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Tl’tulo: Procedimiento para la criopreservacion de embriones de erizo de mar y bioensayo asociado

@Resumen:

Procedimiento para la criopreservacion de embriones
de erizo de mar y bioensayo asociado. El
procedimiento se basa en el uso de un protocolo de
criopreservacion para blastulas de 8 horas de erizo de
mar para poder almacenar en nitrégeno liquido
embriones para su uso fuera de la temporada de
reproduccidon natural de esta especie. Se ha
desarrollado ademas, un bioensayo ecotoxicolégico
con embriones de erizo de mar criopreservados para
la evaluacién de la contaminacion marina. El
procedimiento objeto de esta patente permite el uso
durante todo el afio de embriones de erizo de mar
tanto en bioensayos ecotoxicolégicos como con
aplicaciones en la industria de la acuicultura.



10

15

20

25

30

ES 2 556 144 Al

DESCRIPCION
PROCEDIMIENTO PARA LA CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES DE

ERIZO DE MAR Y BIOENSAYO ASOCIADO
Sector de la técnica

El objeto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de criopreservacion de
embriones de erizo de mar (Paracentrotus lividus) y su aplicacion en un bioensayo. El
procedimiento se basa en el uso de un protocolo de criopreservacion especificamente
disefiado para erizo de mar y este tipo celular (blastula de 8 horas) para poder almacenar
en nitrogeno liquido embriones para su uso fue de la temporada de reproduccién natural
de esta especie. Protocolo de criopreservacion de embriones de erizo de mar con
aplicaciones en investigacion, acuicultura y ecotoxicologia. Desarrollo de un bioensayo
con blastulas criopreservadas de erizo de mar para la evaluacion de la contaminacion

marina.
Estado de la técnica

Una gran variedad de organismos han sido criopreservados para su uso en biologia
experimental, medicina, acuicultura e investigacion. En particular, la criopreservacion
de esperma y larvas de organismos marinos ha resultado de gran utilidad para el
desarrollo de la acuicultura en los ltimos afios. Sin embargo, la mayor parte de estos
estudios se han realizado con peces, y en menor medida con bivalvos como la ostra y el
mejillon (Sansone et al. 2002, Zhang et al. 2005, Adams et al. 2004, Di Mateo et al.
2009, Adams et al. 2011), mientras que sélo se ha publicado informacién fragmentaria
sobre erizos de mar endémicos de la zona del Pacifico (Asahina y Takahashi 1979 ;
Gaknova et al. 1988 y Naidenko et al. 1991,1998; Barros et al. 1997 y Adams et al.
2006). Por otra parte, la aplicacion de estas técnicas se ha basado fundamentalmente en
la criopreservacion de esperma, y en menor grado de larvas, ya sea por la mayor
sencillez del procedimiento, o por la mayor resistencia de dichos estados de desarrollo.
Mientras que, debido a la dificultad del proceso de criopreservacion de estadios
tempranos de desarrollo por su gran sensibilidad, la bibliografia publicada sobre el éxito
de criopreservacion de embriones tempranos de erizo de mar (desde ovocitos recién
fertilizados a gastrulas) es minima (Naidenko et al. 1991, Paredes y Bellas 2009, Bellas

y Paredes 2011), y es precisamente la sensibilidad de estos estadios tempranos lo que
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los convierte en los estados de desarrollo mas sensibles a la contaminacion y por tanto

de interés en estudios ambientales.

En acuicultura la criopreservacion de embriones tempranos (de estructura mas simple)
supondria una alternativa a la criopreservacion de estadios larvarios mas complejos que
suelen presentar dafios/anormalidades en sus estructuras tras el proceso de
criopreservacion. El desarrollo de estos protocolos de criopreservacion es especifico
para las diferentes clases de organismos (radicalmente diferente para mamiferos, peces
o invertebrados) y dentro de un mismo tipo de organismo es especifico para cada

especie y cada tipo de estado de desarrollo.

No existen trabajos que hayan abordado la criopreservacion de gametos, embriones o
larvas del erizo Paracentrotus lividus, mas alla de aquellos publicados por nuestro
grupo (Paredes y Bellas, 2009, Bellas y Paredes, 2011). Dichos estudios han abordado
de forma preliminar alguna de las tareas iniciales en los estudios de criopreservacion,
como el establecimiento de concentraciones adecuadas de agentes crioprotectores y de
sus combinaciones para diferentes estados embrionarios tempranos (Paredes y Bellas,
2009), y el estudio de factores que afectan al proceso de criopreservacion, como las
tasas de congelacion, el proceso de ‘seeding’, o la inmersion en nitrogeno liquido
(Bellas y Paredes, 2011). Sin embargo, nunca ha sido publicado el proceso completo de

criopreservacion para el que se quiere obtener esta patente.

El erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816), es un erizo regular de gran
tamafio (hasta 7 cm de didmetro), que presenta una distribucion amplia a lo largo del
Mar Mediterraneo, las costas atlanticas europeas, noroeste de Rusia, Islandia,
Marruecos y las Islas canarias (Hayward y Ryland, 1990; Boudouresque y Verlaque,
2007). Se trata de un erizo comestible de gran relevancia econémica, pues es explotado
en algunos paises (p.ej. Espafia, Francia, Italia, Irlanda, Portugal, Croacia) por sus
génadas comestibles, que son muy apreciadas en gastronomia (Boudouresque y
Verlaque, 2007). Ademas, suele desempefiar un importante papel ecoldgico en el
funcionamiento, en la dinamica y en la estructura de los asentamientos bentdénicos

(Hayward y Ryland, 1990; Boudouresque y Verlaque, 2007).

Los bioensayos embrio-larvarios con invertebrados marinos han sido utilizados de

rutina para la evaluacién y seguimiento de la contaminacién marina en todo el mundo
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durante las ultimas décadas (e.g. His et al. 1999, Kobayashi 1995, Beiras et al. 2003,
Bellas 2008a, Duran and Beiras 2010), consisten en la exposicion de un grupo
representativo de organismo a un rango de concentraciones de un compuesto quimico y
registrar/cuantificar los efectos a lo largo de cierto periodo de tiempo. (Hoffman et al.
1995, Wright and Welbourn 2002). La aplicacion de estas técnicas bioldgicas con éxito
a nivel mundial ha permitido reconocer no solo sus beneficios si no también problemas
asociados que estan limitando la utilizacién de estas técnicas: la estacionalidad de la
reproduccion de las especies test produce una corta disponibilidad temporal de material
biolégico de calidad para los bioensayos (His e al. 1999). El disefio de un bioensayo
con embriones criopreservados, que pueden mantenerse almacenados en criobancos a lo
largo del afio, asegura la accesibilidad a material bioldgico de calidad de forma

continua.

No tenemos conocimiento sobre ninguna patente sobre la criopreservacion del erizo de
mar P. lividus, ni de ninguna otra especie de erizo, ni tampoco de la aplicacion de

embriones criopreservados de esta especie a técnicas ecotoxicoldgicas o en acuicultura.

Descripcion de la invencion

El procedimiento de la presente invencion de criopreservacion de embriones tempranos
(de estructura mas simple) supone una alternativa a la criopreservacion de estadios
larvarios mas complejos que suelen presentar dafios/anormalidades en sus estructuras
tras el proceso de criopreservacion. El uso de embriones tempranos criopreservados es
una opcion vdlida a la criopreservacion de los gametos por separado, ya que aunque la
criopreservacion de esperma se ha logrado satisfactoriamente, la criopreservacion de
ovocitos ain permanece sin desarrollar. La posibilidad de la conservacion de material
bioldgico de calidad fuera de la temporada de reproduccion natural de una especie abre
tanto la posibilidad de ampliar su uso a lo largo de todo el afio como la posibilidad de su
uso en lugares que anteriormente no tenian acceso a este material biologico por
encontrarse lejos de la costa o por no tener las instalaciones necesarias para el

mantenimiento de los organismos adultos.
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El proceso cuya patente se aborda aqui esta desarrollado en su totalidad, desde la
obtencion de las blastulas de erizo de mar, la composicion y concentracion de
crioprotector, la metodologia de adicion del crioprotector, el proceso de
criopreservacion, temperatura de “seeding”, hasta el proceso de descongelacion y
estudio de viabilidad. A pesar de que el desarrollo de un protocolo de criopreservacion
es especifico de una especie y de un tipo celular concreto, hay estudios (Paredes et al.
2013) que sugieren que podria darse la posibilidad que este protocolo disefiado para
blastulas de P. lividus pudiese utilizarse para tipos celulares similares (blastulas y
gastrulas) de otros erizos de mar (eg. Strongylocentrotus spp., Tetrapigus spp.,
Evechinus spp. Hemicentrotus spp.). Se trata de un procedimiento novedoso en esta
especie, con una amplia aplicacién en investigacion (reproduccion, ecotoxicologia,
criopreservacion, acuicultura) como industrial por su sinergia con otras tecnologias y

aplicaciones en acuicultura y monitoring medioambiental.

El procedimiento de un bioensayo con embriones criopreservados de erizo de mar
mediante el protocolo de criopreservacion previamente descrito, que se aborda aqui es
un alternativa al bioensayo embrio-larvario de erizo de mar estandar que ya es
ampliamente utilizado para la evaluacidon y seguimiento de la contaminacion marina,
pero que esta sujeto a restricciones temporales debido a la estacionalidad de la

reproduccién de los organismos.

El bioensayo consiste en descongelar blastulas criopreservadas de erizo y una vez que
se han eliminado los crioprotectores repartirlas en viales con diferentes concentraciones
de un compuesto quimico. Tras un periodo de incubacion, el contenido de los viales se
fija con formol al 40% para medir la respuesta a las dosis de contaminante en las larvas
resultantes. Se calcula la Concentracion efectiva 50 (CEso) como la concentracion que
induce una respuesta del 50% en los organismos expuestos. El uso de blastulas
criopreservadas de erizo permite el acceso a material bioldgico sin restricciones
estacionales y es mas sensible que el bioensayo embrio-larvario estandar lo cual nos

permite detectar concentraciones mas bajas de contaminantes.
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Breve descripcion de las figuras

Para facilitar la comprensién de la invencién, se anexan las siguientes figuras
representativas:

Tabla 1. Descripcion de los volimenes de adicion y retirada de los agentes
crioprotectores en 15 y 12 pasos equimolares respectivamente (con cada paso de adicion
la concentracion de crioprotector en los viales se incrementa en 0.1M, mientras que con

cada paso de dilucion la concentracién de crioprotectores de la muestra se reduce en
0.125M).

Figura 1. Crecimiento de larvas pluteus de 4 brazos (96 horas de incubacion a 20°C sin

alimento) a partir de embriones criopreservados en diferentes meses del afio.

Figura 2. Porcentaje de asentamiento larvario de larvas incubadas durante 20 dias
procedentes de embriones criopreservados comparados con controles frescos para 2

parejas de erizos diferentes.

Figura 3. Inhibicion del crecimiento larvario como resultado del bioensayo de toxicidad
del Plomo con embriones criopreservados (linea negra) en comparacién con el
bioensayo embrio-larvario estandar (linea gris) para una misma pareja de erizo de mar,

n=35.
Descripcion detallada de la invencion

Como un ejemplo de realizacion preferida se describe el procedimiento de

criopreservacion de embriones de erizo de mar de Paracentrotus lividus:

1.- Se obtienen los gametos directamente de las gonadas de una pareja de erizos de mar

en época reproductiva con unas pipetas Se realiza una fertilizacion in vitro afiadiendo
unos microlitros de esperma movil a una solucién de ovocitos en una probeta Se agita
cuidadosamente unos segundos para favorecer la fertilizacion. Las blastulas se obtienen
por la incubacion de los ovocitos fertilizados durante 8 horas en oscuridad a la

temperatura de 20 °C.

2.- Elaboracion de los agentes crioprotectores: La solucién crioprotectora utilizada ha

sido especificamente disefiada mediante pruebas de toxicidad y eficiencia crioprotectora
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para este tipo celular y especie. La solucion crioprotectora consta de Dimetil sulfoxido
1.5M y Trealosa 0.04M de concentracion final en viales de congelacion preparados en
una a disolucion al doble de concentracion final deseada en agua de mar artificial

(ASW) a temperatura ambiente ( 19 £1 °C).

3.- Metodologia de adicidon de los agentes crioprotectores: Se extraen las blastulas de los

tanques utilizados para el cultivo usando filtracion en hiimedo con filtro con maya de 20
micrometros. Se transfiere 1 ml de suspension de blastulas (de densidad deseada) a los
viales de criopreservacion (volumen vial 2 mL). Se afiaden los agentes crioprotectores
en 15 pasos equimolares (cada adicion incrementa en 0.1M la concentracion en los
viales) de 1 minuto (volumenes detallados en tabla 1). Una vez finalizada la adicion de
los agentes crioprotectores los viales estan listos para iniciar la criopreservacion

(Volumen final son 2 mL, dilucién 1:1).

Tabla 1. Descripcion de los volumenes de adicion y retirada de los agentes
crioprotectores en 15 y 12 pasos equimolares respectivamente (con cada paso la
concentracion de crioprotector en los viales se incrementa en 0.1 M, mientras que con
cada paso de dilucidn la concentracion de crioprotectores en la muestra se reduce en

0.125 M).

Paso Adicidn de crioprotectores (uL Dilucidn de crioprotectores
de solucidn crioprotectora) (uL de ASW)
1 35 143
2 37 165
3 40 193
4 43 228
5 46 273
6 50 334
7 55 417
8 60 536
9 65 715
10 72 1000
11 79 1500
12 88 2500
13 98
14 111
15 125
Tiempo total 15 minutos 12 minutos
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4.- Protocolo de criopreservacién: Los viales se introducen en una criocdmara

programable estilo Cryologic Pty. Ltd. Australia y se sigue el protocolo de
criopreservacion. La rampa de congelacion se programa para comenzar con una pausa a
4 °C durante 2 min, enfriamiento a una tasa de 1 °C min! hasta -12 °C. En ese punto se
hace el “seeding” durante una pausa de 2 min seguida de una tasa de congelacion de 1
°C min™' hasta alcanzar los — 80 °C. Tras una pausa final de 2 minutos los viales se sacan

rapidamente de la criocamara y se introducen en nitrégeno liquido.

5.- El “seeding” consta de un golpecito seco con un objeto metalico y frio que se da a
los viales cuando alcanzan los -12 °C para favorecer la congelaciéon de la solucion
crioprotectora que contiene los embriones, en todos los viales en el misma temperatura.
Este paso tiene que hacerse con rapidez para evitar fluctuaciones en la temperatura de

los viales.

5.- El almacenamiento de los viales se hace en nitrogeno liquido a -196 °C.

6.- La descongelacion de los viales se hace por inmersion en un bafio de aguaa 17 £ 1

°C (1.5-2 minutos). Una vez descongelada la solucion se transfiere a unos viales de 20

mL donde se procede a la dilucion de los crioprotectores.

7.- Retirada de los agentes crioprotectores: la dilucién de los crioprotectores se realiza

con la adicion equimolar en 12 pasos de ASW (durante la dilucion cada paso reduce la
concentracion de crioprotectores en la muestra en 0.125 M) a temperatura ambiente 19
+ 1 °C (tabla 1). Una vez terminada la dilucion de los crioprotectores se filtran los
embriones descongelados con una malla de 20 pm con ASW limpia y se concentran en

una probeta con ASW para su uso.

Resultados del proceso de criopreservacion

Hemos desarrollado un protocolo completo de criopreservacion de embriones de erizo
de mar con una alta supervivencia que permite obtener un porcentaje alto de larvas
normales que aunque pasan por un periodo de latencia post descongelacion, por lo cual
su desarrollo se ve un poco ralentizado, que dan lugar a larvas Echinopluteus de vida

normal que pueden asentarse y producir juveniles.
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e Los embriones de erizo de mar criopreservados pasan por un proceso de latencia
post descongelacion en la que el crecimiento es menor del 20% en las primeras
48 horas, alcanzando el estado de larva pluteus de 4 brazos a las 96 horas. El
tamafio de la larva en ese momento serd normalmente del 50% comparado con
larvas de erizo no congeladas de 96 horas.

¢ El tamafio larvario es del 20% el tamafio de controles frescos a las 48 horas y
mayor del 50% a las 96 horas.

e FEl 70% de las larvas criopreservadas sobreviven a un cultivo larvario completo
de 20 dias de duracion en comparacion con controles.

e FEl asentamiento medio de las larvas para producir juveniles es del 25% en

comparacion con los controles.

Uso de blastulas de erizo criopreservadas como bioensayo.

Este bioensayo comprende las siguientes etapas:

1.- Una vez descongelados las blastulas de erizo de mar y eliminados los crioprotectores
presentes por dilucion en 12 pasos equimolares (con cada paso de dilucion la

concentracion de crioprotectores en la muestra se reduce en 0.125 M). (tabla 1).

2.- Los embriones se filtran y se transfieren a viales que contienen las soluciones
experimentales, en este ejemplo son de plomo, en una densidad de 80 embriones mL!'y

son incubados durante 96 horas hasta estado de larva pluteus de 4 brazos.

3.-Los viales se fijan con dos gotas de formol al 40% y se mide la longitud maxima de
35 larvas por vial como respuesta del bioensayo. En la figura 3, se muestran los
resultados del bioensayo con embriones criopreservados (linea negra) en comparacion
con ¢l bioensayo embrio-larvario estandar (linea gris) para erizo de mar (Saco-Alvarez

et al. 2010).
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Resultados del bioensayo

Los resultados indican que con el bioensayo de embriones criopreservados mediante el
protocolo descrito previamente, se obtienen unas CEsp menores que con el bioensayo
estandar (81 pg L, 425 pg L, respectivamente), este bioensayo mas sensible puede
ser de mucha utilidad para la deteccion de concentraciones mas bajas de contaminantes
en el medio ambiente (cuanto mas bajas depende del compuesto). Una vez conocida la
comparacion entre ambos bioensayos se podran utilizar embriones criopreservados para
la evaluacién de la contaminacion marina a lo largo de todo el afio con independencia
de la temporada de reproduccion de la especie, lo cual habia representado hasta ahora

un handicap para esta herramienta.

Este bioensayo con blastulas criopreservadas se ha probado utilizando, metales pesados,
compuestos organicos y con elutriados de sedimentos portuarios. Aunque el ejemplo es
con el plomo, este bioensayo es potencialmente utilizable con una amplisima gama de
compuestos quimicos al igual que el bioensayo embrio-larvario estandar de erizo de

mar.

10
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REIVINDICACIONES

1. Protocolo de criopreservacion para embriones de erizo de mar que

comprende las siguientes etapas:

a.

Obtencion de embriones y proceso de fertilizacion e incubacion para
la obtencion de blastulas.

Adicién de un agente crioprotector a través de 15 pasos equimolares,
de manera que cada adicion incrementa en 0,1 la concentracion en los
viales, en una solucion crioprotectora diluida en agua de mar
Criopreservacion utilizando rampas de congelacion incluyendo una
etapa de “seeding”.

Descongelacion y eliminacion de la solucion crioprotectora en 12

pasos equimolares en agua de mar.

2. Protocolo de criopreservacion para embriones de erizo de mar segun

reivindicacion 1, caracterizado por:

a.

Obtencion de blastulas seglin la etapa a) se realiza por incubacion de
ovocitos fertilizados durante 8 horas, en oscuridad, a 20°C.

La solucion crioprotectora utilizada en la etapa b) estd compuesta por
dimethilsulfoxido 1.5M vy trealosa 0.04M (final) en agua de mar,
preparada a doble concentracion de la final deseada.

La adicion equimolar de la solucion crioprotectora segun la etapa b)
se realiza utilizando una solucion a doble concentracion en pasos
equimolares de 1 minuto, de manera que cada adicion incrementa en
0,1 la concentracion en los viales (dilucion final 1:1) a la temperatura
19 £1 °C.

Aplicar rampa de congelacion incluido “seeding segun la etapa c)”
primera rampa se inicia con pausa a 4 °C durante 2 min, enfriamiento
a una tasa de 1 °C min™' hasta la temperatura de “seeding” de -12 °C
con pausa de 2 minutos. A continuacion se alcanza la temperatura
final de criopreservacion de -80°C enfriando a 1 °C min™'. Tras pausa
final de 2 minutos los viales se retiran de la criocdmara y se
introducen en nitrogeno liquido.

Descongelacion de los viales segtin la etapa d) por inmersion en bafio

de aguaa 17 + 1 °C (1.5-2 minutos).

11
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f. Retirada de los crioprotectores segun etapa d) por dilucion total con
agua de mar en pasos equimolares de 1 minuto.
Procedimiento segun reivindicaciones 1 y 2 para la criopreservacion de
embriones de erizo de mar, preferentemente Paracentrotus lividus.
Procedimiento segin reivindicaciones 1 y 2 aplicable para criopreservacion
de embriones de otras especies de erizo de mar como Strongylocentrotus
spp., Tetrapigus spp., Evechinus spp. Hemicentrotus spp..
Bioensayo ecotoxicoldgico para evaluacion de la contaminacién marina con
blastulas criopreservadas de erizo de mar siguiendo las reivindicaciones 1 y
2,que comprende las siguientes etapas:
a. Descongelacion de embriones criopreservados y eliminacion del
agente crioprotector en agua de mar en 12 pasos equimolares.
b. Incubacion de embriones hasta estado de larva pluteus de 4 brazos en
viales que contienen las soluciones experimentales de contaminantes
en una densidad de 80 embriones mL™! .
c. Maedir la respuesta a las dosis de contaminante mediante calculo de la
concentracion efectiva 50 (CEso) que induce una respuesta del 50%

en los organismos expuestos.

6. Bioensayo ecotoxicologico para evaluacion de la contaminaciéon marina con

blastulas criopreservadas de erizo que comprende las siguientes etapas
descrito segin reivindicacion 5, caracterizado por las siguientes etapas:
a. Descongelacion segun la etapa a) de los viales por inmersion en bafio
de agua a 17 + 1 °C durante un intervalo 1.5-2 minutos
b. Retirada del agente crioprotector segin etapa a) por dilucién con
agua de mar (concentracion) en pasos equimolares de 1 minuto.
c. Incubacion de embriones segliin etapa c) durante 96 horas a 20 °C en
oscuridad.
d. Bioensayo segun etapa c) fijando los viales con dos gotas de formol

al 40% y medir respuesta a la longitud maxima de 35 larvas por vial.

7. Uso de bioensayo segin reivindicaciones 5-6, para la evaluacion de

toxicidad de compuestos inorganicos, organicos y elutriados en matrices de
agua de mar.
Uso de un procedimiento segin las reivindicaciones 1 y 2 para la aplicacion

de embriones criopreservados en acuicultura.

12
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA NC de solicitud: 201400536

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

C12N5/07 (2010.01)
A01N1/02 (2006.01)
GO1N33/18 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
C12N, AO1N, GO1N

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, MEDLINE, BIOSIS, HCAPLUS
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400536

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 13.05.2015

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 2, 4-6, 8 Sl
Reivindicaciones 1, 3,7 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-8 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400536

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacion de esta opinion.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 BELLAS, J y PAREDES, E. 2011

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion, segun la primera reivindicacion, es un procedimiento de criopreservacion para embriones de
erizo de mar que comprende las etapas de:

Fertilizacion e incubacion hasta la obtencién de blastulas
Adicion de agentes crioprotectores en 15 pasos equimolares, con una solucion crioprotectora en agua de mar
Criopreservacion utilizando rampas de congelacion e incluyendo una etapa de seeding

a
b
c
d) Descongelacion y eliminacion de la solucion crioprotectora en 12 pasos equimolares.

~— — ~— —

Las reivindicaciones 2 a 4 aportan detalles del procedimiento como los agentes crioprotectores utilizados, los tiempos
de cada una de las etapas, etc.

También es objeto de la invencién el uso del procedimiento anterior para la aplicacion a embriones criopreservados
en acuicultura (reivindicacion 8), un bioensayo ecotoxicoldgico en el que se utilizan las blastulas criopreservadas por
el método anterior (reivindicaciones 5 y 6) y el uso del bioensayo para la evaluacién de la toxicidad de compuestos
(reivindicacion 7).

Novedad y actividad inventiva (art. 6.1y 8.1 de L.P.)

El documento D01 es un estudio para determinar las mejores condiciones de criopreservacion para embriones de
erizos de mar de la especie Paracentrotus lividus. El procedimiento mas adecuado incluye:

a) Obtencion de los gametos, fertilizacion e incubacion durante 7 horas para obtener las blastulas

b) Introduccion de las blastulas en viales de 2 ml con 1 ml de agua marina y adicién de dimetilsufoxido (1,5 M) y
trehalosa (0,04 M) como agentes crioprotectores. Los crioprotectores se afiaden en 15 pasos equimolares.

¢) Mantenimiento a 4°C durante 2 minutos y congelacién a una razén de -1°C/min hasta -12°C.

d) Inclusién de una etapa de seeding (2 minutos)

e) Congelacion hasta -80°C a una velocidad de entre -1°C/min.

f) Introduccion de las bastulas en nitrogeno liquido.

La descongelacion de las blastulas se realiza en bafio de agua a 16°C y eliminando la solucién crioprotectora en 12
pasos equimolares con agua de mar.

Las blastulas asi tratadas se utilizan en bioensayos de contaminacion, en los que se mide la longitud alcanzadas por
las larvas pluteus de 4 brazos obtenidas a partir de las blastulas en 96 horas. Para ello se fijan las larvas con un 40%
de formol y se mide la longitud de 35 de ellas.

El procedimiento descrito en D01 es igual al que se define en las reivindicaciones 1, 3 y 7, por lo que estas
reivindicaciones no son nuevas respecto al documento.

Las reivindicaciones dependientes 2, 4-6, y 8 son nuevas pero no cumplen el requisito de actividad inventiva.

La reivindicacién 2, que se refiere al procedimiento de criopreservacion de las blastulas, incluye pequefias diferencias
en cuanto a tiempos y temperaturas respecto al procedimiento descrito en D01. Sin embargo, dichas diferencias no
aportan ningun efecto técnico a la invencién, tratandose de meros ajustes del procedimiento descrito en D01, que un
experto en la materia llevaria a cabo sin ejercer actividad inventiva.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400536

Las reivindicaciones 4 y 8, se refieren a posibilidades de llevar a cabo el procedimiento de criopreservacion en otras
especies de erizos y de utilizar los erizos criopreservados en acuicultura. En ausencia de ejemplos en la descripcién
relativos a estos procedimientos o usos, se considera que suponen una mera generalizacién dentro de las posibles
aplicaciones y usos del procedimiento y carentes, por tanto, de actividad inventiva.

En cuanto a las reivindicaciones 5 y 6 relativas al bioensayo para evaluar contaminacion marina utilizando las blastulas
criopreservadas, se considera que tampoco tienen actividad inventiva respecto a DO1.

El procedimiento para llevar a cabo el bioensayo ya estaba divulgado en esencia en D01 donde se aconsejaba extenderlo a
96 horas en lugar de 48 cuando se utilizan blastulas criopresenvadas y utilizar la longitud de las 35 primera larvas como
parametro indicador de la respuesta al contaminante. Aunque en D01 no se mencionan algunos detalles como la densidad
de embriones utilizada en el bioensayo y el célculo de la concentracion efectiva ECso, se considera que dichos detalles serian
evidentes para un experto en la materia, que conociendo las ensefianzas de D01 tuviese que poner a punto el bioensayo
divulgado en ese documento.

Por tanto, en resumen, ninguna de las reivindicaciones 2, 4-6, y 8 cumplen el requisito de actividad inventiva a la vista de
DO1.
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