
Centro de Investigación Científica y de Educación 
Superior de Ensenada, Baja California  

 
 

 
 
 
 

Maestría en Ciencias en Acuicultura 

 

Criopreservación del esperma del abulón azul Haliotis fulgens: 

Efecto de los crioprotectores y la tasa de enfriamiento en la 

viabilidad espermática  

 
 

 

Tesis  
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de 

Maestro en Ciencias 
 

Presenta: 
 
 
 

Erika Castro Acevedo 
 
 
 
 
 
 

Ensenada, Baja California, México 
2021 



 

 

Tesis defendida por 

Erika Castro Acevedo 
 

y aprobada por el siguiente Comité 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Erika Castro Acevedo © 2021 

Queda prohibida la reproducción parcial o total de esta obra sin el permiso formal y explícito del autor y director de la tesis. 

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chávez 
Codirectora de Tesis 

 

 Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz 
Codirectora de Tesis 

Dr. Miguel Ángel del Río Portilla 
 
 

Dr. Luis Eduardo Calderón Aguilera 

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz 
Coordinadora del Posgrado en Acuicultura 

 
 
 
 
 

Dr. Pedro Negrete Regagnon 
Director de Estudios de Posgrado 



ii 

 

Resumen de la tesis que presenta Erika Castro Acevedo requisito parcial para la obtención del grado de 
Maestro en Ciencias en Acuicultura. 
 
 

Criopreservación del esperma del abulón azul Haliotis fulgens: Efecto de los crioprotectores y la tasa 
de enfriamiento en la viabilidad espermática 

 
 

Resumen aprobado por: 
 
 
 

El abulón azul (Haliotis fulgens) es una especie endémica de las costas del Pacífico de la península 
de Baja California y de California que constituye una pesquería económicamente importante a nivel 
nacional e internacional, que actualmente es considerada una especie amenazada. La criopreservación de 
esperma es una herramienta útil en la industria de la acuicultura que puede ayudar en la producción y 
conservación de recursos genéticos tanto en especies cultivadas como en peligro de extinción. El presente 
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la conservación a corto plazo en refrigeración (4 °C) y 
desarrollar un protocolo de criopreservación para el esperma del abulón azul. En el almacenamiento a 
corto plazo se evaluó la motilidad espermática y se determinó que el esperma puede mantener una 
motilidad >40% al tercer día de almacenamiento. Para el experimento de criopreservación se evaluaron 
cuatro crioprotectores: dimetilsulfóxido (DMSO), propilenglicol (PG), glicerol (GLY) y metanol (MeOH) a 
cuatro concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%) y cuatro tiempos de incubación (5, 10, 15 y 20 min). El 
congelamiento se llevó a cabo utilizando una cámara de congelamiento manual a una tasa de -30 °C por 
10 min. Para determinar la calidad del esperma descongelado se evaluó la motilidad y viabilidad de las 
células. La motilidad fue evaluada estimando el porcentaje de esperma móvil en los diferentes 
tratamientos. Para determinar la viabilidad espermática se utilizó el kit LIVE/DEAD Sperm Viability. En el 
experimento de criopreservación se encontraron diferencias significativas en la selección del 
crioprotector. La máxima motilidad (48 ± 4.7%) y viabilidad (62 ± 8.8%) se obtuvieron al suspender el 
esperma en 15% de DMSO durante 5 min. Mientras que el uso de PG, GLY y MeOH mostró una motilidad 
< 5% en todos los tratamientos. Posteriormente se realizó un protocolo de optimización utilizando 12%, 
15% y 18% de DMSO durante 8 y 18 min de incubación. Sin embargo, no se encontraron diferencias 
significativas en la motilidad y viabilidad espermática. Por lo tanto, el mejor tratamiento para congelar 
esperma del abulón azul fue DMSO al 15%. 
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Abstract of the thesis presented by Erika Castro Acevedo as a partial requirement to obtain the Master of 
Science degree in Aquaculture. 
 
 

Sperm cryopreservation of green abalone Haliotis fulgens: The effect of the cryoprotectant and the 
freezing rate on sperm viability 

 
 

Abstract approved by: 
 
 
 

Green abalone, Haliotis fulgens, is an endemic species of the Pacific coasts of California and the 
peninsula of Baja California considered a high-commercial value product at national and international 
levels. Cryopreservation of sperm of aquatic species can be helpful in the aquaculture industry and the 
conservation of genetic resources for culture and endangered species. This study aimed to evaluate the 
effect of short-term storage in refrigeration (4 ° C) and to develop a cryopreservation protocol for sperm 
of green abalone. For short-term storage, sperm motility was evaluated, and it was determined that sperm 
could maintain > 40% motility on the third day of storage. For the cryopreservation experiment, four 
commonly used cryoprotectants were evaluated: dimethyl sulfoxide (DMSO), propylene glycol (PG), 
glycerol (GLY), and methanol (MeOH) at four concentrations (5%, 10%, 15%, and 20%) and four 
equilibration times (5, 10, 15 and 20 min). Then the sperm was frozen using a manually controlled 
styrofoam chamber at -30 ° C for 10 min. Sperm quality was estimated as the percentage of motile sperm; 
to determine the plasma membrane integrity the LIVE / DEAD Sperm Viability kit was used. In the 
cryopreservation experiment, significant differences were found in the selection of the cryoprotectant. 
The highest motility (48 ± 4.7%) and viability (62 ± 8.8%) were found using sperm suspended in 15% DMSO 
for 5 min. Sperm cryopreserved with PG, GLY and MeOH showed the lowest motility <5% in all treatments. 
An optimization protocol was carried out using 12%, 15%, and 18% DMSO during 8 and 18 min of 
equilibration. However, no significant differences were found in sperm motility and viability. Therefore, 
the best treatment for sperm cryopreservation of green abalone is 15% DMSO. The use of cryopreserved 
sperm from green abalone provides an alternative breeding option for culture for this species. 
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Capítulo 1. Introducción  

Los abulones son moluscos marinos que habitan en las costas rocosas de todos los continentes del mundo, 

así como en algunas islas del Océano Pacífico, Atlántico e Índico (Cox, 1962; Leighton, 2000). En 

Norteamérica existen ocho especies nativas que se distribuyen al largo de la costa occidental: abulón rojo 

(Haliotis rufescens), abulón amarillo (Haliotis corrugata), abulón azul (Haliotis fulgens), abulón negro 

(Haliotis cracherodii), abulón chino (Haliotis sorenseni), abulón plano o verde (Haliotis walallensis), abulón 

pinto (Haliotis kamtschatkana), y abulón rayado, Haliotis k. assimilis (Figura 1) (Leighton, 2000; CNP, 2018). 

En México, la especie más cultivada es el abulón rojo, pero el abulón azul constituye una pesquería 

importante en la región. Su pesquería comercial se constituyó a partir de 1940 (McShane, 1995) y 

actualmente alrededor del 68% de la pesquería comercial en la península depende de esta especie 

(CONAPESCA, 2014). Sin embargo, la pérdida de hábitat, contaminación, competencia con otras especies 

de invertebrados, la sobrepesca, pesca ilegal y mortalidades masivas, así como una gestión inapropiada 

de los cierres estacionales han propiciado el declive de las poblaciones de abulón en México y en California, 

EE. UU. (Leighton, 2000; CNP, 2018).  

A pesar de que en términos de producción los abulones contribuyen solo una pequeña proporción 

del sector acuícola, estos moluscos figuran entre los productos acuícolas más apreciados en el mundo. El 

precio de los abulones de cultivo puede variar dependiendo de diversos factores como la especie de 

cultivo, el país de origen, el tamaño y la calidad de la carne (Cook, 2014; Cook, 2019). La demanda por 

abulón es alta en varias partes del mundo, particularmente en el mercado asiático (China, Hong Kong, 

Singapur, Japón, Taiwán y Malasia), pero también en Norteamérica, Australia, Nueva Zelanda y Sudáfrica 

(Leighton, 2000; Cook, 2014; CEP, 2015). En China, se consume el 90% de toda la producción de abulón, 

con un precio nacional alrededor de los 26 USD/kg. Por otro lado, los precios de abulones de exportación 

para especies de tamaños más grandes, así como para las especies Premium son mayores a 40 USD/kg. El 

abulón azul es considerado una especie Premium a nivel internacional (FAO, 2017). 

Debido al declive de las poblaciones y la alta demanda por abulón en el mundo, se han intentado 

recuperar dichas especies. En California, las prácticas de acuicultura para repoblamiento de abulón 

comenzaron a mitad de 1960, poco tiempo antes de que se volviera evidente que las poblaciones naturales 

estaban reduciéndose (Leighton, 2000). Sin embargo, a pesar de que la especie de abulón azul tiene gran 

potencial para ser cultivada en la península de Baja California, la acuicultura comercial se ha desarrollado 

lentamente. Esto puede deberse a las dificultades y riesgos de este tipo de actividad en el país, además de 

la falta de infraestructura en las regiones costeras y a los altos costos de operación (Searcy-Bernal et al., 
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2010). En Baja California, para el año 2010, existían 15 cooperativas de producción pesquera dedicadas a 

la extracción de abulón azul. Seis de ellas con laboratorios para la producción de larva, postlarva y semilla. 

Al menos dos de ellas han realizado pruebas de repoblamiento de abulón amarillo y abulón azul. Esto con 

el objetivo de colaborar en la recuperación de las poblaciones naturales (Searcy-Bernal et al., 2010). 

La criopreservación de células reproductivas es una técnica que permite el almacenamiento de 

material biológico por un tiempo indefinido (Mazur, 1985). El almacenamiento de gametos y embriones 

utilizando técnicas de criopreservación es una estrategia que puede ayudar en la producción y 

conservación de recursos genéticos acuáticos tanto en especies cultivadas como en peligro de extinción. 

Entre sus beneficios ofrece: la sincronización en la disponibilidad de gametos de ambos sexos, reducción 

en los costos de mantenimiento y maduración de reproductores, reducción en la transmisión de 

infecciones, disponibilidad de esperma con características deseables para la cruza selectiva, así como 

como, el mantenimiento de líneas genéticas (Blaxter, 1953; Renard y Cochard, 1989; Suquet et al., 2000; 

Salinas-Flores et al., 2005). El objetivo principal de la criopreservación es establecer protocolos específicos 

que permitan el almacenamiento de células funcionales a largo plazo (Koebe et al., 1993). Por lo tanto, el 

presente trabajo tiene como objetivo establecer un protocolo de criopreservación del esperma del abulón 

azul.  

 

1.1. Antecedentes 

1.1.1. Importancia del abulón azul Haliotis fulgens 

El abulón azul (Haliotis fulgens) es una especie endémica de la costa occidental del Pacífico norte 

que se extiende desde el sur de Punta Concepción, California, EE. UU. hasta Bahía Magdalena, Baja 

California Sur, México. (Leighton, 2000). Es considerado como uno de los mariscos más apreciados y 

atractivos en la industria de la gastronomía asiática que mantiene una alta demanda y popularidad a pesar 

de sus precios elevados. Su carne es conocida por su excelente sabor y el material de su concha ha sido 

utilizado para arte e incrustaciones de joyería; además, su aprovechamiento otorgó empleos y permitió 

fundar varios poblados a lo largo de la costa occidental de la península de Baja California. Estos motivos 

posicionan a la pesquería de abulón como una de las de mayor importancia regional (Leighton, 2000; 

Ponce-Díaz et al., 2000). En México, la pesquería inicio a mediados de 1800s, pero no fue hasta inicios de 
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1940 que se estableció la pesquería comercial. Desde entonces, el derecho de captura de este recurso está 

reservado para las organizaciones de cooperativas a lo largo de la península de Baja California. Sin 

embargo, una combinación de alta demanda y constante sobreexplotación llevó a un declive de las 

poblaciones y para 1950 la pesquería alcanzó una producción record de 6000 t (Guzmán del Proó, 1992; 

Vega et al., 1994; Ponce-Díaz et al., 2000). 

Desde 1956 se han aplicado tres medidas regulatorias para la mejora en el manejo de abulón: 1) 

el establecimiento de dos tipos de vedas: la veda reproductiva, que impide la captura durante la época de 

máxima actividad reproductiva y la veda prohibitiva, que no permite la captura en ningún momento; 2) la 

determinación de la talla mínima de captura, que se fija con base en la talla de primera reproducción y 3) 

el establecimiento de zonas de reserva, que se aplica a recursos con hábitos de agregación reproductora 

(Baqueiro, 1992). Actualmente el aprovechamiento de las distintas especies de abulón se rige bajo las 

Normas Oficiales Mexicanas NOM- 005-PESC-1993 (SEPESCA, 1993) y NOM-009-SAG/PESC-2015 

(SAGARPA, 2016), en las que se establece el procedimiento para determinar las épocas y zonas de veda 

para la captura de las diferentes especies de la flora y fauna acuáticas (Vélez-Arellano, 2016)  

 

Figura 1. Límites de distribución reportados para las especies de abulón de la costa noroeste del pacífico (Tomado 
de Vega-García, 2016). 
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1.1.2. Características del abulón azul  

El abulón azul es una especie de aguas superficiales (8-15 m) que habita en arrecifes rocosos y 

superficies cubiertas por pastos marinos como Phyllospadix scouleri y P. torreyi (Figura 2). Son organismos 

longevos que pueden llegar a vivir cerca de 20 años de edad. Sus características morfológicas más 

evidentes son su concha ovalada que puede alcanzar tallas de 27 cm de largo, que presentan colores 

marrones con poros abiertos en la superficie y un interior cubierto de nácar en colores verde y azul 

(Guzmán del Proó y Marín, 1976; Guzmán del Proó, 1992; Leighton, 2000). La mayor parte del cuerpo 

consiste en una masa muscular que incluye al pie, los epipodios y el gran músculo columelar. Los tentáculos 

cefálicos lucen una coloración gris oscuro y los tentáculos epipodios presentan un margen dividido en dos 

lóbulos de color gris claro o amarillo (Cox, 1962; Leighton, 2000). 

 

Figura 2. Abulón azul Haliotis fulgens mantenido en el laboratorio de cultivo de abulón del Departamento de 

Acuicultura del CICESE. Fotografía tomada por la autora.  
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1.1.3. Aspectos reproductivos 

Los abulones son organismos dioicos que liberan sus gametos directamente en la columna de agua 

donde se lleva a cabo la fertilización. La temperatura y el fotoperiodo figuran como los factores más 

importantes para la maduración gonadal, para asegurar el éxito reproductivo tiene que sincronizarse la 

maduración y el periodo de desove. Asimismo, la nutrición es un factor de gran importancia y necesita ser 

óptima para la producción de gametos completamente viables y en cantidades abundantes (Leighton, 

2000). En los haliótidos las gónadas maduran anualmente durante una o más temporadas. En el abulón 

azul se observan dos picos de desove que ocurren de marzo a julio y de septiembre a diciembre. La talla 

de primera madurez es de 135 mm pero pueden encontrarse organismos maduros a partir de 66 mm, el 

tiempo en alcanzar esta talla suele ser de 4 a 5 años de edad (Leighton, 2000, Vélez-Arellano, 2016).  

La gónada es parte de un apéndice cónico que se conoce como complejo hepatogonadal. La gónada se 

encuentra envolviendo a la glándula digestiva o hepatopáncreas y puede observarse fácilmente elevando 

el pie y el epipodio. Su coloración varía dependiendo del sexo y el estado de madurez del organismo. En 

el caso de los machos presentan una coloración beige o amarillo cremoso y las hembras una coloración 

verde pardo. Cuando los organismos están maduros, la gónada cubre gran parte del hígado, estómago, 

órganos renales y el corazón (Boolootian et al., 1962; Cox, 1962; Leighton, 2000). Estas características 

permiten identificar el sexo y grado de madurez del espécimen sin disecarlo para cortes histológicos 

utilizando la técnica del índice visual gonadal (IVG). Esta técnica consiste en asignar un valor al 

abultamiento de la gónada en una escala de 1 al 3 (Tabla 1) (Ault, 1985; Leighton, 2000; Vélez-Arellano et 

al., 2015). 

Tabla 1. Características de la gónada para determinación de Índice Visual Gonadal (IVG) (Leighton, 2000).  

IVG Descripción 

1 Sin abultamiento completamente inmaduro, se observa un epitelio que cubre porciones del 
hepatopáncreas.  

2 Abultamiento moderado, inicia la maduración gonadal. El epitelio cubre gran parte del 
hepatopáncreas y la coloración empieza a ser evidente: beige o amarillo cremoso para 
machos y verde grisáceo con tonalidades en café claro para hembras. 

3 Abultamiento pronunciado que indica que la gónada está totalmente madura. La coloración 
se intensifica. 
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1.1.4. Los gametos y el proceso de fertilización  

Los haliótidos son prosobranquios primitivos que liberan abundantes cantidades de gametos en 

la columna de agua. Es ahí donde sucede la fecundación del ovocito y el desarrollo de los embriones en 

larvas pelágicas (Lewis et al., 1980). Los ovocitos de los abulones son células redondas que llegan a medir 

hasta 200 µm de diámetro. Están rodeados de una matriz extracelular compuesta de múltiples capas que 

protegen del contacto directo entre el esperma y el citoplasma del ovocito. (Mozingo et al., 1995; Velez-

Arrellano, 2016). Los abulones poseen un esperma primitivo con una forma alargada similar a la de una 

bala. El esperma del abulón azul tiene una longitud de 10.8 ± 1 µm, con un acrosoma granular de forma 

ovalada que mide 3.5 ± 0.8 µm de longitud. En el cuello del espermatozoide se encuentran cinco 

mitocondrias que rodean un centriolo. Las mitocondrias tienen un diámetro promedio de 1.3 ± 0.4 µm 

(Figura 3 y Figura 4) (Lewis et al., 1980; Kang et al., 2004; Vélez-Arellano, 2016).  

El espermatozoide de los abulones es una célula especializada para dos propósitos: la penetración 

del revestimiento del ovocito y la fusión con la membrana plasmática del ovocito. La reacción acrosomal 

consiste en la apertura de la punta del esperma que libera al acrosoma granular y es el evento clave 

durante la fertilización animal, ya que si el esperma no es capaz de liberar proteínas acrosomales, el 

ovocito no puede ser fertilizado (Lewis et al., 1980; Lewis et al., 1982).  

Al encontrar un ovocito, el esperma nada a través del primer recubrimiento, la capa gelatinosa 

que mide aproximadamente 5 µm de grueso y está compuesta de fibras de diferentes tamaños. 

Posteriormente el esperma hace contacto con la envoltura vitelina, una capa más delgada (0.6 µm) 

compuesta de glicoproteínas que forman una red de fibras entrelazadas. Después, el esperma hace 

contacto con la envoltura vitelina con su acrosoma aun intacto y subsecuentemente induce la reacción 

acrosomal, provocando una liberación de proteínas no enzimática en la superficie de la envoltura vitelina 

que permite que las fibras se desenreden y separen formando un orificio que atravesara el esperma. El 

acrosoma se fusiona con la membrana plasmática del ovocito, los núcleos haploides se fusionan formando 

un genoma diploide y el huevo es activado para empezar la división celular y formar un embrión de abulón 

(Figura 5) (Kresge et al., 2001).  

El esperma de los abulones tiene un acrosoma granular considerablemente largo, implicando que 

se necesitan grandes cantidad de proteínas para disolver la envoltura vitelina. La lisina (16 kDa) es la 

proteína que es liberada durante la reacción acrosomal que tiene la habilidad de destruir la envoltura 
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vitelina, creando un agujero por el cual el esperma nada para unirse a la superficie del ovocito (Lewis et 

al., 1982; Mozingo et al., 1995; Kresge et al., 2001). 

En especies de abulón, cuando se realizan fertilizaciones in vitro de especies diferentes se 

necesitan alrededor de diez veces más esperma de lo normal para alcanzar el porcentaje máximo de 

fertilización. Debido a que la fertilización en estos organismos sucede en la columna de agua, la única 

explicación de esta incompatibilidad de fertilización entre especies es que el esperma y el ovocito no se 

reconocen entre ellas. Es decir, cuando sucede la reacción acrosomal, la lisis de la envoltura vitelina se 

encarga del reconocimiento entre gametos y es esencial para la unión del esperma por lo que esta 

interacción se conoce como especie-específica (Lewis et al., 1980; Kresge et al., 2001). 

 

Figura 3. Microfotografía de espermatozoide de Haliotis fulgens: A) técnica microscopía electrónica de transmisión. 
B) Técnica microscopía electrónica de barrido. Flagelo (fl), mitocondria (m), núcleo (nc), acrosoma (ac), laguna nuclear 
(cabeza de flecha) (Tomado de Vélez-Arellano, 2016). 
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Figura 4. Representación esquemática de las estructuras del esperma del abulón (Haliotis rufescens). Estructuras 
primarias: acrosoma granular (AG), núcleo (N), pieza intermedia (M), flagelo (F); otras estructuras: fosa acrosómica 
(AF), lagunas (L), fosa nuclear (NF), anclajes (A), vesículas (V) (Tomado de Lewis et al., 1980). 

 

 

Figura 5. Descripción general de la fecundación de ovocitos del abulón: flagelo (F), mitocondria (M), núcleo (N), 
proceso acrosómico (AP), vesícula acrosomal (AV), capa de gelatina (JC) y envoltura vitelina (VE) (Tomado de Kresge 
et al., 2001). 
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1.1.5. La calidad del esperma 

En la producción de semilla es indispensable disponer de cantidades suficientes de esperma de 

buena calidad. Poder criopreservar este esperma puede tener beneficios durante la inseminación artificial 

porque permite fertilizar ovocitos sin tener que sincronizar eventos de desove; facilita la dispersión de 

material genético con rasgos valiosos y deseados entre diferentes localidades evitando problemas de 

enfermedades (Adams et al., 2004; Dong et al., 2005a; b; 2006; 2007; Salinas-Flores et al., 2005; Matteo 

et al., 2009; Zhang et al., 2012). Además se puede reducir el estrés en los reproductores causado por un 

manejo constante, así como por múltiples inducciones al desove que va reduciendo la calidad espermática 

(Yao et al., 2000; Kang et al., 2004). Sin embargo, durante la criopreservación de esperma se forman 

cristales de hielo causados por el choque térmico, esto tiene como resultado daños considerables en la 

estructura de la célula que afectan la motilidad espermática, tasa de sobrevivencia y fertilización 

(Lahnsteiner et al., 1996; Watson, 1995). La calidad del esperma se refiere a la función correcta del 

conjunto de las estructuras celulares que pueden verse afectadas por distintos factores y a los daños que 

pueden ocurrir en múltiples estructuras (Kang et al., 2004). Los espermatozoides son células complejas 

con múltiples organelos que requieren condiciones óptimas; por ello, responden distinto ante el proceso 

de criopreservación. Por ejemplo, problemas en la motilidad pueden estar relacionados con daños en el 

flagelo mientras que el desarrollo embrionario puede verse afectado por daños en el núcleo (Tiersch et 

al., 2007). 

Para detectar problemas en la calidad del esperma es importante integrar varias técnicas y 

criterios que evalúen el daño celular (alteración en la morfología y organelos intracelulares), así como la 

capacidad de motilidad y fertilización. En especies de haliótidos como H. rufescens, H. laevigata y H. discus 

hannai se han utilizado técnicas de microscopía de epifluorescencia que permiten detectar daños 

específicos en la célula como la integridad de la membrana plasmática; integridad del acrosoma y potencial 

de la membrana de las mitocondrias (Salinas-Flores et al., 2005; Liu et al., 2014b; Kim et al., 2020). La 

citometría de flujo es otra técnica ampliamente utilizada para evaluar la calidad espermática, la cual ayuda 

a tener resultados más rápidos. La citometría de flujo ha sido utilizada en especies de moluscos como el 

H. rufescens, Crassostrea virginica y H. laevigata (Salinas-Flores et al., 2005; Paniagua-Chávez et al., 2006; 

Liu et al., 2014b). La membrana plasmática del esperma es una de las estructuras principales que puede 

ser dañada durante la criopreservación. Por ello es necesario una evaluación de la integridad, así como la 

proporción de células de buena calidad (Segovia et al., 2000). La integridad de la membrana plasmática 

puede ser evaluada utilizando sondas fluorescentes como SYBR-14 y Yoduro de propidio (YP). Cuando estas 
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tinciones se utilizan en conjunto es posible diferenciar a las células vivas de las muertas. El SYBR 14 se une 

al ADN de las células vivas con membranas intactas emitiendo fluorescencia verde a 516 nm de longitud 

de onda, mientras que el YP solo puede entrar a las células con membranas dañadas, emitiendo 

fluorescencia roja a 617 nm (Garner et al., 1994; Donoghue et al., 1995).  

Por otro lado, para que un espermatozoide sea capaz de fertilizar tiene que tener estructuras 

viables. El flagelo obtiene su energía de las mitocondrias, por ende, daño en las mitocondrias podría 

resultar en una disminución de motilidad (Morisson et al., 1997; Jenkins, 2011). Sin embargo, la 

determinación de la motilidad mediante microscopia puede ser variable, ya que depende de la 

subjetividad del evaluador, si bien ya se han utilizado programas en varias especies de peces para el 

Análisis Espermático Asistido por Computadora necesita estandarizarse para especies de moluscos 

(Morisson et al., 1997; Liu et al., 2015). En haliótidos solo se ha estandarizado para la especie Haliotis 

kamtschatkana (O’Brien, 2019). 

Usualmente la última medida de calidad espermática es la habilidad del esperma de fertilizar 

ovocitos. Esta medida suele ser costosa, además requiere de tiempo y práctica. Mientras que los métodos 

de laboratorio dan resultados indirectos prácticamente inmediatos, la estimación de huevos fertilizados, 

con esperma descongelado, se obtiene en un periodo de tiempo más largo (Aas et al., 1991; Jenkins, 2011). 

Además, la motilidad del esperma no es suficiente como último parámetro para evaluar el estatus 

fisiológico del esperma criopreservado durante la fertilización de ovocitos. El esperma debe de mantener 

la capacidad de llegar y penetrar a los ovocitos y, para ello, necesita no solo tener un flagelo funcional para 

la propulsión si no también una membrana intacta que le permita unirse a las microvellosidades de la 

envoltura vitelina (Holt, 2000). 

 

1.1.6. Conservación a corto plazo  

El almacenamiento de gametos en la reproducción artificial de organismos acuáticos es una 

herramienta de gran utilidad, ya que permite sincronizar la fertilización que depende de la disponibilidad 

de los gametos, transporte entre localidades y facilita el uso de volúmenes grandes (Cabrita et al., 2010; 

Bobe y Labbé, 2009). Dependiendo de la especie y de la calidad inicial de los gametos, estos pueden ser 

almacenados durante horas o días. En el caso del esperma de Haliotis fulgens, puede ser almacenado a 

bajas temperaturas (-5 °C) hasta por 6 u 8 días. Sin embargo, después la recolección de gametos, los 
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espermatozoides empiezan un proceso degenerativo, disminuyendo la capacidad de fertilizar ovocitos. La 

calidad disminuye con el paso del tiempo resultando en una apoptosis influenciada por las condiciones de 

almacenamiento, es por ello que las condiciones necesitan ser optimizadas para retardar este proceso de 

degradación (Leighton, 2000; Beirão et al., 2010).  

 

1.1.7. La criopreservación de esperma como herramienta en la acuicultura 

La criopreservación es una técnica para preservar células y tejidos por un tiempo indefinido a muy 

bajas temperaturas (-196 °C) utilizando nitrógeno líquido como refrigerante (Pegg, 2015). Las técnicas de 

criopreservación de esperma usualmente incluyen los siguientes pasos: colección del esperma, estimación 

de la calidad inicial del esperma, selección de los crioprotectores y del contenedor para congelar, 

congelamiento, descongelamiento y evaluación de la calidad del esperma descongelado (Tiersch, 2000; 

Adams et al., 2011; Leibo y Pool, 2011). La criopreservación de esperma en vertebrados acuáticos ha sido 

ampliamente investigada a diferencia de las especies de moluscos marinos (Cabrita et al., 2010; Liu et al., 

2015a). Sin embargo, se ha visto un aumento en los estudios de criopreservación del esperma de moluscos 

en la última década, especialmente para especies de importancia económica (Paniagua-Chávez y Tiersch, 

2001; Salinas-Flores et al., 2005; Dong et al., 2005a, b, 2006, 2007; Adams et al., 2008; Zhang et al., 2012). 

En haliótidos el interés en la criopreservación de gametos ha incrementado en los últimos 20 años, por lo 

que se han establecido protocolos de criopreservación de esperma para algunas especies de abulón: H. 

diversicolor, H. rufescens, H. laevigata, H. rubra, H. kamtschatkana y H. discus hannai (Gwo et al., 2002; 

Salinas-Flores et al., 2005; Zhu et al., 2014; Liu et al., 2014a; Liu et al., 2015b; O’Brien, 2019; Kim et al., 

2020). 

La criopreservación de esperma de moluscos ofrece oportunidades para abordar problemáticas 

tales como el poder contar con esperma para ser utilizado durante todo el año, proveer material biológico 

de líneas genéticas con rasgos valiosos y deseados, así como facilitar la dispersión de material genético 

entre ubicaciones que pudieran tener problemas de enfermedades (Adams et al., 2004; Dong et al., 2005a; 

b; 2006; 2007; Salinas-Flores et al., 2005; Matteo et al., 2009; Zhang et al., 2012). Además, el 

almacenamiento de gametos y embriones también puede ser útil en programas de protección de especies 

en peligro, ya que pueden ayudar en la protección de la biodiversidad en caso de desastres naturales o 

accidentes que puedan afectar las poblaciones (Chao y Liao, 2001).Desafortunadamente los protocolos de 
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criopreservación en las especies acuáticas tales como los moluscos gasterópodos son especie-específicos 

(Tabla 2) y dependen del tipo de célula, concentración y selección del crioprotector, tiempo de equilibrio 

o incubación de las células a criopreservar y las tasas de congelación y descongelación. Es así que la 

selección del crioprotector parece ser una cuestión de prueba y error en casi todas las investigaciones 

(Holt, 2000).  

 

1.1.8. Crioprotectores y su química  

Los crioprotectores son soluciones químicas que se utilizan durante la criopreservación para 

proteger a la célula del daño que es causado por este proceso. Su función es evitar la formación de hielo 

dentro de la célula e impedir la muerte celular durante el proceso de congelación o descongelación, en 

función de la concentración del crioprotector y el tiempo de equilibrio (Tiersch et al., 2007). Durante el 

proceso de criopreservación, la célula se expone a cambios en la concentración y composición de las 

soluciones acuosas, provocando movimientos de agua y solutos dentro de la célula. Es así, que los procesos 

de difusión y ósmosis son muy importantes durante la criopreservación. Las membranas dentro de los 

sistemas biológicos permiten la difusión de solutos, cambiando las concentraciones y buscando un 

equilibrio; sin embargo, si el cambio en los volúmenes es excesivo esto puede resultar dañino para la célula 

(Pegg, 2015). 

Los crioprotectores se pueden clasificar como crioprotectores permeables (CP) y crioprotectores 

no permeables (CNP) (Dong et al., 2005b). Los mecanismos de acción no han sido completamente 

explicados, pero se considera que los CP bajan el punto de congelación de la solución minimizando el 

choque osmótico, además reemplazan el agua intracelular reduciendo la formación de cristales que 

puedan dañar a la célula desde adentro (Gao y Crister, 2000; Tierch et al., 2007; Jang, et al., 2017). El 

dimetilsulfóxido (DMSO), el glicerol, el etilenglicol, el propilenglicol y el metanol son ejemplos de CP. En 

especies de moluscos marinos como ostiones, ostras perleras, mejillones, abulones, escalopas y almejas 

destaca el uso del DMSO en concentraciones entre 5 y 20% para la criopreservación de esperma (Tiersch 

et al., 2007). Por otro lado, los CNP son azúcares y polímeros que se considera que ayudan a estabilizar la 

membrana durante la criopreservación donde destacan la trehalosa, polietilenglicol y sacarosa que 

pueden ser utilizados en combinación con los CP (Meryman, 1971; Tiersch et al., 2007; Dong et al., 2006; 

Liu et al., 2014b). En ambos tipos de crioprotectores, la disolución de estos compuestos genera una alta 
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presión osmótica que provoca el encogimiento y el estallamiento de las células suspendidas (McFradzen, 

1995; Özkavukcu y Erdemli, 2003). De esta manera, un bajo peso molecular, una baja toxicidad y alta 

solubilidad en el agua son requerimientos obligados para la selección de un crioprotector (Chao y Liao, 

2001; Pegg, 2007; Leibo, 2008). 

Por otro lado, para una acción óptima de un CP es necesario que transcurra un tiempo de equilibrio 

(Salinas-Flores et al., 2005). El tiempo de equilibrio es el periodo que transcurre desde que se agrega la 

solución crioprotectora al medio hasta que la célula alcanza un balance osmótico con el mismo, ya que es 

necesario que exista un equilibrio entre la salida del agua del interior de la célula al medio y la entrada del 

crioprotector a la célula (Fahning y García, 1992). Por otra parte, los crioprotectores pueden ser tóxicos 

para la célula (Lovelock, 1953; Meryman et al., 1977; Fahy, 1986). El efecto de la toxicidad generalmente 

determina qué reactivos, permeables a la membrana, son agentes crioprotectores útiles y cuáles no. Es así 

que una equilibración óptima: selección del crioprotector y su concentración (un balance entre protección 

y toxicidad) es indispensable antes de congelar para permitir a los crioprotectores el tiempo necesario de 

penetrar a la célula (Tiersch et al., 2007). Si los crioprotectores no presentaran toxicidad y fueran capaces 

de alcanzar y penetrar todas las células que se necesitan criopreservar podrían usarse a concentraciones 

arbitrariamente altas y evitarse todas las lesiones por congelamiento que no estén relacionadas con el 

enfriamiento per se (lesión por enfriamiento). Por lo tanto, la toxicidad crioprotectora puede verse como 

el factor más limitante para el éxito de la criopreservación (Fahy et al., 1987). 

 

1.1.9. Tasa de congelación  

Durante el proceso de criopreservación las reacciones químicas y biológicas en las células se ven 

reducidas drásticamente, permitiendo la conservación de células y tejidos durante periodos de tiempo 

indefinidos (Jang et al., 2017). Sin embargo, durante el proceso de congelación las células son más 

propensas a sufrir lesiones causadas por congelación cuando se encuentran entre los 0 y -40 °C (Chao y 

Liao, 2001). En este rango de temperatura aumenta la formación de cristales de hielo intra y extracelulares 

(Karlsson y Toner, 1996). Por lo tanto, un factor crítico durante el proceso de criopreservación es identificar 

la tasa de congelación adecuada, ya que la congelación lenta evita la formación de hielo intracelular, 

mientras que la congelación rápida minimiza el efecto tóxico a una concentración de crioprotector más 

alta. El hielo intracelular y la toxicidad del crioprotector contribuyen al daño celular, por lo que la velocidad 
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de congelación debe ser lo suficientemente lenta como para minimizar la formación de hielo y lo 

suficientemente rápida como para minimizar el efecto del crioprotector (Chao y Liao, 2001). Por otro lado, 

la temperatura de descongelación es otro factor que afecta el éxito de la criopreservación del esperma, 

las altas temperaturas de descongelación pueden inhibir la recristalización de hielo intracelular, en cambio 

las bajas temperaturas pueden prevenir al esperma del estrés osmótico (Gao y Critser, 2000). Otro factor 

importante es el volumen de la muestra, ya que puede afectar la velocidad de transferencia de calor 

durante la congelación y descongelación (Xu et al., 2010). Por lo tanto, el volumen de muestra debe 

optimizarse para garantizar la reproducibilidad de un protocolo de criopreservación (Tabla 2) (Hassan et 

al., 2017). 

 

1.2. Justificación 

Las pesquerías no reguladas y las actividades antropogénicas han perjudicado a los ecosistemas 

acuáticos. Esto ha llevado a la búsqueda de la conservación de las especies y su ambiente. En este sentido, 

la criopreservación es una alternativa para conservar el germoplasma de las especies y posteriormente 

para ser usada en programas de repoblamiento, específicamente para especies acuáticas amenazadas y 

de importancia comercial y biológica como lo es el abulón azul en las costas de Baja California, cuya 

pesquería comercial comenzó aproximadamente hace 80 años. A pesar de que en el pasado fue una 

pesquería prospera, se considera que esa situación ha cambiado y actualmente el aprovechamiento de las 

distintas especies de abulón se ajusta a las Normas Oficiales Mexicanas NOM- 005-PESC-1993 (SEPESCA, 

1993) y NOM-009-SAG/PESC-2015 (SAGARPA, 2016), en las que se define el procedimiento para la 

determinar las épocas y zonas de veda para la captura de las diferentes especies de la flora y fauna 

acuáticas. Aunado a esto, la falta de cumplimientos en la regulación de las actividades pesqueras de abulón 

azul desde el inicio de su pesquería comercial ha provocado una disminución en las poblaciones naturales 

de este gasterópodo. La criopreservación de esperma de abulón azul permitiría establecer un banco de 

germoplasma de las poblaciones locales que darán pauta para futuras investigaciones en el desarrollo de 

protocolos para la conservación de la especie. Además, permitiría establecer las bases para el desarrollo 

del sector acuícola de la especie contribuyendo en la conservación de las poblaciones y su ambiente 

influyendo positivamente al bienestar de pescadores y acuicultores por medio del desarrollo de programas 

de mejoramiento genético o repoblamiento utilizando semilla producida con germoplasma congelado. 
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Tabla 2. Protocolos de criopreservación en especies de abulones. GLY, glicerol; DMSO, dimetilsulfóxido; C, congelación controlada; NC, congelación no controlada y NL, 
nitrógeno líquido.  

Especie Nombre 

común 

Crioprotector Almacenamiento Método de 

congelamiento 

Tasa de 

congelamiento 

Tasa de 

descongelación 

Referencia 

Haliotis 

diversicolor 

supertexa 

Abulón de 

varios colores 
10% DMSO 

Tubo cónico de 1.5 

mL 
NC 

-12 o -15 °C/min  

de 20 °C a -90 °C  
70 °C 

Gwo et al., 

(2002) 

Haliotis 

rufescens 
Abulón rojo 10% GLY Pajillas de 0.5 mL 

C 

 

NC 

-16 °C/ min  

de 5 °C a -140 °C  

-1 °C/ min 

de -20 °C a -30 °C 

45 °C por 8 s 
Salinas-Flores 

et al., (2005) 

Haliotis 

laevigata  

Abulón 

australiano 
6% DMSO 

Crioviales 2 mL  

(1.5 mL por criovial) 
NC -60 °C por 20 min 

50 °C  

18 °C para 

recuperación 

Zhu et al., 

(2014) 

Haliotis 

laevigata 

(cultivo) 

Abulón 

australiano 

6% DMSO + 1% 

glucosa 
Pajillas de 0.25 mL NC 

5.2 cm encima de NL 

por 10 min 

60 °C  

18 °C para 

recuperación  

Liu et al., 

(2014b) 

Haliotis rubra 

(cultivo) 

 

Abulón de 

labios negros 

6% DMSO + 2% 

glucosa 
Pajillas de 0.25 mL NC 

5.2 cm encima de NL 

por 10 min 

60 ° C por 5 s  

16 °C para 

recuperación  

Liu et al., 

(2015b) 

Haliotis 

kamtschatkana 
Abulón pinto 5% DMSO Pajillas de 0.5 mL C 

-3 °C/ min  

de -1 °C a -60 °C  
40 °C por 8 s 

O’Brien 

(2019) 

Haliotis discus 

hannai 
Abulón japonés 8% DMSO 

Pajillas de 0.25 mL y 

0.5 mL  
NC 

5 cm encima de la 

superficie de NL por 

10 min 

60 ° C por 4 s 
Kim et al., 

(2020) 
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1.3. Hipótesis 

 La motilidad del esperma del abulón azul Haliotis fulgens será mayor o igual al 50% al ser 

refrigerada por 7 días a 4 °C. 

 La motilidad y viabilidad del esperma del abulón azul Haliotis fulgens será mayor o igual al 50% en 

los diferentes tratamientos considerando el tipo de crioprotector y la tasa de congelación.  

 

1.4. Objetivos 

1.4.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de la conservación a corto plazo en refrigeración (4 °C) y la criopreservación en la 

motilidad y viabilidad del esperma del abulón azul Haliotis fulgens. 

 

1.4.2. Objetivos específicos  

1. Evaluar el efecto de la conservación a corto plazo en refrigeración (4 °C) respecto a la motilidad 

del esperma de Haliotis fulgens. 

2. Evaluar el efecto citotóxico de cuatro crioprotectores (dimetilsulfóxido, propilenglicol, glicerol y 

metanol) a diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20%) en la motilidad y viabilidad del esperma 

de Haliotis fulgens. 

3. Evaluar el efecto de la congelación controlada y no controlada en la motilidad y viabilidad del 

esperma de Haliotis fulgens. 
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Capítulo 2. Metodología  

2.1. Obtención de organismos y liberación de esperma 

El esperma utilizado en estos experimentos fue donado por el laboratorio de cultivo de abulón del 

Departamento de Acuicultura del CICESE. La inducción a la liberación de gametos fue realizada de acuerdo 

al Anexo A. Los abulones utilizados fueron organismos F1 de cultivo, entre 4 y 6 años de edad provenientes 

de La Bocana, Baja California Sur. La inducción a la liberación de gametos se realizó en tres ocasiones en 

las que se utilizaron organismos con un Índice Visual Gonadal 2 (IVG 2) o IVG 3 (Tabla 1). La disponibilidad 

de esperma varió entre experimentos debido al número de organismos que expulsaron esperma. En la 

primera inducción (PI) se utilizó el esperma de cuatro abulones machos con un IVG 2 e IVG 3. En la segunda 

inducción (SI) se utilizó el esperma de cuatro machos con un IVG 2 y para la tercera inducción (TI) solo se 

utilizó el esperma de un macho con un IVG 2. 

 

2.2. Determinación de la motilidad espermática 

Se consideró como esperma móvil aquel esperma que exhibía un movimiento vigoroso hacia 

adelante. El porcentaje de motilidad fue estimado para cada organismo visualizando muestras del mismo 

en un microscopio compuesto (Marca Olympus modelo CX-31) con campo oscuro y un aumento de 200X. 

El esperma que se encontraba vibrando en su lugar no fue considerado como esperma motil. Solo el 

esperma que exhibía nado activo (> 80%) fue seleccionado para los experimentos. 

 

2.3. Determinación de la viabilidad espermática 

Las muestras se tiñeron con los fluorocromos SYBR 14 y Yoduro de Propidio (YP) (Anexo B). El 

análisis de las muestras se llevó a cabo utilizando un microscopio de epifluorescencia (Marca Nikon modelo 

eclipse 80i) con un filtro de excitación de 450-490 nm. Para cada tratamiento se determinó el porcentaje 

de células viables y células no viables de 100 espermas por muestra. Las células teñidas con SYBR 14 

(Fluorescencia verde) fueron consideradas como células viables que mantuvieron la membrana 

citoplasmática intacta mientras que las células teñidas con YP (Fluorescencia roja) fueron consideradas 

como células con membrana citoplasmática dañada.  
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2.4. Determinación de densidad espermática 

Para estimar la densidad espermática se colocó una muestra de 10 µL, fijada previamente con 

lugol, en una cámara Neubauer o hematocitómetro siguiendo el protocolo descrito por Arredondo y 

Voltolina (2007). Las células se contaron en un microscopio compuesto con un aumento de 1000X. La 

fórmula utilizada para determinar la densidad espermática es la siguiente: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (
𝑐𝑒𝑙

𝑚𝐿
) = (

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠
) (𝑓)(10 000)    (1) 

Donde 𝑓 es el factor de dilución.  

 

2.5. Almacenamiento a corto plazo de esperma 

El esperma obtenido de los cuatro machos de la primera inducción a la liberación de gametos (PI) 

fue utilizado individualmente para el experimento. Una vez obtenido el esperma se determinó la motilidad 

y la concentración de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente. Posteriormente, se tomó 1 mL de 

esperma de cada uno de los organismos, se colocó en un tubo de 1.5 mL y se le agregó 20 µL de una 

solución antibiótico/antimicótico (SIGMA-ALDRICH A5955) de acuerdo a la Tabla 4 del Anexo C. Una 

muestra sin antibiótico/antimicótico fue utilizada como control. Todas las muestras fueron refrigeradas a 

4 °C por 7 días. La motilidad se determinó diariamente tomando una alícuota de 10 µL de cada una de las 

muestras después de homogenizarlas y observándola al microscopio de acuerdo a la metodología descrita 

anteriormente. La motilidad espermática se registró por triplicado. 

Un segundo experimento se realizó utilizando el esperma de los otros cuatro machos de la 

segunda inducción (SI). Para este experimento se utilizaron 10 µL de antibiótico/antimicótico y se realizó 

con la misma metodología descrita en este apartado. 

 

2.6. Criopreservación de esperma 

En todos los experimentos de criopreservación descritos a continuación se utilizaron pajillas 

francesas de 250 µL de capacidad (Classic IMV Technologies straw, Paris, Francia) para almacenar el 

esperma. Las soluciones crioprotectoras se prepararon de acuerdo a la Tabla 5 del Anexo D. La congelación 

del esperma se llevó a cabo utilizando un método no controlado y se hizo un ensayo adicional utilizando 
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un método de congelación controlado que no se describe en los objetivos debido a que solo se utilizó el 

esperma de un organismo.  

 

2.6.1. Método no controlado 

Para este método se utilizó una caja isotérmica de poliestireno con una capacidad de 7 L (30.5 cm 

x 23.5 cm x 23.5 cm) (Figura 6). La cámara se llenó con nitrógeno líquido a un tercio de su capacidad y en 

el interior se colocó una malla de plástico que se podía ajustar a la altura deseada y controlar la 

temperatura de las pajillas. Las pajillas se colocaron sobre la malla plástico para proceder al enfriamiento 

con vapor de nitrógeno líquido. Las pajillas se congelaron a -30 °C por 10 min y el control de la temperatura 

se logró elevando o bajando la malla de plástico. La temperatura se registró utilizando un termopar (Marca 

Cole-Parmer modelo 91100-40). Una vez concluido ese tiempo se sumergieron en otra caja de poliestireno 

con nitrógeno líquido (-196 °C) para posteriormente ser almacenadas en tanques con nitrógeno líquido 

hasta su análisis posterior.  

Ensayo 1. Para este experimento se probaron dos soluciones crioprotectoras: dimetilsulfóxido 

(DMSO) y propilenglicol (PG) a cuatro concentraciones (5%, 10%, 15% o 20%) con esperma de los cuatro 

machos de la PI. Al esperma suspendido en agua de mar filtrada (AMF) se agregaron los porcentajes de 

crioprotectores antes mencionados. Una vez llenas las pajillas se dejaron incubar por 5, 10, 15 o 20 min a 

4 °C antes de ser enfriadas mediante el método no controlado descrito anteriormente.  

Ensayo 2. Para este experimento se probaron dos soluciones crioprotectoras: glicerol (GLY) y 

metanol (MeOH) a cuatro concentraciones (5%, 10%, 15% o 20%) con esperma de los cuatro machos de la 

SI. Los tiempos de incubación y enfriamiento fueron iguales a los establecidos en el Ensayo 1. 

 

2.6.1.1. Optimización de los resultados obtenidos del Ensayo 1  

Ensayo 3. Posteriormente, se seleccionaron los mejores resultados obtenidos de la congelación 

del esperma de la PI y se realizó un segundo experimento utilizando esperma de la SI. Esperma de cuatro 

organismos se suspendieron en DMSO al 12%, 15% o 18% y se incubaron por 8 o 18 min a 4 °C. Las pajillas 

francesas se enfriaron empleando el método no controlado descrito anteriormente. 
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Figura 6. Cámara de congelamiento utilizada para el método no controlado durante la criopreservación del esperma 
de abulón azul. A) Vista área y B) Vista Rayos X.  

 

2.6.2. Método controlado 

Para este método se utilizó un congelador automático programable (Planer Kryo 560-16), siguiendo la 

metodología propuesta por Salinas-Flores et al. (2005). Las pajillas se enfriaron de 15 °C a -30 °C con una 
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tasa de congelación de –1 °C/min (Figura 7), una vez transcurrido el tiempo de congelación, las pajillas 

fueron sumergidas y almacenadas en tanques con nitrógeno líquido (-196 °C) hasta su análisis posterior.  

Ensayo 4. Durante este experimento se utilizó el esperma de un macho producto de una tercera 

inducción (TI). El esperma fue suspendido en DMSO o etilenglicol (EG) a cuatro concentraciones (5%, 10%, 

15% o 20%). Se llenaron las pajillas y se incubaron en estos crioprotectores por 15 min a 4 °C. Una vez 

finalizada la incubación las pajillas se enfriaron mediante el método controlado descrito anteriormente.  

 

Figura 7. Tasa de congelación utilizada en el congelador programable Planer Kryo 560-16.  

 

 

2.7. Descongelamiento 

Las pajillas se descongelaron en un baño de agua (Memmert WNB 22) a 45 °C durante ~6 s. Se 

cortó el extremo sellado de las pajillas y el esperma se colocó en tubos cónicos de 1.5 mL que contenía 

250 µL de AMF a ~10 °C. El esperma se incubó a temperatura ambiente durante ~1 min antes de verificar 

la calidad del esperma de acuerdo a la metodología descrita en los puntos 2.2. y 2.3. 
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Tabla 3. Ensayos de criopreservación de esperma de abulón azul. ILG, Inducción a la liberación de gametos; PI, 
Primera Inducción; SI, Segunda Inducción; TI, Tercera Inducción; DMSO, dimetilsulfóxido; PG, propilenglicol; GLY, 
glicerol; MeOH, metanol y EG, etilenglicol.  

 ILG Crioprotector Concentración Tiempo de incubación Congelación 

Ensayo 1 PI 
DMSO 

5, 10, 15 y 20% 5, 10, 15 y 20 min No controlada 
PG 

Ensayo 2 SI 
GLY 

5, 10, 15 y 20% 5, 10, 15 y 20 min No controlada 
MeOH 

Ensayo 3 SI DMSO 12, 15 y 18% 8 y 18 min No controlada 

Ensayo 4 TI 
DMSO 

5, 10, 15 y 20% 15 min Controlada 
EG 

 

2.8. Análisis estadístico 

Los datos de porcentaje fueron transformados a raíz cuadrada del arcoseno para normalizar la 

distribución de los datos y estabilizar las varianzas (Sokal y Rohlf, 1995). En todos los tratamientos se 

revisaron los supuestos de normalidad con una prueba de Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas 

mediante una prueba de Bartlett. Un análisis de covarianza (ANCOVA) fue utilizado para determinar 

diferencias significativas en la conservación a corto plazo del esperma. Se utilizó un ANOVA de tres vías 

para identificar diferencias en la motilidad y viabilidad espermática respecto a la concentración del 

crioprotector, concentración y tiempo de incubación de los resultados del Ensayo 1 y 2. Por otro lado, se 

utilizó un ANOVA de dos vías para identificar diferencias en la motilidad y viabilidad de los Ensayos con 

DMSO respecto a la concentración del crioprotector y tiempo de incubación. Posteriormente, se utilizó la 

prueba a posteriori de Tukey para identificar agrupamientos en todos los ANOVA. Se utilizó un nivel de 

significancia α 0.05. Los datos fueron analizados en el programa Rstudio (Version 1.2.1335).  
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Figura 8. Esquema de la metodología de criopreservación del esperma de abulón azul. Tras la inducción a la liberación 
de gametos, se obtiene el esperma y se agrega el crioprotector y se deja actuar durante el tiempo de incubación a 4 
°C. El esperma se captura en pajillas francesas y la congelación se lleva a cabo mediante el método controlado o no 
controlado. Las pajillas se almacenan en tanques con nitrógeno líquido. Para la descongelación las pajillas se 
sumergen en un baño de agua a 45 °C durante 6 s y el esperma se suspende en 250 µL de AMF. La calidad espermática 
es evaluada. Imagen creada con Biorender (BioRender.com). 
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Capítulo 3. Resultados  

3.1. Densidad espermática 

Del esperma obtenido de los cuatro organismos de la PI (ver Tabla 3 para notación) se obtuvo un 

promedio de 100,500 espermatozoides por μL por organismo, con un máximo de 136,000 

espermatozoides por μL y un mínimo de 66,000 espermatozoides por μL.  

Del esperma obtenido de los cuatro organismos de la SI obtuvo un promedio de 202,500 

espermatozoides por μL por organismo, con un máximo de 260,000 espermatozoides por μL y un mínimo 

de 150,000 espermatozoides por μL. 

Del esperma obtenido del macho de la TI se obtuvo un promedio de 208,000 espermatozoides por 

μL. 

 

3.2. Almacenamiento a corto plazo de esperma  

3.2.1. Motilidad espermática de la PI 

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.651) entre la motilidad del esperma almacenado 

con antibiótico/antimicótico (20 µL) y el control. La mejor motilidad se obtuvo en las muestras control. La 

motilidad disminuyó paulatinamente de 57.5 ± 2.8% en el día 1 a 6.25 ± 2.5% para el día 7. El esperma con 

antibiótico/antimicótico tuvo una motilidad < 40% al segundo día de almacenamiento (Figura 9). 

 

3.2.2. Motilidad espermática de la SI 

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.864) entre la motilidad del esperma almacenado 

con antibiótico/antimicótico (10 µL) y el control. La motilidad espermática disminuyo en ambos 

tratamientos a < 40% al tercer día de almacenamiento (Figura 10). 
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Figura 9. Motilidad espermática (%) durante la evaluación del almacenamiento a corto plazo del esperma de la 
primera inducción. (Esperma con 20 µL antibiótico/antimicótico, círculo azul; esperma control, cuadro rojo). 

 

 
Figura 10. Motilidad espermática (%) durante la evaluación del almacenamiento a corto plazo del esperma de la 
segunda inducción. (Esperma con 10 µL antibiótico/antimicótico, círculo azul; esperma control, cuadro rojo). 
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3.3. Calidad del esperma criopreservado 

3.3.1. Ensayo 1 y 2 

3.3.1.1. Motilidad 

Se encontraron diferencias significativas en la motilidad del esperma entre los tipos de 

crioprotector (P < 0.001) y concentraciones (P < 0.001), pero no en el tiempo de incubación (P = 0.109). 

Los mejores tratamientos fueron encontrados cuando se utilizó DMSO. La mayor motilidad registrada (48.7 

± 4.7%) se obtuvo después de incubarse el esperma por 5 min en DMSO al 15%. Mientras que la mínima 

motilidad (15± 12.2%) se obtuvo después de incubarse el esperma por 10 min en DMSO al 20%. Aunque 

se encontraron diferencias significativas (P < 0.001) en las concentraciones del DMSO, no se encontraron 

diferencias (P = 0.095) en el tiempo de incubación. El esperma incubado en PG, GLY o MeOH tuvieron 

motilidades < 3% en cualquiera de las concentraciones y tiempos de incubación (Figura 11). 

 

3.3.1.2. Viabilidad 

Se encontraron diferencias significativas en la viabilidad del esperma entre los tipos de 

crioprotectores (P < 0.001), las concentraciones (P = 0.026) y el tiempo de incubación (P = 0.002). Los 

mejores tratamientos fueron encontrados cuando se utilizó DMSO. La mayor viabilidad registrada (62 ± 

8.8%), se obtuvo en esperma incubado por 5 min en DMSO al 15%. La mínima viabilidad (27.5 ± 6.2%). se 

observó en esperma incubado por 15 min en 15% DMSO. Para GLY la mayor viabilidad (21.8 ± 6.9%) se 

observó en el esperma suspendido en GLY al 10% incubado durante 20 min y la menor viabilidad (1 ± 1.1%) 

cuando incubado por 10 min en GLY al 15%. La mayor viabilidad (8.9 ± 9.6%), registrada para MeOH se 

obtuvo cuando el esperma se incubó por 20 min en MeOH al 15%, mientras que la menor viabilidad fue 

de 0% utilizando una concentración de 5% durante 5 min de incubación (Figura 12). La viabilidad 

espermática no fue estimada en las muestras de PG debido a que estas pajillas fueron eliminadas por error.  

En el análisis estadístico exclusivo de DMSO (Figura 12, sección A) se encontraron diferencias 

significativas en el tiempo de incubación (P = 0.048); sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en la concentración del crioprotector (P = 0.362) o en la interacción entre los efectos (P = 

0.755). Las pruebas a posteriori indicaron diferencias entre 5 min y 15 min de incubación que 

probablemente se relaciona con variabilidad biológica de los reproductores. 
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La evaluación de la viabilidad espermática de las muestras criopreservadas con DMSO fue 

posterior a realizar el protocolo de optimización, por lo que estos resultados no fueron tomados en cuenta 

para diseñar ese protocolo (apartado 2.6.1.1.). 

  



 

 

 

 

 

 

 

  

  
Figura 11. Motilidad espermática (%). Esperma criopreservado utilizando DMSO (A), PG (B), GLY (C) y MeOH (D).  
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Figura 12. Viabilidad espermática (% de células con membrana intacta). Esperma criopreservado utilizando DMSO (A), GLY (B) y MeOH (C).   
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3.3.2. Ensayo 3 (optimización DMSO)  

3.3.2.1. Motilidad 

No se encontraron diferencias significativas en la motilidad espermática entre la concentración (P 

= 0.618) o tiempo de incubación (P = 0.619). La mayor motilidad registrada (18.7 ± 19%) se obtuvo después 

de incubarse el esperma por 18 min en DMSO al 12%. Mientras que la mínima motilidad (10 ± 16.8%) se 

obtuvo después de incubarse el esperma por 18 min en DMSO al 15% (Figura 13). 

 

3.3.2.2. Viabilidad 

No se encontraron diferencias significativas en la viabilidad del esperma entre la concentración (P 

= 0.935) o tiempo de incubación (P = 0.376). La mayor viabilidad registrada (15.1 ± 12.3%) se obtuvo en 

esperma incubado durante 8 min en DMSO al 15%. La mínima viabilidad (5.1 ± 7%) se observó en esperma 

incubado por 18 min en DMSO al 18% (Figura 14). Sin embargo, en el organismo D se observó una mayor 

motilidad y viabilidad espermática comparado con el resto de los organismos (Figuras 15 y 16, sección D). 
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Figura 13. Motilidad espermática (%). Esperma criopreservado utilizando dimetilsulfóxido (DMSO) como 
crioprotector, método no controlado (esperma de la segunda inducción SI). 

 

Figura 14. Viabilidad espermática (% de células con membrana intacta). Esperma criopreservado utilizando 
dimetilsulfóxido (DMSO) como crioprotector, método no controlado (esperma de la segunda inducción SI). 
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

D) 

 

Figura 15. Motilidad espermática (%). Esperma criopreservado utilizando dimetilsulfóxido (DMSO) como 
crioprotector, método no controlado (esperma de la segunda inducción, SI). Esperma incubado durante ocho min, 
color verde; esperma incubado durante 18 min, color azul; A) Organismo 1, B) Organismo 2, C) Organismo 3, D) 
Organismo 4. 
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

D) 

 

Figura 16. Viabilidad espermática (% de células con membrana intacta). Esperma criopreservado utilizando 
dimetilsulfóxido (DMSO) como crioprotector, método no controlado (esperma de la segunda inducción, SI). Esperma 
incubado durante ocho min, color verde; esperma incubado durante 18 min, color azul; A) Organismo 1, B) Organismo 
2, C) Organismo 3, D) Organismo 4. 
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3.3.3. Ensayo 4 

Estos resultados no fueron sometidos a un modelo estadístico debido a que solo se utilizó el esperma de 

un organismo. 

 

3.3.3.1. Motilidad y viabilidad con dimetilsulfóxido (DMSO) 

La mayor motilidad registrada (8.6 ± 1.1%) se observó después de incubarse el esperma por 15 

min en DMSO al 5%. La motilidad espermática disminuyó al ser expuesta a concentraciones cada vez más 

altas del crioprotector, la mínima motilidad (0%) se obtuvo después de incubar al esperma por 15 min en 

DMSO al 20% (Figura 17). 

La mayor viabilidad (59 ± 7%), en terminos del porcentaje de células con membrana citoplasmática 

intacta, se observó después de incubarse el esperma por 15 min en DMSO al 10%. Mientras que la menor 

viabilidad (29 ± 5.6%) se obtuvo después de incubar por 15 min en DMSO al 5% (Figura 18).  

 

3.3.3.2. Motilidad y viabilidad con etilenglicol (EG) 

La mayor motilidad registrada (12.6 ± 4.6%) se obtuvo después de incubar el esperma por 15 min 

en EG al 10%. Mientras que la mínima motilidad (3.3 ± 2.8%) se observó en el esperma incubado por 15 

min en EG al 20% (Figura 19). 

La mayor viabilidad (50.5 ± 2.1%) se observó después de suspender el esperma por 15 min en EG 

al 10%. Mientras que la mínima viabilidad (11.5 ± 2.1%) se obtuvo al suspender al esperma por 15 min en 

20% EG (Figura 20). 
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Figura 17. Motilidad espermática (%). Esperma criopreservado utilizando dimetilsulfóxido (DMSO) como 
crioprotector, método controlado (esperma de la tercera inducción, TI). 

 

Figura 18. Viabilidad espermática (% células con membrana intacta). Esperma criopreservado utilizando 
dimetilsulfóxido (DMSO) como crioprotector, método controlado (esperma de la tercera inducción, TI). 
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Figura 19. Motilidad espermática (%). Esperma criopreservado utilizando etilenglicol (EG) como crioprotector, 
método controlado (esperma de la tercera inducción, TI). 

 

 

Figura 20. Viabilidad espermática (% células con membrana intacta). Esperma criopreservado utilizando etilenglicol 
(EG) como crioprotector, método controlado (esperma de la tercera inducción, TI).  
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3.4. Daños en el esperma criopreservado 

En las muestras de los Ensayos 1, 2 y 3 se observó esperma aglutinado (Figura 21). En el Ensayo 1, 

el 25% de las muestras del esperma criopreservado con DMSO o PG se encontraba aglutinado. En el Ensayo 

2, el 60.9% de las muestras de esperma incubadas con GLY y el 45.3% de las muestras incubadas con MeOH 

se encontraban aglutinadas. Para el Ensayo 3, el 29.1% de las muestras del esperma criopreservado con 

DMSO presento aglutinamiento. En ninguna de las muestras del ensayo 4 se observó aglutinamiento.  

En todos los tratamientos se observó cierto grado de daño morfológico en el esperma 

descongelado (Figura 22). Estos daños se observaron en el acrosoma como lo es doblamiento o separación. 

Flagelo doblado o roto y cuello plegable que se refiere a la curvatura de la parte media del esperma que 

se dobla hacia flagelo. 
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Figura 21. Imágenes de microscopia de fluorescencia de esperma criopreservado después de la tinción LIVE/DEAD. 
A) Esperma criopreservado con DMSO con membranas intactas (verdes) y dañadas (rojos); B) Esperma 
criopreservado con DMSO ligeramente aglutinado; C) Esperma criopreservado con GLY ligeramente dañado; D) 
Esperma aglutinado con membranas dañadas e intactas, criopreservado con GLY; E) Esperma criopreservado con 
MeOH; y F) Esperma dañado y aglutinado, criopreservado con MeOH. DSMO, dimetilsulfóxido; GLY, glicerol y MeOH, 
metanol. 
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Figura 22. Daños morfológicos en el esperma criopreservado (flechas de color rojo). A) Flagelo doblado y defecto en 
el acrosoma; B) Cuello plegable y defecto en el acrosoma; y C) Flagelo corto y defecto en el acrosoma.  
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Capítulo 4. Discusión  

En este estudio, se describió la conservación de esperma a corto plazo en refrigeración (4 °C) y 

además se describió por primera vez un protocolo de criopreservación del esperma para abulón azul, una 

especie de importancia pesquera y gran potencial acuícola en México. El protocolo de criopreservación 

comprende desde la obtención del esperma, selección del crioprotector, así como su concentración y 

tiempo de incubación, congelamiento, descongelamiento y evaluación calidad del esperma que incluye la 

motilidad e integridad de la membrana citoplasmática. En este proyecto se utilizó una cámara de 

congelación no controlada y además se describen los resultados preliminares utilizando una cámara de 

congelamiento programable.  

Durante la inducción a la liberación de gametos el macho eyacula en el agua de mar por lo que el 

esperma usualmente se encuentra contaminado con mucosidad y heces (Gwo et al., 2002). El crecimiento 

de bacterias y hongos pueden dañar al esperma almacenado, por lo que la adición de antimicrobianos y 

antimicóticos juegan un papel importante para que estos microorganismos no disminuyan la calidad del 

esperma (Lake, 1978; Jenkins, 2011). En nuestros resultados no se encontraron diferencias en la motilidad 

de las muestras control respecto al uso de 20 o 10 µL de antibiótico/antimicótico. Los resultados indican 

que el esperma fresco del abulón azul almacenado a 4 °C puede conservar una motilidad > 40% al segundo 

o incluso al tercer día de almacenamiento. Esto presenta una ventaja para los laboratorios de producción 

de semilla durante la inducción a la liberación de gametos, ya que en caso de que las hembras desovaran 

en los siguientes dos o tres días el esperma almacenado aun podría fertilizar ovocitos utilizando mayores 

concentraciones de esperma. Por otro lado, en el esperma de los machos de la PI y SI se obtuvieron 

resultados variables en la motilidad del esperma fresco, esto puede estar relacionado a la variabilidad 

biológica de los reproductores (que se discute más adelante) que posiblemente se vio reflejada en la 

calidad del esperma fresco y criopreservado. 

En la criopreservación de esperma de especies acuáticas, el tipo de crioprotector, la 

concentración, tiempo de incubación, así como la tasa de congelación y descongelación deben de ser 

seleccionados cuidadosamente (Salinas-Flores et al., 2005; Paredes, 2015). En especies acuáticas de 

moluscos el DMSO es el crioprotector más frecuentemente utilizado (Liu et al., 2015a). En este trabajo, el 

esperma del abulón azul criopreservado con DMSO exhibió una mayor motilidad y viabilidad en 

comparación con PG, GLY y MeOH (Figura 12 y 13). Esto coincide con los resultados obtenidos en la 

criopreservación de esperma de otras especies abulones como H. diversicolor supertexa, H. laevigata, H. 

rubra, H. kamtschatkana y H. discus hannai (Gwo et al., 2002; Zhu et al., 2014; Liu et al., 2014a, 2015b; 
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O’Brien, 2019; Kim et al., 2020) que han tenido éxito utilizando DMSO como crioprotector. Algunos autores 

proponen que esto se debe a que la permeabilidad del DMSO es más tolerable a las bajas temperaturas, 

permitiéndole ingresar al esperma rápidamente e interactuar con los fosfolípidos de la membrana, 

proporcionando protección durante la congelación (Suquet et al., 2000; Sansone et al., 2005).  

En otras especies de moluscos marinos como Magallana gigas (anteriormente Crassostrea gigas), 

Pinctada fucata martensii, Mytilus galloprovinciallis y Perna canaliculus (Adams et al., 2004; Kawamoto et 

al., 2007; Matteo et al., 2009; Smiths et al., 2012; Salvi et al., 2021), la concentración óptima del 

crioprotector varía entre 6% y 12%. En este estudio, el mayor porcentaje de motilidad se observó en el 

esperma que fue suspendido en una concentración de 15% de DMSO e incubado durante 5 min (Ensayo 

1) (Figura 12, sección A). Asimismo, durante el experimento de optimización (Ensayo 3) (Figura 14 y 15) no 

se encontraron diferencias significativas al utilizar concentraciones de DMSO entre 12 y 18%. Por el 

contrario, Liu et al. (2014a) mencionan que los espermatozoides de H. laevigata fueron sensibles a 

concentraciones de DMSO superiores a 12%, estos resultados coinciden con los protocolos establecidos 

para otras especies de abulones en donde utilizaron concentraciones entre 5 y 10% de DMSO (Gwo et al., 

2002; Zhu et al., 2014; Liu et al., 2015b; O’Brien, 2019; Kim et al., 2020). De modo que, podemos concluir 

que el esperma del abulón azul tolera concentraciones mayores de DMSO respecto a otras especies de 

haliótidos. 

En los experimentos de los Ensayos 1 y 2 se observó que el uso de PG, GLY y MeOH tienen un 

efecto tóxico en el esperma del abulón azul incluso a una concentración del 5%. Esto concuerda con los 

resultados encontrados para H. diversicolor supertexa y H. rufescens, donde el uso de esos criprotectores 

tuvo un efecto nocivo en la viabilidad del esperma (Gwo et al., 2002; Salinas-Flores et al., 2005). Por 

ejemplo, el uso de MeOH al 5% en H. diversicolor supertexa redujo la motilidad del esperma a 0% (Gwo et 

al., 2002). Por otro lado, se ha demostrado que el GLY es un crioprotector adecuado para el esperma de 

otras especies de abulones como H. gigantean, H. rufescens y H. discus hannai (Matsunaga et al., 1983; 

Salinas-Flores et al., 2005; Kim et al., 2020). Sin embargo, los espermatozoides del abulón azul fueron 

extremadamente sensibles al GLY en cualquiera de las concentraciones y tiempos de incubación. Un 

resultado similar se observó en H. diversicolor supertexa, H. laevigata, H. rubra y H. kamtschatkana (Gwo 

et al., 2002; Zhu et al., 2014; Liu et al., 2014a, 2015b; O’Brien, 2019) en donde el GLY redujo la motilidad 

de los espermatozoides a < 25% en concentraciones menores a 8%. Estos resultados coinciden con lo 

observado en otras especies de moluscos, como en P. fucata martensii y Ostrea edulis (Kawamoto et al., 

2007, Vitiello et al., 2011) en donde el esperma suspendido en GLY mostró baja motilidad espermática. 
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Por lo tanto, como menciona Gwo (2000) las técnicas de criopreservación en invertebrados acuáticos son 

especie especifica, por lo que es necesario desarrollar un protocolo para cada especie.  

En este estudio la motilidad espermática no se vio afectada por el tiempo de incubación. Por el contrario, 

Gwo (2000) menciona que para garantizar la motilidad del esperma en especies acuáticas después de 

descongelarse, este no debe exponerse al crioprotector por más de 10 min y recomienda un tiempo de 

incubación corto menor a 3 min. En la motilidad espermática del abulón azul no se encontraron diferencias 

significativas en el tiempo de incubación en ninguno de los crioprotectores del Ensayo 1 y 2, ni en el 

protocolo de optimización del Ensayo 3. Es así que, al utilizar DMSO el esperma puede ser incubado entre 

5 y 20 min. Este rango de tiempo difiere de lo recomendado para H. diversicolor supertexa, H. rufescens y 

H. rubra, (Gwo et al., 2002; Salinas-Flores, 2003; Liu et al., 2015b) donde la motilidad disminuía a mayor 

tiempo de incubación que se exponía al esperma. Poder incubar el esperma del abulón azul por periodos 

más largos representa una ventaja debido a la rapidez con la que se tienen que llevar a cabo los 

experimentos de criopreservación. Particularmente durante la congelación utilizando el método no 

controlado el utilizar tiempos de incubación mayores a 10 min podría disminuir la posibilidad de errores. 

Por otro lado, en la viabilidad espermática de las muestras de DMSO del Ensayo 1 se encontraron 

diferencias significativas en el tiempo de incubación debido a una gran variabilidad de los datos. Los 

valores de desviación estándar sugieren diferencias entre los organismos al utilizar los mismos 

tratamientos de criopreservación que podrían estar relacionadas con la variabilidad biológica de los 

reproductores. En moluscos la temperatura del agua, la disponibilidad de alimento, fotoperiodo y salinidad 

entre otros factores tiene un efecto en el desarrollo de las gónadas y el ciclo de reproducción (Uki y Kikuchi, 

1984). No obstante, en poblaciones silvestres, no hay información sobre los antecedentes del desempeño 

reproductivo de esos organismos o si estuvieron expuestos a contaminantes durante su ciclo de vida en la 

naturaleza, los cuales pueden contribuir directamente en el desarrollo gonadal afectando en la calidad 

espermática (Cabrita et al., 2011). La calidad del esperma fresco es un requisito previo para la 

criopreservación, ya que si la calidad es variable se podrían obtener resultados inesperados (Acosta-

Salmón et al., 2007). Los reproductores utilizados en este estudio eran organismos obtenidos del medio 

natural, por lo que desconocemos si el desarrollo gonadal se pudo haber visto afectado durante algún 

punto de su historia de vida y por consiguiente en la calidad espermática. 

A pesar de que el uso del EG no estaba contemplado en los objetivos de este trabajo, los resultados 

preliminares que obtuvimos durante el Ensayo 4 sugieren que el EG pudiera ser un crioprotector aceptable 

para el esperma del abulón azul. La habilidad del EG como crioprotector se ha demostrado en especies de 

bivalvos como M. galloprovinciallis utilizando una concentración de 7% y en Ostrea edulis a 15% (Matteo 
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et al., 2009; Vitiello et al., 2011). En abulones se ha descrito su uso en H. laevigata y H. rubra; en ambos 

estudios durante el periodo de incubación la motilidad espermática fue mayor a 70% utilizando la 

concentración más baja de 4%; sin embargo la motilidad disminuyó a menos de 25% después de 

descongelar el esperma (Liu et al., 2014a, 2015b). Por otro lado, en H. discus hannai, al utilizar EG al 8% la 

motilidad del esperma descongelado fue de 45%. No obstante se obtuvieron mejores resultados al utilizar 

DMSO y GLY (Kim et al., 2020). En este sentido, nuestros resultados utilizando EG como crioprotector 

pueden ser la base para futuros experimentos en la criopreservación de esperma del abulón azul. La 

selección cuidadosa de un crioprotector es muy importante ya que frecuentemente las pruebas 

preliminares son limitadas y en ocasiones la calidad del esperma puede variar en los diferentes lotes, entre 

organismos o incluso en las pruebas experimentales (Dong et al. 2007).  

Las técnicas para congelar esperma en moluscos marinos se categorizan como congelación 

controlada o no controlada (Liu et al., 2015a). El método de congelación no controlada utilizando una caja 

de poliestireno, como el que utilizamos durante los experimentos del Ensayo 1, 2 y 3, se basa en un 

enfriamiento relativamente lento y controlado durante las primeras etapas de formación del hielo (Zhu et 

al., 2014). En protocolos de especies de abulones se ha demostrado que este método es conveniente ya 

que no se necesitan instrumentos costosos, por lo que es económico en comparación con una cámara 

programable y puede llevarse a cabo en el campo o en criaderos (Tsai y Chao 1994; Salinas-Flores et al., 

2005). Sin embargo, la velocidad de congelación de un líquido a una temperatura bajo cero está 

determinada no solo por el volumen del líquido sino también por la relación entre el área de la superficie 

y el volumen del líquido, que a su vez está determinada por las formas de la pajilla o el criovial utilizado en 

la criopreservación (Zhu et al., 2014). Mientras que en H. discus hannai no se encontraron diferencias 

significativas en el tamaño de la pajilla utilizando volúmenes de 0.25 y 0.5 mL (Kim et al., 2020); en H. 

laevigata sí se encontraron diferencias en la motilidad respecto al tamaño del criovial (Zhu et al., 2014). 

Nosotros utilizamos pajillas de 0.25 mL que son las más comúnmente usadas en estudios de 

criopreservación, habría que considerar que en la aplicación de esta técnica en la producción acuícola se 

necesitaría la congelación de grandes cantidades de esperma y a su vez de la estandarización de un 

protocolo para pajillas o crioviales más grandes que permitan la congelación de un volumen más grande 

de esperma. 

En especies de abulones la calidad del esperma frecuentemente ha sido evaluada mediante la 

motilidad, viabilidad y fertilización (Gwo et al., 2002; Salinas-Flores et al., 2005; Zhu et al., 2014; Liu et al., 

2014a, 2014b, 2015b; O’Brien, 2019; Kim et al., 2020). La integridad de la membrana citoplasmática es el 

indicador fisiológico más evaluado en el esperma criopreservado y es crucial al evaluar la calidad 
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espermática debido a que juega un rol de vital importancia en la fusión del esperma con el ovocito 

(Maxwell y Salamon, 1993; Figueroa et al., 2016; Alcay et al., 2020). En nuestro estudio, el esperma 

criopreservado con DMSO (Ensayo 1) mostró un mayor porcentaje de células con membrana 

citoplasmática intacta en comparación con el esperma criopreservado con los demás crioprotectores. 

Además, los valores más altos de motilidad y viabilidad espermática resultaron al utilizar una 

concentración de 15% de DMSO.  

Por otro lado, en los Ensayos 1, 2 y 4 observamos un menor porcentaje de motilidad respecto al 

porcentaje de viabilidad en todas las concentraciones y tiempos de incubación. En el esperma 

criopreservado de H. rufescens se reportaron resultados similares, esto sucede debido a que el esperma 

puede presentar una membrana intacta y teñirse de verde con SYBR 14. Pero, al mismo tiempo, puede 

presentar daños en las estructuras que promueven la motilidad como el flagelo o las mitocondrias (Salinas-

Flores, 2003). Sin embargo, a pesar de que en nuestros resultados de GLY y MeOH se observó hasta un 

21.8% de células con membranas citoplasmática intacta, la motilidad no fue mayor a 3% en ninguno de los 

tratamientos, asimismo el uso de estos crioprotectores resulto en el mayor porcentaje de esperma 

aglutinado. La integridad de la membrana citoplasmática es indispensable para asegurar el éxito 

reproductivo, pero también es necesario que el esperma no se encuentre aglutinado para que pueda nadar 

libremente hasta un ovocito y fertilizarlo. 

Uno de los parámetros más importantes para evaluar la calidad del esperma criopreservado es la 

habilidad de fertilizar un ovocito y producir un embrión que se desarrolle de la manera en que lo haría si 

se fertilizara con esperma fresco (Labbé et al., 2013). En nuestro experimento no pudimos realizar una 

fertilización con esperma del abulón azul criopreservado a causa de falta de reproductores maduros y un 

corto periodo experimental. No obstante, los resultados obtenidos ofrecen una perspectiva para los 

siguientes experimentos de criopreservación de esperma del abulón azul. Adicionalmente, al observar el 

esperma bajo el microscopio se pudieron identificar daños en sus estructuras y esperma aglutinado. El 

aglutinamiento es un fenómeno en el que los espermatozoides se adhieren entre sí y en casos extremos 

llegan a formar estructuras alongadas similares a fideos (Dong et al., 2005a). En el esperma de H. rufescens 

se reportó la presencia de aglutinamiento y células de apariencia rota que probablemente se debieron a 

las reacciones acrosomales espontaneas que pudieron haber ocurrido durante la congelación o 

descongelación (Salinas-Flores, 2003). La reacción acrosomal consiste en la apertura de la punta del 

esperma que libera al acrosoma granular provocando una liberación de proteínas que tienen por objetivo 

destruir la envoltura vitelina y formar un orificio que atravesará el esperma para unirse a la superficie del 

ovocito (Lewis et al., 1982; Kresge et al., 2001). Nosotros no evaluamos la integridad de la membrana 
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acrosomal, pero pudimos observar esperma aglutinado en muestras de todos los tratamientos (Figura 22). 

Por otro lado, Hossen et al. (2021) describen que una de las anormalidades más frecuentes en el esperma 

fresco de H. discus hannai es el cuello plegable que se refiere a la curvatura de la parte media del esperma 

que se dobla hacia flagelo. En cambio, en el esperma criopreservado las anormalidades se presentan en 

toda la estructura del esperma, así como en el flagelo que puede llegar a enroscarse o formar una 

apariencia de nudo. En el esperma descongelado del abulón azul se observaron algunos de los daños 

morfológicos que se describieron en H. discus hannai como doblamiento o separación del acrosoma o 

daños en el flagelo (Figura 23). El daño en el esperma descongelado puede ocurrir debido a diversos 

factores como el choque frío, cristalización del hielo o toxicidad del crioprotector (Chao y Liao, 2001). 

La calidad del esperma fresco es un requisito indispensable para la criopreservación debido a que 

este puede variar en los diferentes lotes, entre organismos o en las pruebas experimentales (Acosta-

Salmón et al., 2007; Dong et al., 2007). En C. virginica se encontró que aunque la motilidad inicial en todos 

los organismos fue de ~90%, la calidad de los espermatozoides después de la descongelación difirió 

significativamente entre los organismos (Paniagua-Chávez y Tiersch 2001). Lo anterior coincide con 

nuestros resultados obtenidos durante el Ensayo 3 en donde se observó variabilidad en la calidad del 

esperma de los cuatro organismos; particularmente en uno de los organismos que presentó los mayores 

porcentajes de motilidad y viabilidad (Figura 16). En relación a lo anterior, la nutrición de los reproductores 

es un factor de gran importancia y necesita ser óptima para la producción de gametos completamente 

viables y en cantidades abundantes. Una nutrición adecuada del reproductor puede afectar directamente 

en la capacidad de los espermatozoides para resistir el proceso de congelación. (Leighton, 2000; Cabrita 

et al., 2010). Además, una de las desventajas al utilizar reproductores silvestres, es la falta de información 

sobre el desempeño reproductivo de los individuos o la posible exposición a contaminantes durante su 

ciclo de vida en la naturaleza. La mayoría de los contaminantes afectan el desarrollo gonadal que se verá 

reflejado en la calidad del esperma, afectando la motilidad, velocidad, viabilidad y fertilidad de los 

espermatozoides en muchas especies acuáticas (Kime et al., 2001). 

Por otra parte, durante la selección de reproductores maduros para la inducción a la liberación de 

gametos tuvimos dificultades al utilizar el Índice Visual Gonadal (IVG). Esto pudo haber contribuido en la 

selección de organismos inmaduros (con un IVG menor a 3). A pesar de que el IVG ha sido utilizado con 

anterioridad en especies de abulones, se trata de una técnica subjetiva al observador que ha generado 

controversia, por lo que es necesario innovar y aplicar nuevas herramientas para definir el grado de 

madurez (Vélez-Arrellano et al., 2015). En este sentido, el método de ultrasonido ha permitido determinar 

el sexo y el grado de madurez de diferentes especies de peces como la trucha arcoíris Oncorhynchus mykiss 
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y el esturión chino Acipenser sinensis (Hliwa et al., 2014; Du et al., 2017). El uso de ultrasonido podría 

sustituir los muestreos tradicionales en abulones, evitando daños en la gónada o en el musculo, sin 

embargo no se han encontrado artículos que evalúen la precisión de este método (com. pers. Paniagua-

Chávez, CICESE, 2021). Establecer las condiciones ambientales requeridas para la maduración y liberación 

de gametos, así como la correcta evaluación del grado de madurez, son esenciales para la obtención de 

gametos de buena calidad (Uki y Kikuchi, 1984).   
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Capítulo 5. Conclusiones  

 El esperma de abulón azul Haliotis fulgens puede ser almacenado durante tres días a 4 °C y 

mantener una motilidad > 40%. 

 El esperma criopreservado con dimetilsulfóxido (DMSO) exhibió una mayor motilidad y viabilidad 

en comparación con otros crioprotectores evaluados (PG, GLY y MeOH).  

 El uso de los crioprotectores PG, GLY y MeOH a bajas concentraciones (5%) reduce 

significativamente la motilidad espermática en abulón azul. 

 El crioprotector óptimo para la criopreservación del esperma de abulón azul fue dimetilsulfóxido 

(DMSO) al 15%. El tiempo de equilibrio óptimo para suspender al esperma puede ser entre 5 y 20 

min.  

 De acuerdo con el protocolo de optimización el esperma de abulón azul puede suspenderse en 

concentraciones entre 12 y 18% de DMSO sin observar diferencias significativas. Sin embargo, 

sería recomendable realizar más pruebas para optimizar este protocolo.  

 El método de congelamiento no controlado permite obtener hasta un 48% de motilidad y 62% de 

viabilidad espermática en abulón azul, además de ser rápido, práctico y económico.  

 La criopreservación de esperma es una técnica que permite conservar el esperma de especies 

acuáticas de importancia ecológica y socioeconómica como el abulón azul.  

 El esperma inmóvil puede presentar su membrana citoplasmática intacta, pero otras estructuras 

asociadas a la motilidad dañadas, por lo que es importante utilizar más de un método de 

evaluación de la calidad del esperma. 
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Capítulo 6. Recomendaciones  

 En la congelación controlada, el esperma suspendido en EG mostró una motilidad y viabilidad 

similar a los resultados con DMSO. Se recomienda considerar este crioprotector en futuros 

experimentos para la criopreservación de esperma del abulón azul. 

 Se recomienda evaluar la viabilidad del esperma fresco previo a la criopreservación.  

 Se recomienda más experimentos para delimitar el tiempo de equilibrio con mayor precisión. 

 Se recomienda innovar y aplicar nuevas herramientas para definir el grado de madurez de los 

reproductores.  
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Anexos 

Anexo A. Inducción a la liberación de gametos 

El procedimiento de inducción a la liberación de gametos (ILG) fue el utilizado por el laboratorio de cultivo 

de abulón del Departamento de Acuicultura del CICESE. Los organismos seleccionados deben de ser 

sometidos a un ayuno 48 h antes para reducir la presencia de heces durante la ILG, asimismo es 

conveniente cepillar la concha para eliminar la mayor cantidad de epibiontes. Se recomienda utilizar 

organismos con un IVG 2 o IVG 3 y separar por sexo, preferentemente en contenedores individuales al 

momento de que inicie la liberación de gametos. 

Protocolo 1 

1. Colocar a los organismos en tanques de 300 L cubiertos con plástico negro y desecar durante dos 

horas.  

2. Transcurridas las dos horas, agregar AMF e irradiada con una lámpara UV 130 W, hasta que cubra 

por completo a los organismos (1 cm aproximadamente por encima de la concha). 

3. Mantener en oscuridad y monitorear cada 30 min si se observan movimientos en los organismos 

o pulsos de esperma.  

4. Una vez que el pulso de esperma sea constante colocar individualmente en recipientes de 1 L.  

5. Cambiar el agua cada 30 min procurando que el esperma utilizado sea lo más fresco posible.  

Protocolo 2 

1. Colocar a los organismos en charolas de 30 L cubiertos con plástico negro y desecar durante dos 

horas.  

2. Transcurridas las dos horas agregar una solución de Tris base con H2O2 hasta que cubra por 

completo al organismo (1 cm aproximadamente por encima de la concha).  



59 

 

3. Mantener en oscuridad y monitorear cada 30 min si se observan movimientos en los organismos 

o pulsos de esperma.  

4. Una vez que el pulso de esperma sea constante colocar individualmente en recipientes de 1 L.  

5. Cambiar el agua cada 30 min procurando que el esperma utilizado sea lo más fresco posible.  

Soluciones: 

1. Tris base con H2O2: En una cubeta agregar 15 L de AMF agregar 25 g de Trizma base (SIGMA-

ALDRICH T1378) para obtener una concentración final de 0.013 M. Una vez disuelto agregar 15 mL 

de H2O2 grado reactivo al 30%. 
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Anexo B. Determinación de la viabilidad espermática con fluorocromos 

En este estudio de evaluó la viabilidad espermática mediante el uso del LIVE-DEAD Sperm Viability Kit 

(Invitrogen™ L7011). El kit incluye SYBR-14 y Yoduro de Propidio (YP), los cuales se han utilizado para 

verificar la viabilidad del esperma en especies de haliótidos, como H. rufescens, H. laevigata y H. discus 

hannai (Salinas-Flores et al., 2005; Liu et al., 2014b; Kim et al., 2020). Esta técnica consiste en que los 

espermatozoides con membranas intactas se tiñen con el fluorocromo SYBR-14, ya que al estar disuelto 

en DMSO puede penetrar la membrana, unirse al ADN y producir fluorescencia verde. Por el contrario, el 

YP se encuentra disuelto en agua y penetra exclusivamente los espermatozoides con membranas dañadas, 

produciendo fluorescencia roja.  

Protocolo: 

1. Una vez descongelado el contenido de una pajilla y diluido en AMF (volumen total de 500 µL) 

agregar 2.5 µL de SYBR 14. 

2. Incubar durante 10 min en oscuridad. 

3. Agregar 2.5 µL de YP. 

4. Incubar durante 10 min en oscuridad 

5. Observar en el microscopio de epifluorescencia con un filtro de excitación de 450-490 nm. La 

emisión máxima es de 516 nm para el SYBR 14 y 617 nm para el YP. 

Soluciones:  

1. SYBR 14: preparar una solución 1:50 de SYBR 14 con DMSO (para preparar 100 µL, mezclar 2 µL de 

colorante con 98 µL de DMSO). Obteniendo una concentración final de 0.5 µM de SYBR 14 en 500 

µL de esperma. 

2. Yoduro de propidio (YP): este colorante se agrega directamente como viene del kit. Obteniendo 

una concentración final de 1.2 µM de YP en 500 µL de esperma.  
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Anexo C. Concentración de antibiótico antimicótico  

La solución de antibiótico antimicótico (SIGMA-ALDRICH A5955) contiene 10,000 unidades de penicilina, 

10 mg estreptomicina y 25 μg anfotericina B por mL. En la siguiente tabla se observan las concentraciones 

finales de antibiótico antimicótico para el experimento del esperma de la primera inducción (Experimento 

A) y de la segunda inducción (Experimento B). 

Tabla 4. Concentración de antibiótico antimicótico para los experimentos A y B de la conservación a corto plazo. 

Compuestos Experimento A  
(20 μL de antibiótico antimicótico ) 

Experimento B 
(10 μL de antibiótico antimicótico)  

Penicilina 196.07 u/mL 99.009 u/L 

Estreptomicina 0.196 mg/mL 0.099 mg/mL 

Anfotericina 0.490 μg /mL 0.247 μg /mL 
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Anexo D. Preparación de crioprotectores  

1. Las soluciones crioprotectoras (dimetilsulfóxido, propilenglicol, glicerol, metanol y etilenglicol) se 

prepararon de acuerdo a la siguiente tabla: 

Tabla 5. Preparación de soluciones crioprotectoras para la criopreservación de esperma del abulón azul Haliotis 
fulgens.  

Concentración de  

Crioprotector (%) 

Crioprotector  

(µL) 

Esperma  

(µL) 

Volumen total  

(µL) 

5 250 4750 5000 

10 500 4500 5000 

12 600 4400 5000 

15 750 4250 5000 

18 900 4100 5000 

20 1000 4000 5000 

 

2. El volumen total es suficiente para llenar 20 pajillas de 250 µL.  

Nota: Todos los reactivos utilizados en los experimentos fueron grado reactivo (SIGMA-ALDRICH Co., St. 

Louis, MO). 
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ANEXO E. Matrices de análisis estadístico  

Tabla 6. Análisis de Covarianza para la comparación de la adición de antibiótico antimicótico (20 µL) sobre la 
motilidad del esperma de abulón azul a lo largo del tiempo (7 días). Donde se muestra el Estimando, Error estándar, 
y valor P; (P < 0.05). 

Coeficiente  Estimado Error estándar P 

Intercepto 0.092 0.003 0.000 
Tiempo 0.008 0.000 0.000 
Tratamiento 0.002 0.005 0.651 
Día*Tratamiento 0.005 0.001 0.000 

 

Tabla 7. Análisis de Covarianza para la comparación de la adición de antibiótico antimicótico (10 µL) sobre la 
motilidad del esperma de abulón azul a lo largo del tiempo (7 días). Donde se muestra el Estimando, Error estándar, 
y valor P; (P < 0.05). 

Coeficiente  Estimado Error estándar P 

Intercepto 0.102 0.004 0.000 
Tiempo 0.0127 0.001 0.000 
Tratamiento 0.001 0.006 0.864 
Día*Tratamiento 0.000 0.001 0.660 

 

Tabla 8. Resumen del análisis (ANOVA) de la motilidad espermática para la comparación del efecto de los 
crioprotectores (DMSO, PG, Gly y MeOH) y concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%) a lo largo del tiempo (5, 10, 15 y 
20 min); Gl, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; F, distribución F; P, probabilidad. Significancia estadística (P 
< 0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 3 0.001 8.389 0.000 
Tiempo 3 0.000 2.042 0.109 
Crioprotector 3 0.098 576.311 0.000 
Concentración*Tiempo 9 0.000 0.865 0.557 
Concentración*Crioprotector 9 0.002 5.231 0.000 
Tiempo*Crioprotector 9 0.001 2.807 0.004 
Concentración*Tiempo*Crioprotector 27 0.001 0.687 0.875 
Error 190 0.010   
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Tabla 9. Resumen del análisis (ANOVA) de la viabilidad espermática para la comparación del efecto de los 
crioprotectores (DMSO, Gly y MeOH) y concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%) a lo largo del tiempo (5, 10, 15 y 20 
min); Gl, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; F, distribución F; P, probabilidad. Significancia estadística (P < 
0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 3 0.001 3.163 0.026 
Tiempo 3 0.002 5.056 0.002 
Crioprotector 3 0.096 244.795 0.000 
Concentración*Tiempo 9 0.001 0.8099 0.608 
Concentración*Crioprotector 6 0.001 1.032 0.407 
Tiempo*Crioprotector 6 0.004 3.433 0.003 
Concentración*Tiempo*Crioprotector 18 0.001 0.501 0.953 
Error 131 0.025   

 

Tabla 10. Resumen del análisis (ANOVA) de la motilidad espermática para la comparación del efecto de DMSO a las 
concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%) a lo largo del tiempo (5, 10, 15 y 20 min); Gl, grados de libertad; SC, suma de 
cuadrados; F, distribución F; P, probabilidad). Significancia estadística (P < 0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 3 0.003 6.139 0.001 
Tiempo 3 0.001 2.238 0.095 
Concentración*Tiempo 9 0.001 0.713 0.694 
Error 48 0.008   

 

Tabla 11. Resumen del análisis (ANOVA) de la viabilidad espermática para la comparación del efecto de DMSO a las 
concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%) a lo largo del tiempo (5, 10, 15 y 20 min); Gl, grados de libertad; SC, suma de 
cuadrados; F, distribución F; P, probabilidad). Significancia estadística (P < 0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 3 0.000 1.090 0.362 
Tiempo 3 0.001 2.842 0.048 
Concentración*Tiempo 9 0.0001 0.642 0.755 
Error 45 0.007   

 

Tabla 12. Resumen del análisis (ANOVA) de la motilidad espermática para la comparación del efecto de DMSO a las 
concentraciones (12%, 15% y 18%) a lo largo del tiempo (8 y 18 min); Gl, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; 
F, distribución F; P, probabilidad). Significancia estadística (P < 0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 2 0.003 0.495 0.618 
Tiempo 1 0.000 0.256 0.619 
Concentración*Tiempo 2 0.000 0.388 0.684 
Error 18 0.006   
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Tabla 13. Resumen del análisis (ANOVA) de la viabilidad espermática para la comparación del efecto de DMSO a las 
concentraciones (12%, 15% y 18%) a lo largo del tiempo (8 y 18 min); Gl, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; 
F, distribución F; P, probabilidad). Significancia estadística (P < 0.05). 

Fuente de Variación gl SC F P 

Concentración 2 0.000 0.068 0.935 
Tiempo 1 0.000 0.825 0.376 
Concentración*Tiempo 2 0.000 0.798 0.465 
Error 18 0.008   

 

 


