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CRIOGENIZACIÓN

 Nace en los años 70
 Desde 1990

• Multitud de protocolos de criogenización:

 Actualmente
• Protocolos exitosos:

• Equinodermos  Embriones y larvas
• Paredes y Bellas, 2009 Embriones de P. lividus
• NO existe ninguno para larvas pluetus

• Diversas especies marinas
• Tipos celulares

 Protocolo exitoso:
• Importantes avances en su cultivo
• Aplicaciones en bioensayos
• Repoblación de poblaciones sobreexplotadas
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• Me2SO 1,5 M + Trehalose 0,04 M

• 15 pasos de 0,1 M/min

CRIOGENIZACIÓN INICIAL

Crioprotectores

PROTOCOLO(Paredes y Bellas, 2009)

“seeding”

• Velocidad de congelación:

 1 ºC/min hasta -80 ºC

• Descongelación a 18 ºC – 3 min aprox

C 20 ºC - 35‰
DMSO 1,5 M+

TRE 0,04 M
20 ºC - 35‰
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HIPÓTESIS

¿Es posible modular factores de estrés como la salinidad y la

temperatura, para conseguir un protocolo exitoso de criogenización para 

larvas pluteus de P. lividus? 
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BIENSAYOS

Salinidad

3,5 ‰ 39 ‰

20 salinidades

Temperatura

15 ºC 30 ºC

7 Temperaturas Longitud  (µm)

% Normalidad30,5-39 ‰ 18-20 ºC

48 h
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Salinidad

Temperatura

TRATAMIENTOS PRE-CONGELACIÓN

T1 T2 T3 T4 T5 T6

CONTROL

48 h
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TEST DE TOXICIDAD

NOEC = 1M

NOEC = 2 M

• Metanol (METH)

• Etilenglicol (EG)

• Propilenglicol (PG)

• Dimetilsulfóxido (Me2SO) 

• Glicerol (GLY)

Crioprotectores

0,5 M 3,0 M

LOEC = 1,5M

LOEC = 2,5 M

*LOEC: lowest observed effect concentration
*NOEC: No observed effect concentration
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“seeding”

PROTOCOLO (Heres et al., 2021)

• Me2SO 2,5 M + Trehalose 0,04 M

• METH 1,5 M + Trehalose 0,04 M

• 15 pasos de 0,1 M/min

Crioprotectores

• Velocidad de congelación:

 1 ºC/min hasta -35 ºC

• Descongelación a 35 ºC – 6 s aprox

CRIOPRESERVATION PRE-TREATMENTS 
PRIOR-FREEZING
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DMSO+TRE 20 ºC 35‰ DMSO+TRE 18 ºC 35‰ DMSO+TRE 20 ºC 29,5‰ DMSO+TRE 18 ºC 29,5‰ DMSO+TRE 20 ºC 39‰

Control 20 ºC 35‰ Control 18 ºC 35‰ Control 20 ºC 29,5‰ Control 18 ºC 29,5‰ Control 20 ºC 39‰
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YODURO DE PROPIDIO Y HOECHST

• Células muertas

• ADN células vivas

DMSO+TRE 
20 ºC 35‰

DMSO+TRE 
18 ºC 35‰

DMSO+TRE 
20 ºC 29,5‰

DMSO+TRE 
18 ºC 29,5‰

DMSO+TRE 
20 ºC 39‰
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CONCLUSIÓN

• Salinidad 30,5-39 ‰
• Temperatura 18-20 ºC
• NOEC y  LOEC para DMSO, METH, EG, PG, y GLY

Tratamientos pre-congelación+DMSO a 2,5 M y TRE 0,04 M

1ª CRIOGENIZACIÓN 
pluteus P.lividus

Salinidad y temperatura EFECTO CRIOGENIZACIÓN 35-39 ‰-20 ºC
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GRACIAS

A lba  Lago  
a lba . l a g o@ uv ig o .es

@oc imer p lus
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