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ESTUDIOS GENETICOS EN Lithodes santolla

TRANSFORMANDO CONOCIMIENTO EN SOLUCIONES BIOTECNOLOGICAS
PARA LA PESQUERIA DE CENTOLLA



PROYECTO:
“ESTUDIO COMBINADO DE VARIABILIDAD GENETICA Y
MORFOLOGICA DE LA CENTOLLA (Lithodes santolla) EN LA
REGION DE MAGALLANES Y ANTARTICA CHILENA:

HERRAMIENTAS PARA EL MANEJO, SUSTENTABILIDAD Y
PLUSVALIA COMERCIAL DEL RECURSO”
CODIGO 12BPC2-13541

Proyecto apoyado por

2012 - 2016 COREOY
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GENERAR UNA PLATAFORMA
GENOMICA Y TRANSCRIPTOMICA
DEL RECURSO CENTOLLA

» Desarrollar MARCADORES MOLECULARES
especificos de la especie.

> Caracterizar GENETICAMENTE el recurso en
toda la Region de Magallanes y Antartica
chilena.

» Obtener conocimiento sobre el proceso
reproductivo a nivel celular, bioquimicoy
molecular.




3 campaias de
muestreo, a bordo de
embarcacion
centollera
2012, 2013, 2014
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Toma de muestras: Analisis histologicos-trascriptomicos:
reproductivos.

Muestra de tejido
para analisis
bioquimicos

Muestra de hemolinfa
para analisis
bioquimicos
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Muestra de tejido
RNA-later Muestra de tejido para
para analisis analisis histolagico
moleculares Sol. Davidson



ESTRATEGIA METODOLOGICA

Biopsiatoma de muestra
y aislamiento de células

U x |dentificacion de GENES

- Reproduccion, Sexo,
Resistencia/defensa a
Dolammasterias patdgenos, Crecimiento, etc.

marcadores moleculares =

Secuenciacion
Genoma/
Transcriptoma

Obtencion de
ADN y ARN

WP VUMMV W

Aplicacion en la industria
Pesquera y acuicola

Disefo de nuevos protocolos
Diagnéstico molecular
Generacion de kits




- o Herramientas Bioinformaticas

MITOS
(Anotacion de genes)

ND5

BLAST
(Identificacion Genbank)

ND4

DOGMA
Definicion de tRNAs genes

OGDRAW version 1.1
Conformacion del genoma
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PLATAFORMA GENOMICA DE L. santolla




Histologia e Histoquimica - analisis cualitativos y cuantitativos

Machos Hembras Area de Cobertura Gonadica
VS
Area de Cobertura Somatica

\ 4

Frecuencia de categorias ovocitarias

Numero de ovocitos por unidad de area (um?):
Previtelogénicos
Vitelfgénicos
Pos¥elogenicos
Atréffcos

# Morfo-métricos:
Ar€a total (um2)
Dfmetro tedrico (um)

% de lipidos y carbohidratos en los principales R&facion Nucleo/ Citoplasma (%)
infiice de forma (%)

tejidos relacionados con la reproduccion: , "
£ Bio-energéticos:

Gfnhada ( .
Inffice de Lipidos (%)
inffice de Carbohidratos (%)

Reservas energéticas




Bioquimics POXITal o tedopinres ool stados de masez g

Obtencion de extractos Cuantificacion total por colorimetria

P Pesado Colorimetria en microplacas ELISA de
P Liofilizado acuerdo al tipo de sustrato energético en
2 Rehidratacion espectrofotometro Multiskan Spectrum®

4 Homogeneizado de las muestras en agua destilada
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£ Lipidos totales: Sulfo-Fosfato Vainillina (Barnes & Blackstock, 1973) f
2 Colesterol GPO-Trinder®
P Triglicéridos CHOD-PAP® i

£ Carbohidratos totales:

Acido Tricloroacético (Roe et al., 1961)

P Glucdgeno Antrona (Osterberg, 1929)

RN

£ Proteinas totales Acido Biciconinico (BCA) (Maliia et al., 1985).




Secuenciacion Masiva del Transcriptoma de ovario (RNA-seq)

Mussitas devaroen | focnologiaRNAseq | ——> | Ensamblaje de novo del transcriptoma

Carencia de transcriptoma de referencia
obligo al ensamblaje de novo del
transcriptoma de L. santolla

Solucion RNA/ater®
Secuenciacion masiva de

—_ Nueva Generacion (NGS)

=2 UUSMD

SET UMetTINane B SecoenCa 04 Masler 3¢ ONA

Las secuencias de los transcritos fueron
importadas a Trinotate y se les identifico
homologia

Grado en el que los genes se expresan

diferencialmente  entre los diferentes estadios de m H«M?u uniprdi: .:
madurez del ovario BLAST Pfam ee”

e d g e R @ St u d I O eggNqu WSQLite E:tﬂe Gene Ontology



RESULTADOS Length: 16,067 bp =

B GC skew-
W GC skew-

Genoma mitocondrial completo de centolla (Lithodes santolla)

4 Ribosomales:
16S rRNA ; 12S rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA

16 tRNA de los 22 reportados en
Cangrejo Rey de Alaska (Kim et al. 2013).

CYTB.

Al Igual que en casi todos los genomas
mitocondriales de los crustaceos los marcos de

lectura de las regiones codificantes se ven

interrumpidos por codones de paro, pero esta

parece ser una caracteristica conservada en Mitochodrial Genome
todos ellos (Kim et al. 2013).



Para validar el Genoma Mitocondrial de L.santolla se realizd un
analisis filogenético comparativo.

Paralithodes
camtschaticus.

Paralithodes Cryptolithodes
brevipes. sitchensis.

BT

Pagurus Austinogebia
longicarpus. edulis.



Secuencias conservadas de L. santolla
Especie-especificas

ND5

ND4

Paralithodes
camtschaticus.




LABORATORIOS NATURALES DE MAGALLANES Y ANTARTICA CHILENA. WWW.,

TrazaSantolla Chip (microarreglo de alta densidad)

Aplicaciones en la pesqueria de CENTOLLA:
Fiscalizacion




OS NATURALES DE MAGALLANES Y ANTARTICA CHILENA www.cequa.cl

El primer cddigo de barras de la vida (del recurso centolla)

Se basa en la identificaciéon de una region de ADN de la centolla que sirve como una
etiqueta para la identificacion rapida de la especie. El propdsito de este sistema de
identificacion es facilitar la conservacion, conocimiento y uso sustentable del recurso
centolla.
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GEN
COl-I

COl-II

COl-Ill

NADH-1

NADH-3

18S

28S

16S

125

Region

control

PRIMER
Forward

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward

Reverse

SECUENCIA DEL PRIMER
GCTCCAGATATAGCCTTTCCA

GGATAATCAGAATACCGACGAG
GGCTTCTCCCCTAATAGAAC
ACCTATGATTTGCCCCAC
CCCTGACCTTTAACTGGCTCT
GCAGCAGCTTCAAATCCA
CAGCCTTTTTCTGACGCAGT
TCTCCCTCAGCAAAATCAAAA
GCTCTTCTGTACCTTTCTTAC
CACTCTAAAGCACCTTGC
GTGAAACCGCGAATGGCTC
ATCTCGTGCGGCTAGAGTTG
CGGGTGGAACTCGTAGATCG
TGTCTGTGGTGCCCTTTGTT
AGAAACCAACCTGGCTCA
AGTTTGGCCTGCTCACTG
CCGATACATCTACCTTTGTTAC
CAGTCGCGGTTATACTTAAAG
CACGGCCTGTAGAAGAACT
CCACGACTTCGTTATGATAAGC

Centro de tstudios del Cuaternario Fuego Patagonia

62.0
61.3
58.3
59.8
63.4
62.8
64.4
63.5
54.0
56.0
59.5
60.5
62.5
58.4
57.3
57.3
58.4
57.4
60.5

60.3

47.6
45.5
50.0
50.0
52.4
50.0
50.0
38.1
42.9.0
50.0
57.89
55.0
60.0
50.0
52.63
52.63
40.91
42.86
55.0
45.45

21
22
20
18
18
20
20
21
21
18
19
20
20
20
18
18
21
20
20
22

1067

581

669

473

333

1390

1378

538

552

1328



Microsatélites

|
] i 2&] il
|
Lsal3 N TN - Lsa 14
|
Lsal1l o LI I L I

_ A

Locus Alelos Dempster et al.
....................................... Nulos ...2977 ..
Lsa0l No 0.0103
Lsa08 No 0.0000 % DE EXlTO — 97.5
Lsal0 No 0.0322
Lsall No 0.0072
Lsal3 No 0.0001
Lsald No 0.0897
20

GENEMAPPER V 4.1 (Applied Biosystems®).



» Localidades
(Sitios muestreo)

>12 Zonas

>3 Macro-zonas:

Norte
Centro
Sur
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Muestras de centolla
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1100000

Océano
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. Puerto)
guWilliams

@ 32colecta

1100000
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4500000

4200000

3900000



Diversidad genética

ZONAS
GEN 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 Prom.
Nh 27 12 3 6 8 12 20 22 12 12 22
(828 'p'b) Hd 0898 0830 058 0402 0431 0721 0899 0802  0.898 0873 = 0830 0.743
M 0020 0020 0011 0011 0010 0013 0017 0013 0012 0010 = 0016 0.013
Nh 12 3 2 6 4 9 12 10 9 8 12
“ égﬁi - Hd 0.446  0.470 0.348 0.313 0.337  0.438 0.426 0.468 0.434 0.437 0.448  0.415
M 0014 0012 0010 0010 0011 0013 0014 0014 0014 0013 = 0014 0.012
Nh 20 11 2 5 3 2 20 18 11 11 18
(55}52?)b) Hd 0508 0637 0319 0337 0287 0409 0777 0748 0596 058 = 0713  0.537
M 0015 0015 0010 0011 0010 0014 0014 0015  0.014 0014 0014 0.013
Nh 29 8 3 12 9 22 22 21 22 17 22
Reg(g’ogcpobr;"o' Hd 0.999  0.999 0 0.996 0 0972 0998 0982  0.982 0998  0.98  0.810
M 0018 0012 0010 0010 0010 0011 0014 0018 0014 0018 = 0017 0.013
Nh 24 9 2 10 11 10 14 18 17 14 20
colll Hd g, 0695 0466 0483 0447 0618 0842 0817  0.864 0845 = 0881 0.730
(c45P) M 0012 0010 0010 0010 0013 0017 0018  0.013 0013 = 0016 0.013

0.018

Y ANTARTICA




Diversidad genética

ZONAS
GEN 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 Prom.
Nh 27 12 2 7 6 15 20 17 17 8 22
col il
Hd 0.919 0.961 0.234 0.325 0.348 0.898 0.881 0.765 0.871 0.894 0.884 0.725
(616 pb)
T 0.018 0.013 0.010 0.010 0.010 0.011 0.014 0.014 0.015 0.018 0.018 0.013
Nh 10 8 2 2 2 10 9 9 9 8 8
NADH-1
Hd 0.908 0.837 0.446 0.637 0.617 0.709 0.861 0.748 0.996 0.886 0.913 0.721
(291 pb)
n 0.017 0.014 0010 0.010 0.010 0.010 0.016 0.017 0.014 0.013 0.016 0.013
Nh 18 8 3 7 11 7 12 12 10 9 17
NADH-3
T Hd 0.921 0.838 0.321 0.338 0.235 0.696 0.649 0.859 0.671 0.686 0.786 0.636
T 0.019 0.011 0.011 0.014 0.012 0.012 0.013 0.013 0.012 0.013 0.013 0.013
Nh 24 9 2 9 6 7 17 16 15 10 20
18S
Hd 0.998 0.914 0.221 0.205 0.254 0.987 0.757 0.986 0.974 0.880 0.775 0.703
(442 pb)
n 0.016 0.011 0.010 0.010 0.011 0.016 0.016 0.016 0.014 00114  0.016 0.013




Indices de diversidad genética

Hd | Hd | Hd T
Gen Zona Norte Zona Centro Zona Sur
(1y2) (3-6) (8-12)
COl | 0.864 0.020 0.535 0.011 0.860 0.013
16S 0.446 0.013 0.359 0.011 0.442
12S 0.572 0.015 0.338 0.011 0.684 0.014
Region control  0.999  0.015 0.989 0.016
COl I 0.786 0.015 0.503 0.010 0.853
COl 1l 0.940 0.015 0.451 0.010 0.859 0.015
NADH-1 0.872 0.015 0.602 0.010 0.880
NADH-3 0.879 0.015 0.397 0.012 0.730
18S 0.956 0.013 0.416 0.011 @ 0.874
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Variabilidad genética multilocus por macrozona (Norte, Centro y Sur).
Estimada mediante 6 loci microsatélites de Lithodes santolla.

16.000
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MacrozonaN tacrozonaC Macrozona$s M zonaSE
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(Na) namero promedio de alelos por locus. (AP) alelos
privados.
(He) heterocigosidad esperada.

Zona 3= Sector Seno Otway (Caleta Fanny)

Zona 4 = Sector Isla Desolacion (Canal Abra), Seno profundo, C. Trevor.
Zona 5 = Sector oriental del Estrecho de Magallanes, Bahia Laredo.
Zona 6 = Sector de Gente Grande; Bahia Inutil.

Zona 11 =islas y canales entre la costa sur de la peninsula Brunswick,
seno Agostini. Las localidades presentes destacan Capitan Aracena, B.
Kempe

0.820
0.800
0.780
0.760 I Na

. AP

Heterocigosidad

—— He

000 o w00 1000
1 1 f L

uerto

Océano
Atldntico

@ Centroideszonas === Zonas de extraccion
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Estimacion de diferenciacién genética poblacional (F;)

Matriz pareada con Indices de fijacion dst concatenada
de 4 genes mitocondriales (COI-I, COI-ll, 16S rRNA y Region control).

2L 0.4
22 '
z 0.3
4

0.2

- 0.1




Marcadores Microsatélites

Estimacion de diferenciacidn genética poblacional (F;)
Los valores del estadistico F.;pareados para todos los sitios de muestreo variaron desde 0
hasta un maximo de 0.029. El 100% de las comparaciones tuvieron valores de

diferenciacion genética bajos (<0.05) segun los rangos propuestos por Freeland (2005b).
1.SalE P.CaE I.AviEl 1.OtNE I.OtOE I1.Co@ I|.WilE P.ProfE |.ZaE E.PoR P.Pa I|.RTE SeNeR C.MalE B.MulE SeBar

]
P.Ca@ 0.019E
&l

LAVE 0.0045 0.029F

I.OtNE 0.000F 0.0245 0.000F

1.OtO® 0.000F 0.010E 0.000E 0.000F

I.CoB 0.004E 0.000F 0.013E 0.008 0.000F

L.WiE 0.018F 0.004% 0.019% 0.010E 0.004E0.0008
P.ProfZ 0.000E 0.021F 0.005E 0.000E 0.000F 0.030 0.003F

1.ZaB 0.009E 0.004% 0.008E 0.001F 0.002E 0.000E 0.000F 0.0008

E.Poll 0.000F 0.016F 0.008E 0.002E 0.000F 0.005 0.000E 0.0008 0.001F

P.Pall 0.014F 0.017G 0.001E 0.010F 0.007F 0.000F 0.010F 0.029F 0.004E 0.011F

I.LRTE 0.001F 0.003F 0.011F 0.003F 0.000F 0.000F 0.000F 0.000& 0.000F 0.000F 0.006F

SeNe 0.009 0.000% 0.013% 0.009E 0.000F 0.000E 0.000F 0.009 0.0067 0.010E 0.007 0.0006
C.MaB 0.002F 0.007E 0.005E 0.000F 0.000E 0.000F 0.000E 0.000@ 0.000 0.000F 0.008F 0.000E 0.000F
B.Mul 0.000F 0.010F 0.004E 0.000F 0.000E 0.008F 0.002F 0.000F 0.000F 0.000F 0.008E 0.000F 0.006E 0.000
SeBal 0.000E 0.000% 0.009 0.005E 0.000F 0.000E 0.011F 0.012F 0.005F 0.000F 0.005E 0.000G 0.000E 0.001@ 0.000F

CEQUA

CENTRO DE ESTUDIOS
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Y ANTARTICA
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Existe flujo génico (obtenido con microsatélites)







Caracterizacion histoquimica del ovario de L. santolla

Desove

Tincion Sudan B




Bioquimica Proximal

Anadlisis de reservas en ovario y hepatopancreas

700,0000 - Lipidos totales
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200,0000 -

Previtelogénesis Vit. Primaria Vit. Secundaria Madurez Desove
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B Gonada mmm Hepatopancreas



Bioquimica Proximal

Concentracion (mg/g)

120,0000

100,0000

80,0000

60,0000

40,0000

Previtelogénesis Vit. Primaria

Triglicéridos

Vit. Secundaria Madurez

Estadio de desarrollo

B Gonada

Bl Hepatopancreas

- 1,2000

1,0000

0,8000

0,6000

0,4000

0,2000

0,0000
Desove

=—ir—Hemolinfa

Concentracion (mg/mL)



Indicador cuantitativo del grado de madurez y Potencial reproductivo de cada hembra

Oocyte types mean diameters and areas

Derived traits

: Chromatin Early nucleolus Late nucleolus 01l globule
Variables Female Value .
nucleolus type type stage I type from: Traits
(€)) (2) (4) '
Numbers of i Total number
oocyte type n n, n4 sty
(n) of oocytes
Previtellogenic w3 Nu@bers Of.
oocytes n, n, - n; previtellogenic
oocytes
. . N f
Vitellogenic _umbers 0
" - - N4 Ny vitellogenic
oocytes oocytes
Mean oocyte N N N N il 4 (mx D)/ Oocvt
type diameter ( Zl—l.uﬂl D ) / n, ( 21—1...[12 D ) /1’12 ( 21—1...[13 D ) / n; ( 21—1...[14 D ) / n, i i OCyles mean
(l,tm) (D) n;+tnytnstng
Oocyte type sislonl o gitlon2 o giclond A ST mix A maturity

arca (um’) (A;)

(OM)

Indicadores de calidad ovocitaria




ABORATORIOS NATURALES DE MAGALLANES Y ANTARTICA CHILENA. www.cequa.cl

Esfuerzo conjunto (IFOP/SUBPESCA/CEQUA)

+* GENERAR MODELOS CON LOS COMPONENTES:
v Dinamica poblacional,
v' Diversidad genética,

v’ Caracteristicas reproductivas.




Introducir a los modelos de DINAMICA POBLACIONAL

Forthcoming: American Economic Review

Valuing Biodiversity from an Economic Perspective: A
Unified Economic, Ecological and Genetic Appmachl

W. A. Brock® and A. Xepapadeas®




www.cequa.cl

Secuenciacion Masiva del Transcriptoma (RNA-seq) Muestras de ovario en

Solucion RNA/ater®

Table 1. Summary statistics of Lithodes santolla ovary transcriptome sequencing and

assembly.

Raw results

Number of total raw reads 365,637,100
Rbar SEovary Sl Ty — 79,878,251

Assembly results :

Number of transcripts 57,881
o e T e T
T X

Maximum transcripts (bp)

CEQUA

CENTRO DE ESTUDIOS



Species distribution www.cequa.d

BLAST hits

Muestras de ovario en
Solucion RNA/ater®

0 1000 2000 3000 4000

Others

Daphnia pulex

Tribolium castaneum
Pediculus corporis
Branchiostoma floridae
Rhipicephalus pulchellus
Strongyvlocentrotus purpuratus
Nasonia vitripennis
Crassostrea gigas
Megachile rotundata
Acyrthosiphon pisum
Saccoglossus kowalevskii
Harpegnathos saltator
Camponotus flovidanus
Ixodes scapularis
Danaus plexippus

Aedes aegypti

Bombus terrestris

Species

Acromyrmex echinatior
Bombus impatierns
Scylla paramamosain
Danio rerio

Apis florea

Apis mellifera
Nematostella vectensis
Anopheles gambiae
Solenopsis invicta
Xenopus Silurana
Penaeus monodon
Oreochromis niloticus

Culex quinguefasciatus

Y ANTARTICA



Cellular process

Metabolic process

Biological regulation

Regulation of biclogical process
Response to stimulus
Localization

LAB(

Muestras de ovario en
Solucién RNA/ater®

Cellular component onganization or biogenesis
Signaling

Developmental process

Multicellu lar organismal process
Positive regulation of biological process
Negative regulation of biclogical process
Immune system process

Reproduction

Locomotion

Reproductive process

Biological adhesion

Growth

Cell

Cell part

Organelle

Membrane

Macromolecular complesx

Crganelle part

Membrane part

Membrane-endosed lumen
Extracadlular region

Extracedlular region part

Blological Process
1467 conligs/ T39%

Cellular Component
5,007 coniigs/ 496'%

Cell junclion 8o
Supramolecular fiber 66
Synapse 54
Extracellular matrix J 39
Synapse part _I 33
Virion | a2
\firion part | 31
Binding 5215
Catalytic activity | 1 4778
5 E Transporter activity | 1 a8z
E oo Molecular transducer activity [m 234
= 5B, Structural molecule activity |70 231
= = Molecular function regulator [ 230
§ L Signal transducer activity 1 208
= S5 Nudeic aci binding transcription factor activity |8 176
Antiocdadant activily 20

o 10 220 30 40 50 0 TFO &0 90 100
Contigs (%)




LAI Developmental process involved in reproduction
Sexual reproduction 78

Gametle generation &3

Response to steroxd homone 41

Cerm c=il development
Germ cell development
Meiotic ce=ll cyde
Meiotic cell cyde process

SEyy

Steroid metabolic process 25
Reproductive system development 249
Reproductive structure development 24
Male gamete generation 22
Male gamete generation 22

Sex differentiation

Gonad development

Sterol metabolic process

Female gamete generation

Response fo estrogen

Fertilization

Hormone metabolic process

OCogenesis

Steroid biosynthetic process

Regulation of steroid metabolic process
Sperm-egg recognition

Owvulation cycile

Owvulation cycle process

Response to sterol

Regulation of sterol transport

Regulation of steroid biosynthetic process
Oocyte development

Owvarnian follicie cell migraton

Ovarian follicle cel development

Oocyte differentiation

Regulation of reproductive process
Prostanod metabolic process

Response to estradiol

Male sex differentiation

Germn cell migration

Regulation of cocyte development
Response to testosterone

Male meiosis

Germ-line stem cell dwusion

Negative regulation of oocyte development
Positive regulation of reproductive process
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Gametogénesis / Vitelogénesis
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Mommsen y Walsh, 1988; Osada et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Serrano-Pinto et al., 2005



DESARROLLOS TECNOLOGICOS
GENERADOS

1) Genoma mitocondrial completo de centolla, el cual permitié generar la primer
plataforma gendmica de centolla y el primer “macroarreglo” para uso en la
caracterizacion genética del recurso.

2) Primer Transcriptoma asociado al proceso reproductivo de las hembras de centolla,
con aplicacion directa para el desarrollo del cultivo de centolla.

3) Kit trazabilidad genética especifico para la pesqueria de centolla.

4) El primer codigo de barras de la vida (DNA Barcode of Life), el cual se basa en la
identificacion de una region de ADN de la centolla que sirve como una etiqueta para
la identificacion rapida de la especie.



DESARROLLOS TECNOLOGICOS
GENERADOS

4) La primera escala de clasificacion del proceso reproductivo (Gametogénesis) e
indices de calidad reproductiva de las hembras de centolla, el cual tiene aplicacién

directa para realizar el seguimiento espacio-temporal y definir con mayor precision
las temporadas de veda del recurso.

5) El primer “banco de genes” geo-referenciado de centolla de toda la region de
Magallanes y Antartica chilena.
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LOCALIDADES DE LAS ZONAS

Zona 1: Islas y canales comprendidos entre la costa sur de las islas Wellingston y
Mornigngton, costa oeste de |la peninsula Wilcok, isla Esperanza, isla Diego de
Almagro y Jorge Montt (Guarello). Dentro de estas zonas se encuentran las
localidades de Isla Esperanza (Canal Esteban), Canal Oeste, Isla Cafiero (Canal Oeste),
Isla Topar, Punta Cliffs (Canal Ladrillero, Punta Camello (Canal Ladrillero), Punta

Pirdmide (Canal Ladrillero), Islote Circel, Isla Cruzoe, Rio Frio (Paso Indio), Isla Masdn,
Seno Heinrich y Canal Adalberto.

Zona 2: Incluye canales adyacentes al canal de sarmiento, a la isla Maldonado a |la
bahia Parker y al sector del grupo Cuarenta Dias e isla Conejo. Las localidades que

abarcan son, Isla Hannover (Canal Castro), Isla Maldonado (Canal Uribe), Isla
Hannover (Canal Castro).
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Zona 3: Cubre el sector del seno Otway en la costa occidental de la peninsula de Brunswick y
costa sur de la isla Riesco. La localidad presente en esta zona es Caleta Fanny-1.

Zona 4: Abarca el sector de la isla Desolacion (canal Abra) y el sector de seno Profundo i la isla
Rice Trevor, abarca la localidad Caleta Fanny-2.

Zona 5: Sector oriental del Estrecho de Magallanes incluyendo puerto Zenteno, bahia Santiago y
puerto Felipe. Las localidades presentes son; Bahia Laredo.

Zona 6: Incluye el sector de gente grande y Santa Maria. Localidad de zona Bahia Inutil.

Zona 7: Sector del canal del Beagle (bahia Virginia, bahia Estrella, punta Gusano y Ukika).
Localidad muestreada zona 7-01.
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Zona 8: Sector del canal Canacus, la peninsula Hardy, el sector de Wollaston y la bahia
Windhond, comprende las localidades de Bahia Franklin, y Bahia Orange.

Zona 9: Sector isla Thomas y bahia India. Localidad de Seno afio Nuevo y Carolina.

Zona 10: Sector del seno Luisa y del canal Barros Merino y Brazo Inutil. Localidades dentro del
muestreo correspondientes a Isla Ramon, Sur de la Isla, Isla Guillermo Obrien, Weste Canal,
Canal Ballenero, isla del medio, Jorge.

Zona 11: Abarca islas y canales entre la costa sur de la peninsula Brunswick, seno Agostini, seno
Bluff, canal Cockburn, isla Carlos y costa sur de isla Santa Inés. Las localidades presentes destacan
Capitan Aracena B. Kempe.

Zona 12: Localidad de Caleta Maria B. Parry Seno Almirantazgo.
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