada a partir de biomarcadores especificos

A partir de muestras de plancton colectadas en primavera del 2010 desde el Seno de
Reloncavi (41° L.S), se separ6 huevos de merluza austral para analizar su composicion de
acidos grasos. Los resultados de los andlisis de AG fueron claros, sin embargo, el numero
de huevos analizados fue relativamente bajo (una muestra de 20 huevos) por lo que se
recomienda aumentar el numero de muestras de huevos en la zona interior asi como tambén
colectar huevos desde la zona exterior para corroborar los siguientes resultados y afianzar

las interpretaciones.

Los resultados de los analisis de AG en huevos colectados en aguas interiores indicaron
valores de concentracion en un rango de 0.008 — 6.86 pg/mg, desde el carbono 13:00 hasta
el 22:6(n-3). La contribucion porcentual de los grupos de AG fue SAFA > PUFA >
MUPFA. Las mayores concentraciones de AG entre los SAFA fueron el acido tridecanoico
(13:00), acido palmitico (16:00) y acido graso estearico (18:00). Entre los acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) las concentraciones no superaron 1 pg/mg. Entre los PUFA
destacaron con mayores concentraciones el dcido graso docosahexaenoico (DHA, 22:6(n-
3)) y acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5(n-3)). La relacion DHA/EPA en huevos fue > 1
sugiriendo que en la trama trofica predominaron dinoflagelados (Tabla 6). Al comparar
todos los muestreos realizados en aguas interiores a través de marcadores especificos y
siguiendo la sefial de la alimentacion, se observé el AG (22:1(n-11)) en todos los tejidos de
hembras de merluza austral, en crustaceos (Munida sp y eufausidos) y, en huevos el 20:1(n-
11). Altas concentraciones de alcoholes grasos se han identificado en crustaceos
(copepodos) los cuales serian oxidados metabolicamente en los peces transformandolos a

acidos grasos monoinsaturados tales como (22:1(n-11)) y (20:1(n-11)) (Scott et al., 2002).

En resumen, los resultados y seguimiento de biomarcadores lipidicos en el presente estudio
indican diferencias en las proporciones de AG en tejidos de merluza austral entre zonas,
seflalan que merluza austral en aguas interiores habria consumido crustidceos tales como

Munida y eufausidos, y que estos biomarcadores pudieron ser traspasados hacia los huevos
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de merluza. Debido a que el proceso de acumulacion de estos biomarcadores en tejidos de
hembras y posterior traspaso a los huevos deberia ser de una duracion de varias semanas (0
pocos meses), los resultados aca descritos darian un indicio de que los huevos pudieron
provenir de hembras residentes durante ese periodo de tiempo en zonas de aguas interiores.
Los datos generados reportados en este estudio constituyen el primer reporte de acidos
grasos en tejidos de hembras en merluza austral, en crustaceos del género Munida, en
eufausidos y en huevos de merluza austral de la Patagonia La informacion generada a partir
de esta data en distintas zonas de la patagonia (eg. aguas interiores, aguas exteriores), se
espera, permita fortalecer las bases conceptuales sobre las cuales se sustenta el

conocimiento actual de la estructura poblacional de merluza del sur en la zona sur de Chile.
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Tabla 6 Composicion de acidos grasos en huevos (n=20) de merluza austral colectados en

aguas interiores

Huevos de merluza austral
1

Acidos grasos ~ Hg mg dw " %dw
13:00 6.869 37.827
14:00 0.208 1.145
15:00 0.073 0.400
16:00 2.626 14.461
17:00 0.084 0.464
18:00 2.083 11.470
20:00 0.078 0.431

16:1(n-7) 0.620 3.416
17:1(n-8) 0.144 0.794
18:1(n-9) 0.967 5.327
18:1(n-7) 0.449 2.472
18:2(n-6) 0.099 0.543
20:1(n-9) 0.102 0.563
20:4(n-6) 0.147 0.811
20:5(n-3) 1.117 6.149
22:1(n-9) 0.068 0.372
22:6(n-3) 2.418 13.314
20:1(n-11) 0.008 0.041
DHA/EPA 2.165 2.165
T 2SAFA 12.02 66.19
T "MUFA 2.36 12.98
T °PUFA 3.78 20.82

aSAFA: 13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 20:00
PMUFA: 16:1(n-7),17:1(n-8), 18:1(n-7), 18:1(n-9), 20:1(n-9), 20:1(n-11), 22:1(n-9)
°PUFA: 18:2(n-6), 20:4(n-6), 20:5(n-3), 22:6(n-3)
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Figura 5 Esquema del patron migratorio de Merluza austral entre aguas interiores y

exteriores de la X y XI propuesto por Cespedes ef al.(1996)
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