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Pesca en la Región XII

(Guzmán et al., 2004; Daza et al., 2012; Subsecretaría de Pesca y Acuicultura, 2016; IFOP, 2016).



GENERAR UNA PLATAFORMA 
GENÓMICA Y TRANSCRIPTÓMICA

DEL RECURSO CENTOLLA

➢ Desarrollar MARCADORES MOLECULARES 
específicos de la especie.

➢ Caracterizar GENÉTICAMENTE  el recurso en 
toda la Región de Magallanes y Antártica 
chilena. 

➢ Obtener conocimiento sobre el proceso 
reproductivo a nivel celular, bioquímico y 
molecular.  
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3 campañas de 
muestreo, a bordo de 

embarcación 
centollera

2012, 2013, 2014



69 sitios de muestreo

1400 organismos
(10-15 organismos por sitio)

1,011 Machos y 389 Hembras



Muestra de tejido para 
análisis histológico

Sol. Davidson

Muestra de tejido  
para análisis 
bioquímicos 

Muestra de hemolinfa 
para análisis 
bioquímicos  

Toma de muestras: Análisis histológicos-trascriptómicos:
reproductivos.

Muestra de tejido 
RNA-later  

para análisis 
moleculares 



ESTRATÉGIA METODOLÓGICA
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MITOS
(Anotación de genes)

BLAST
(Identificación Genbank)

DOGMA
Definición de tRNAs genes

OGDRAW versión 1.1
Conformación del genoma 

Herramientas Bioinformáticas  



Diseño “Primers” específicos 
a partir del genoma de L. santolla

Microsatélites y Mitocondriales

PLATAFORMA GENÓMICA DE L. santolla



Histología e Histoquímica - análisis cualitativos y cuantitativos

Machos                            Hembras

Estadios de madurez gonádica Índices morfo-fisiológicos

Área de Cobertura Gonádica

vs

Área de Cobertura Somática

Indicadores de calidad ovocitaria

Morfo-métricos:
Área total (µm2)

Diámetro teórico (µm)

Relación Núcleo/ Citoplasma (%)

Índice de forma (%)

Bio-energéticos:
Índice de Lípidos (%)

Índice de Carbohidratos (%)

Reservas energéticas

% de lípidos y carbohidratos en los principales 

tejidos relacionados con la reproducción:

Gónada

Frecuencia de categorías ovocitarias

Número de ovocitos por unidad de área (µm2):
Previtelogénicos

Vitelogénicos

Posvitelogénicos

Atrésicos



Bioquímica Proximal

Pesado

Liofilizado

Rehidratación 

Homogeneizado de las muestras en agua destilada

Obtención de extractos Cuantificación total por colorimetría

Colorimetría en microplacas ELISA de

acuerdo al tipo de sustrato energético en

espectrofotómetro Multiskan Spectrum®

Sustratos energéticos

Sulfo-Fosfato Vainillina (Barnes & Blackstock, 1973) 

GPO-Trinder®

CHOD-PAP®

Ácido Tricloroacético (Roe et al., 1961)

Antrona (Osterberg, 1929)

Ácido Biciconínico (BCA) (Mallia et al., 1985).

Lípidos totales:

Colesterol

Triglicéridos

Carbohidratos totales:

Glucógeno

Proteínas totales

Ovario, Hepatopáncreas, Hemolinfa: Estadios de madurez gonádica



Secuenciación Masiva del Transcriptóma de ovario (RNA-seq)

Tecnología RNA-seq

Secuenciación masiva de 

Nueva Generación (NGS)

Ensamblaje de novo del transcriptoma

Anotación del Transcriptóma

Análisis de Expresión diferencial de genes

Carencia de transcriptoma de referencia

obligó al ensamblaje de novo del

transcriptóma de L. santolla

Las secuencias de los transcritos fueron

importadas a Trinotate y se les identificó

homología
Grado en el que los genes se expresan

diferencialmente entre los diferentes estadios de

madurez del ovario.

Muestras de ovario en 

Solución RNAlater®

edgeR



	

Genoma mitocondrial completo de centolla (Lithodes santolla)

Se identificaron un total de 13 genes codificantes

Al Igual que en casi todos los genomas 
mitocondriales de los crustáceos los marcos de 
lectura de las regiones codificantes se ven 
interrumpidos por codones de paro, pero esta 
parece ser una característica conservada en 
todos ellos (Kim et al. 2013).

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

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

RESULTADOS



Para validar  el Genoma Mitocondrial de L.santolla se realizó un 
análisis filogenético comparativo.

Paralithodes
camtschaticus. 

Paralithodes
brevipes.

Cryptolithodes
sitchensis. 

Pagurus
longicarpus. 

Austinogebia
edulis.



Paralithodes
camtschaticus. 

Secuencias conservadas de L. santolla
Especie-específicas



Insertar texto

TrazaSantolla Chip (microarreglo de alta densidad)
Aplicaciones en la pesquería de CENTOLLA: 

Fiscalización

Identificación específica y rápida de la centolla

Esta tecnología es aplicable en cualquier etapa del 
desarrollo de centolla, desde huevo a adulto. 



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

Se basa en la identificación de una región de ADN de la centolla que sirve como una
etiqueta para la identificación rápida de la especie. El propósito de este sistema de
identificación es facilitar la conservación, conocimiento y uso sustentable del recurso
centolla.



PRESENTACION:
Centro de Estudios del Cuaternario Fuego Patagonia

GEN PRIMER SECUENCIA DEL PRIMER TM GC% PB PF

COI-I Forward GCTCCAGATATAGCCTTTCCA 62.0 47.6 21 1067

Reverse GGATAATCAGAATACCGACGAG 61.3 45.5 22

COI-II Forward GGCTTCTCCCCTAATAGAAC 58.3 50.0 20 581

Reverse ACCTATGATTTGCCCCAC 59.8 50.0 18

COI-III Forward CCCTGACCTTTAACTGGCTCT 63.4 52.4 18 669

Reverse GCAGCAGCTTCAAATCCA 62.8 50.0 20

NADH-1 Forward CAGCCTTTTTCTGACGCAGT 64.4 50.0 20 473

Reverse TCTCCCTCAGCAAAATCAAAA 63.5 38.1 21

NADH-3 Forward GCTCTTCTGTACCTTTCTTAC 54.0 42.9.0 21 333

Reverse CACTCTAAAGCACCTTGC 56.0 50.0 18

18S Forward GTGAAACCGCGAATGGCTC 59.5 57.89 19 1390

Reverse ATCTCGTGCGGCTAGAGTTG 60.5 55.0 20

28S Forward CGGGTGGAACTCGTAGATCG 62.5 60.0 20 1378

Reverse TGTCTGTGGTGCCCTTTGTT 58.4 50.0 20

16S Forward AGAAACCAACCTGGCTCA 57.3 52.63 18 538

Reverse AGTTTGGCCTGCTCACTG 57.3 52.63 18

12S Forward CCGATACATCTACCTTTGTTAC 58.4 40.91 21 552

Reverse CAGTCGCGGTTATACTTAAAG 57.4 42.86 20

Región 

control

Forward CACGGCCTGTAGAAGAACT 60.5 55.0 20 1328

Reverse CCACGACTTCGTTATGATAAGC 60.3 45.45 22
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% DE ÉXITO = 97.5

Lsa01
Lsa13

Lsa11

GENEMAPPER V 4.1 (Applied Biosystems®).

Microsatélites 



CARACTERIZACIÓN GENÉTICA:

➢Localidades 
(Sitios muestreo)

➢12 Zonas

➢3 Macro-zonas:

Norte
Centro 

Sur

NORTE

CENTRO

SUR



 

 

GEN 

ZONAS 

 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 Prom. 

COI I 
(839 pb) 

Nh 27 12 3 6 8 12 20 22 12 12 22  

Hd 0.898 0.830 0.589 0.402 0.431 0.721 0.899 0.802 0.898 0.873 0.830 0.743 

Π 0.020 0.020 0.011 0.011 0.010 0.013 0.017 0.013 0.012 0.010 0.016 0.013 

16S 
(459 pb) 

Nh 12 3 2 6 4 9 12 10 9 8 12  

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 

Π 0.014 0.012 0.010 0.010 0.011 0.013 0.014 0.014 0.014 0.013 0.014 0.012 

12S 
(555 pb) 

Nh 20 11 2 5 3 2 20 18 11 11 18  

Hd 0.508 0.637 0.319 0.337 0.287 0.409 0.777 0.748 0.596 0.586 0.713 0.537 

Π 0.015 0.015 0.010 0.011 0.010 0.014 0.014 0.015 0.014 0.014 0.014 0.013 

Región control 
(608 pb) 

Nh 29 8 3 12 9 22 22 21 22 17 22  

Hd 0.999 0.999 0 0.996 0 0.972 0.998 0.982 0.982 0.998 0.986 0.810 

Π 0.018 0.012 0.010 0.010 0.010 0.011 0.014 0.018 0.014 0.018 0.017 0.013 

COI II 
(545 pb) 

Nh 24 9 2 10 11 10 14 18 17 14 20  

Hd 
0.877 

0.695 0.466 0.483 0.447 0.618 0.842 0.817 0.864 0.845 0.881 0.730 

Π 
0.018 

0.012 0.010 0.010 0.010 0.013 0.017 0.018 0.013 0.013 0.016 0.013 

Diversidad genética



 

 

GEN 

ZONAS 

 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 Prom. 

COI III 

(616 pb) 

Nh 27 12 2 7 6 15 20 17 17 8 22  

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 

π 0.018 0.013 0.010 0.010 0.010 0.011 0.014 0.014 0.015 0.018 0.018 0.013 

NADH-1  

(291 pb) 

Nh 10 8 2 2 2 10 9 9 9 8 8  

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 

π 0.017 0.014 0010 0.010 0.010 0.010 0.016 0.017 0.014 0.013 0.016 0.013 

NADH-3  

(442 pb) 

Nh 18 8 3 7 11 7 12 12 10 9 17  

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 

π 0.019 0.011 0.011 0.014 0.012 0.012 0.013 0.013 0.012 0.013 0.013 0.013 

18S 

(442 pb) 

Nh 24 9 2 9 6 7 17 16 15 10 20  

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 

π 0.016 0.011 0.010 0.010 0.011 0.016 0.016 0.016 0.014 0.0114 0.016 0.013 

Diversidad genética



Índices de diversidad genética

Hd π Hd π Hd π

Gen
Zona Norte 

(1 y 2)
Zona Centro 

(3-6)
Zona Sur

(8-12)

COI I 0.864 0.020 0.535 0.011 0.860 0.013

16S 0.446 0.013 0.359 0.011 0.442 0.014

12S 0.572 0.015 0.338 0.011 0.684 0.014

Región control 0.999 0.015 0.492 0.010 0.989 0.016

COI II 0.786 0.015 0.503 0.010 0.853 0.015

COI III 0.940 0.015 0.451 0.010 0.859 0.015

NADH-1 0.872 0.015 0.602 0.010 0.880 0.015

NADH-3 0.879 0.015 0.397 0.012 0.730 0.013

18S 0.956 0.013 0.416 0.011 0.874 0.016
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Variabilidad genética multilocus por macrozona (Norte, Centro y Sur). 
Estimada mediante 6 loci microsatélites de Lithodes santolla.

(Na) número promedio de alelos por locus. (AP) alelos 
privados. 
(He) heterocigosidad esperada. 

Zona 3= Sector Seno Otway (Caleta Fanny) 
Zona 4 = Sector Isla Desolación (Canal Abra), Seno profundo, C. Trevor.
Zona 5 = Sector oriental del Estrecho de Magallanes, Bahía Laredo.
Zona 6 = Sector de Gente Grande; Bahía Inútil.
Zona 11 = islas y canales entre la costa sur de la península Brunswick, 
seno Agostini. Las localidades presentes destacan Capitán Aracena, B. 
Kempe 



Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6 Z8 Z9 Z10 Z11 Z12

Z1

Z2

Z3

Z4

Z5

Z6

Z8

Z9

Z10

Z11

Z12

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

-0.1

Matriz pareada con Índices de fijación φst concatenada 
de 4 genes mitocondriales  (COI-I, COI-II, 16S rRNA y Región control).

Φst = 0 a 1

Estimación de diferenciación genética poblacional (FST)
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Estimación de diferenciación genética poblacional (FST)
Los valores del estadístico FST pareados para todos los sitios de muestreo variaron desde 0
hasta un máximo de 0.029. El 100% de las comparaciones tuvieron valores de
diferenciación genética bajos (≤0.05) según los rangos propuestos por Freeland (2005b).

	
I.Sal	 P.Ca	 I.Av	 I.OtN	 I.OtO	 I.Co	 I.Wi	 P.Prof	 I.Za	 E.Po	 P.Pa	 I.RT	 SeNe	 C.Ma	 B.Mu	 SeBa	

I.Sal	
	

0.022	0.284	0.487	0.833	0.447	0.054	 0.908	 0.061	0.958	 0.067	0.427	 0.238	 0.340	 0.668	 0.537	

P.Ca	 0.019	
	

0.014	0.004	0.193	0.756	0.437	 0.211	 0.249	0.053	 0.092	0.400	 0.580	 0.189	 0.075	 0.555	

I.Av	 0.004	0.029	
	

0.786	0.460	0.288	0.058	 0.321	 0.106	0.136	 0.430	0.084	 0.124	 0.260	 0.201	 0.153	

I.OtN	 0.000	0.024	0.000	
	

0.516	0.323	0.116	 0.728	 0.345	0.361	 0.071	0.313	 0.160	 0.505	 0.906	 0.241	

I.OtO	 0.000	0.010	0.000	0.000	
	

0.598	0.369	 0.978	 0.363	0.968	 0.300	0.810	 0.609	 0.608	 0.632	 0.891	

I.Co	 0.004	0.000	0.013	0.008	0.000	
	

0.841	 0.348	 0.530	0.360	 0.594	0.478	 0.853	 0.602	 0.332	 0.675	

I.Wi	 0.018	0.004	0.019	0.010	0.004	0.000	
	

0.503	 0.929	0.432	 0.255	0.937	 0.851	 0.804	 0.354	 0.237	

P.Prof	0.000	0.021	0.005	0.000	0.000	0.030	0.003	
	

0.508	0.944	 0.143	0.794	 0.341	 0.594	 0.730	 0.288	

I.Za	 0.009	0.004	0.008	0.001	0.002	0.000	0.000	 0.000	
	

0.380	 0.258	0.967	 0.240	 0.998	 0.891	 0.233	

E.Po	 0.000	0.016	0.008	0.002	0.000	0.005	0.000	 0.000	 0.001	
	

0.150	0.520	 0.171	 0.836	 0.792	 0.590	

P.Pa	 0.014	0.017	0.001	0.010	0.007	0.000	0.010	 0.029	 0.004	0.011	
	

0.272	 0.319	 0.159	 0.105	 0.357	

I.RT	 0.001	0.003	0.011	0.003	0.000	0.000	0.000	 0.000	 0.000	0.000	 0.006	
	

0.492	 0.889	 0.884	 0.491	

SeNe	 0.009	0.000	0.013	0.009	0.000	0.000	0.000	 0.009	 0.006	0.010	 0.007	0.000	
	

0.479	 0.225	 0.568	

C.Ma	 0.002	0.007	0.005	0.000	0.000	0.000	0.000	 0.000	 0.000	0.000	 0.008	0.000	 0.000	
	

0.999	 0.452	

B.Mu	 0.000	0.010	0.004	0.000	0.000	0.008	0.002	 0.000	 0.000	0.000	 0.008	0.000	 0.006	 0.000	
	

0.650	

SeBa	 0.000	0.000	0.009	0.005	0.000	0.000	0.011	 0.012	 0.005	0.000	 0.005	0.000	 0.000	 0.001	 0.000	

		

Marcadores Microsatélites
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Existe  flujo génico (obtenido con microsatélites)
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30

Caracterización histoquímica del ovario de L. santolla

Previtelogénesis Vitelogénesis Madurez Desove

Tinción Sudan B
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Lípidos totales

Análisis de reservas en ovario y hepatopáncreas

a

b

c

d

e

a
b

c

d d

Bioquímica Proximal
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Triglicéridos

a

c

b

d d

a

b

c c

d

a

b

c

d

e

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

Indicadores de calidad ovocitaria



❖ GENERAR MODELOS CON LOS COMPONENTES: 

✓ Dinámica poblacional, 

✓ Diversidad genética, 

✓ Características reproductivas.

Esfuerzo conjunto (IFOP/SUBPESCA/CEQUA)
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Introducir a los modelos de DINÁMICA POBLACIONAL



Secuenciación Masiva del Transcriptóma (RNA-seq)
Muestras de ovario en 

Solución RNAlater®



Muestras de ovario en 

Solución RNAlater®

	



	

Muestras de ovario en 

Solución RNAlater®



	

Primer Transcriptoma asociado al proceso
reproductivo de las hembras de L. santolla.



Transcritos involucrados en la regulación del 
desarrollo gonádico de las hembras.



El proceso reproductivo de la centolla

Análisis de Redes funcionales y qPCR (Ovario y Hepatopáncreas)



Gametogénesis / Vitelogénesis

Ap. Golgi

Hepatocito

Núcleo

Receptor R

Mommsen y Walsh, 1988; Osada et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Serrano-Pinto et al., 2005

Estrógenos (R)

DNA

Complejo ER

Vitelogenina 

RNAm

Pre-Vitelogenina

Vitelogenina

Lipidación

Glicosilación

Fosforilación

Hemolinfa
Receptor 

de 

vitelogenina

Ovocito

Células foliculares

Vitelo

Fosvitina

Lipovitelina

Endocitosis

MOBILIZACION DE RESERVAS 



DESARROLLOS  TECNOLÓGICOS 
GENERADOS

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

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

3) Kit  trazabilidad genética específico para la pesquería de  centolla. 

4) El primer código de barras de la vida (DNA Barcode of Life), el cual se basa en la 
identificación de una región de ADN de la centolla que sirve como una etiqueta para 
la identificación rápida de la especie.



DESARROLLOS  TECNOLÓGICOS 
GENERADOS

4) La primera escala de clasificación del proceso reproductivo (Gametogénesis) e 
índices de calidad reproductiva de las hembras  de centolla, el cual tiene aplicación 
directa para realizar el seguimiento  espacio-temporal y definir con mayor precisión 
las temporadas de veda del recurso.

5) El primer “banco de genes” geo-referenciado de centolla de toda la región de 
Magallanes y Antártica chilena.



Tesis de Magister

Santos Rene Serrano Silvas
Caracterización morfológica, bioquímica y molecular de la vitelogénesis de 

las hembras del crustáceo subantártico centolla (Lithodes santolla)

Paulina Mejía Ruiz
Caracterización morfológica, bioquímica y molecular de la vitelogénesis de las 

hembras del crustáceo subantártico centolla (Lithodes santolla)

Martha Guadalupe Barrera García
Análisis de la variación y la estructura genética de la centolla (Lithodes santolla, 

Molina, 1782) en la Región de Magallanes y Antártica chilena, mediante 
marcadores moleculares
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GRACIAS
POR SU ATENCION 



GENOMA
(DIVERSIDAD GENÉTICA)

LA BASE DE LA
BIODIVERSIDAD



Zona 1: Islas y canales comprendidos entre la costa sur de las islas Wellingston y 
Mornigngton, costa oeste de la península 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 
Pirámide (Canal Ladrillero), Islote Circel, Isla Cruzoe, Río Frío (Paso Indio), Isla Masón, 
Seno Heinrich y Canal Adalberto.  

Zona 2: Incluye canales adyacentes al canal de sarmiento, a la isla Maldonado a la 
bahía Parker y al sector del grupo Cuarenta Días e isla Conejo. Las localidades que 
abarcan son, Isla Hannover (Canal Castro), Isla Maldonado (Canal Uribe), Isla 
Hannover (Canal Castro).

LOCALIDADES DE LAS ZONAS



Zona 3: Cubre el sector del seno Otway en la costa occidental de la península 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 Desolación (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, bahía Santiago y 
puerto Felipe. Las localidades presentes son; Bahía Laredo. 

Zona 6: Incluye el sector de gente grande y Santa María. Localidad de  zona Bahía Inútil.

Zona 7: Sector del canal del Beagle (bahía Virginia, bahía Estrella, punta Gusano y Ukika). 
Localidad muestreada  zona 7-01. 



Zona 8: Sector del canal Canacus, la península Hardy, el sector de Wollaston y la bahía 
Windhond, comprende las localidades de Bahía Franklín, y Bahía Orange. 

Zona 9: Sector isla Thomas y bahía India. Localidad de Seno año Nuevo y Carolina.

Zona 10: Sector del seno Luisa y del canal Barros Merino y Brazo Inútil. Localidades dentro del 
muestreo correspondientes a Isla Ramón, 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 península Brunswick, seno Agostini, seno 
Bluff, canal Cockburn, isla Carlos y costa sur de isla Santa Inés. Las localidades presentes destacan 
Capitán Aracena B. Kempe. 

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


