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RESUMEN

Con el objetivo de conservar los recursos genéticos de la lubina Dicentrarchus labrax (L., 1758),
se ha creado un banco de esperma con 42 machos de una población mediterránea. Se determina-
ron las características del esperma –concentración, motilidad y duración de la activación– que resul-
taron adecuadas para la fertilización artificial. La variabilidad genética de las lubinas procedentes
del medio natural fue analizada mediante un conjunto de 10 loci microsatélites. A partir del geno-
tipo de estos marcadores se obtuvo la huella de ADN de cada individuo con fines de identificación
y estudios de paternidad. El análisis conjunto de todos los individuos permitió determinar los regis-
tros de las variables genéticas de este grupo. Los resultados muestran unos niveles altos de variabi-
lidad genética representativos de una población natural y acentúan la importancia de este grupo
como reservorio de esta especie en términos genéticos.

Palabras clave: Acuicultura de peces, conservación, recursos genéticos, Dicentrarchus labrax,
criopreservación, banco de esperma.

ABSTRACT

Establishment and characterization of a sperm bank of Mediterranean seabass Dicentrarchus labrax
(L., 1758) stock

With the aim of the conservation of the genetic resources of the European seabass Dicentrarchus labrax
(L., 1758), a sperm bank of 42 males from a Mediterranean population has been established. The sperm cha-
racteristics –concentration, motility and duration of fertility– were assessed, and they proved suitable for arti-
ficial fertilization. The genetic structure of the original seabass broodstock from the wild was assessed by means
of a set of 10 microsatellites. These genotype markers make it possible to obtain genetic fingerprinting from each
individual for identification purposes. The population structure and genetic variability parameters found
agree with those of natural populations from the same species, confirming its wild origin and enhancing its
value as a genetic resource for the species in terms of genetic variability.

Keywords: Fish aquaculture, conservation, genetic resources, Dicentrarchus labrax, cryopreservation,
sperm bank.



INTRODUCCIÓN

Aunque es difícil hacer una estimación real de
la abundancia de las poblaciones de lubina
Dicentrarchus labrax (L., 1758) en el medio natu-
ral, es notoria la escasez de capturas en la zona
mediterránea, oscilando en torno a 1 000 t anua-
les (http://fao.org/figis/). El estado de las pesque-
rías y el incremento del cultivo de lubina, con las
inevitables fugas de individuos cultivados al
medio natural, hacen peligrar la conservación
de los genotipos silvestres de esta especie. Esta
situación hace necesaria la puesta en marcha de
actuaciones encaminadas a conservar el germo-
plasma de una población aparentemente ame-
nazada de extinción. La creación y caracteriza-
ción de un banco de esperma permitiría dispo-
ner de un instrumento útil para futuros progra-
mas de conservación de la diversidad en pobla-
ciones naturales y de corrección de deficiencias
en poblaciones cultivadas.

MATERIAL Y MÉTODOS

El stock de partida estaba formado por 60
ejemplares sexualmente maduros de lubina (42
machos y 18 hembras) capturados en la costa
mediterránea de Murcia (sureste de España)
mediante el arte de pesca denominado moruna
durante dos periodos: de enero a marzo de 2000
y de noviembre a marzo de 2001. Los peces se
marcaron con microchips y actualmente se man-
tienen en un tanque de 45 m3 en condiciones
naturales de temperatura y fotoperiodo, con una
alimentación a base de pienso para reproducto-
res y pescado fresco.

Criopreservación

Durante la segunda quincena de febrero de
2005, una vez completada la espermatogénesis,
los machos de lubina fueron anestesiados con
aceite de clavo (40 ppm). Después de eliminar la
orina, se extrajo el esperma por presión abdo-
minal empleando una jeringa estéril de 5 ml sin
aguja, y se mantuvo sobre hielo picado hasta su
uso. La concentración de espermatozoides se
determinó mediante recuento en cámara Neu-

bauer tras diluir la muestra de esperma en una
solución de formólico al 1 % (1:400). La motili-
dad se valoró mediante observación microscópi-
ca (×400) de una muestra de esperma, previa-
mente diluida en la solución inmovilizante Rin-
ger 200 mOsm (Chereguini et al., 1997) a 1:5, y
posteriormente activada con agua de mar
(1:20); se asignaron valores de 0 a 5 según la
escala de Sánchez-Rodríguez (1975). Además, se
determinó la duración de la activación del esper-
ma. La criopreservación del esperma se realizó
sobre vapores en nitrógeno líquido en pajuelas
de 0,5 ml y criotubos de 2 ml, según el protoco-
lo de Chereguini et al. (2003), utilizando como
diluyente el medio Mounib (Mounib, 1978); la
dilución esperma-diluyente fue 1:1.

Genética

La caracterización de la estructura genética
del stock natural se llevó a cabo mediante el
genotipado de muestras de sangre de todos los
individuos usando un conjunto de 10 loci micro-
satélite: Dla11 (AY221749), Dla12 (AY125920),
Dla6 (Y13158), Dla16 (AY262073), Dla9 (AY221747),
Dla4 (AY221742), Dla119 (AY302259), Dla20
(AY262077), Dla116 (AY302256) y Dla8 (AY221746).
Los productos de amplificación de estos loci se
analizaron en un secuenciador automático ABI
310 (Applied Biosystems).

Para caracterizar la población se emplearon
las siguientes variables genéticas: número de ale-
los por locus (K), heterocigosidad observada y
esperada (Ho y He respectivamente), contenido
de información polimórfico (PIC) y las probabi-
lidades de exclusión 1 y 2 (EXC 1 y EXC 2) (la
exclusión 1 es la probabilidad de asignación
correcta de un individuo a su pareja parental
cuando no se conoce ninguno de los parentales,
y la 2 es esa misma probabilidad cuando se cono-
ce uno de los padres) y utilizando el software
Cervus v. 2.0 (Marshall et al., 1998). Además, se
estudió si este grupo cumplía las condiciones de
equilibrio de Hardy-Weinberg (valores p), así
como el posible déficit o exceso de heterocigo-
tos (Fis) utilizando el software Genepop v. 3.3
(Raymond y Rousset, 1995).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Criopreservación

Durante la época de obtención de muestras
todos los machos estaban fluyentes. El volumen de
esperma de cada macho presentó una gran varia-
bilidad (3-10 ml) (5,5 ± 2,3 ml, media ± d.e.). La
tabla I muestra los resultados de motilidad y con-
centración del esperma por individuos. Los altos
valores de motilidad del esperma, superiores a 3
en la mayoría de los individuos, permitieron com-
pletar el proceso de criopreservación con la totali-
dad de los peces. La concentración media del
esperma fue 21,83 ± 5,67 × 109 spz ml–1 y la dura-
ción de la motilidad tras la activación fue 40-50 s.
En la figura 1 se muestra la evolución de la motili-
dad del esperma a corto plazo conservado en Rin-
ger a 4 oC. Los resultados indican que es posible
mantener el esperma durante 48 h en estas con-
diciones, hasta su utilización.

Caracterización genética

Los resultados de la caracterización genética
de la población muestran unos niveles de varia-

bilidad genética representados por: un número
medio de alelos por locus de 16,8, una heteroci-
gosidad media observada y esperada de 0,798 y
0,842 respectivamente y un contenido medio de
información polimórfico de 0,816. El valor de
exclusión total 1 y 2 es de 0,99981 y 0,999998 res-
pectivamente. Por otro lado, la población se ajus-
ta al equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,001),
mostrando un ligero déficit de heterocigotos
para algunos de los loci.

Los registros de las variables genéticas se
muestran en la tabla II.

Si bien estos resultados parecen indicar que
los individuos tomados del medio natural
corresponden a una población salvaje, las des-
viaciones en la proporción de heterocigotos en
algunos de los loci podría deberse a un posible
efecto Walhund o a la influencia de la acuicultu-
ra sobre las poblaciones naturales, como se des-
cribe en trabajos anteriores (Abdel et al., 2004).

De forma adicional, la disponibilidad del mar-
caje individual mediante el genotipado de 10
loci, va a permitir su identificación genética con
alta probabilidad. Esta identificación se va a
poder utilizar en distintas aplicaciones de segui-
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Tabla I. Motilidad y densidad (n.o de espermatozoides × 109)/ml del esperma criopreservado, por individuos, del 
stock de lubina mediterránea.



miento del esperma o de trazabilidad de la des-
cendencia que se genere con el banco de esper-
ma desarrollado.
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Tabla II. Registros de las variables genéticas poblacionales del stock de lubina mediterránea. (K): número de alelos
por locus; (Ho): heterocigosidad observada; (He): heterocigosidad esperada; (HW(p-val)): valores para las condicio-
nes de equilibrio de Hardy-Weinberg; (Fis): indicador de déficit o exceso de heterocigotos; (PIC): contenido de infor-
mación polimórfico; (EXC 1): probabilidad de exclusión 1; (EXC 2): probabilidad de exclusión 2. (*): existen

diferencias significativas (p < 0,05) entre la heterocigosidad observada y la esperada para cada uno de los loci.

Figura 1. Conservación a corto
plazo de  esperma de lubina en

Ringer 200 mOsm.
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