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RESUMEN

La viabilidad del cultivo industrial de Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar y Laminaria sac-
charina (L.) Lamouroux segun el sistema de cultivo occidental requiere que en una fase previa
de laboratorio se obtengan colectores con hilo de siembra rico en embriones que se desarrolla-
ran en la fase de cultivo en el mar. En el presente trabajo se atiende a la influencia que tienen en
la densidad final de plantulas la naturaleza del hilo de siembra y el nimero de tratamientos pre-
vios a los que es sometido. Los resultados muestran claramente que el hilo trenzado tiene mejo-
res cualidades para ambas especies, en particular para L. saccharina, y que para conseguir una
densidad adecuada de embriones es suficiente someterlo a un tnico tratamiento de incremento
de su microestructura.

Palabras clave: Algas marinas alimentarias, wakame, kombu de azicar, cultivo en laboratorio,
peninsula Ibérica.

ABSTRACT

Impact of collector string characteristics on experimental culture of Undaria pinnatifida (Harvey)
Suringar and Laminaria saccharina (L.) Lamouroux (Laminariales, Phaeophyta)

The viability of industrial culture of Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar and Laminaria saccha-
rina (L.) Lamouroux using Western techniques requires an indoor phase to obtain collector strings on which
many sporophytes are attached, which can then develop during the mariculture phase.

The present paper studies the impact on final sporophtye richness of the characteristics of the string, and
its number of previous treatments. Plaited string was clearly superior for both species, and a single previous
treatment was enough to guarantee a suitable density of sporophytes for seeding.

Keywords: Edible seaweed, wakame, sugar kombu, indoor culture, Iberian Peninsula.
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INTRODUCCION

Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar (Lamina-
riales, Phaeophyta) es una especie originaria de
Japon, Corea y China (Akiyama y Kurogi, 1982)
que durante los ultimos anos ha ampliado enorme-
mente su area de distribucién a otros paises y con-
tinentes. En las costas espanolas, esta especie se in-
trodujo en la ria de Arousa (Galicia, noroeste de
Espana) en 1990 (Cremades Ugarte, 1995), exten-
diéndose posteriormente a otras localidades, tanto
gallegas como asturianas (Salinas, Llera y Fuertes,
1996; Pérez Ruzafa, Menéndez y Salinas, 2002). El
wakame, nombre con el que se conoce a esta espe-
cie, es utilizado en la alimentacién humana por sus
excelentes cualidades nutricionales (alto conteni-
do en proteinas, fibra, aminoacidos esenciales, vi-
taminas, etc.) y por el desarrollo de las técnicas de
su cultivo y procesado industrial (Indergaard y
Jensen, 1991; Yamanaka y Akiyama, 1993). Estos
cultivos tuvieron su inicio a mediados del siglo pa-
sado en el sudoeste asiatico (Akiyama y Kurogi,
1982) y, mucho mas recientemente, en Europa
(Perez, Kaas y Barbaroux, 1984; Moigne, 1990;
Pérez-Cirera et al., 1997; Cremades et al., 1997;
Peteiro Garcia, 2001) y América (Yamanaka vy
Akiyama, 1993); hoy, esta especie de macroalga ali-
mentaria marina se ha situado la tercera en el mun-
do por importancia econémica, al generar su co-
mercializacion unos 600 millones de délares al ano
(Jensen, 1993).

Laminaria saccharina (L.) Lamouroux (kombu
de azicar), autoctona en las costas de la peninsula
Ibérica y frecuente solo en el noroeste (Izquierdo,
Navarro y Gallardo, 1993), tiene, como U. pinnati-
fida, prometedoras aplicaciones en la alimentacién
humana por sus cualidades organolépticas y nutri-
cionales. Esta proxima, taxonémica y morfologica-
mente, a Laminaria japonica Areschoug (kombu),
una de las tres principales especies de algas ali-
mentarias del mundo, que cuenta con una gran
tradicion culinaria en los paises asiaticos.

El primer experimento de cultivo de L. sacchari-
na, orientado a obtener exclusivamente una gran
produccion de biomasa con fines industriales, fue
el efectuado en las costas atlanticas de Estados
Unidos, dentro del New York Marine Biomass
Program (Brinkhuis et al., 1984).

La incipiente pero prometedora industria espa-
nola basada en la explotacion, procesado y comer-
cializacién de estas especies necesita el desarrollo
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de sus técnicas de cultivo, ya que la explotacion de
los bancos naturales no debe ser el fundamento de
una iniciativa industrial, por cuestiones tan obvias
como la localizacion de los mismos, las variaciones
cualitativas, cuantitativas y temporales de sus cifras
de produccién o las posibles consecuencias negati-
vas ocasionadas sobre el medio si es incontrolada.
Por ello, las lineas de investigaciéon que se imponen
actualmente son, en primer lugar, las de optimiza-
cion y mejora de estos cultivos, con la rentabilidad
de los mismos como objetivo prioritario para que el
sector industrial esté interesado en su explotacion.

La viabilidad del cultivo de las algas pertene-
cientes al orden Laminariales (Phaeophyta), como
U. pinnatifida 'y L. saccharina, requiere reproducir
todos los estadios de su ciclo vital digenético, di-
plobiéntico y con una acentuada alternacia hetero-
morfica de generaciones (Fritsch, 1945), lo que
obliga a dividir el cultivo en dos fases bien diferen-
ciadas. La primera fase, de cultivo en laboratorio,
se dedica a la obtencién de gametofitos microsco-
picos que, sembrados en colectores y con técnicas
de simulacion ambiental, daran finalmente origen
al hilo de siembra cargado de jovenes esporofitos.
En la segunda fase, de cultivo en el mar, este hilo
sembrado es implantado sobre cabos portadores
en la época adecuada con el objetivo del total de-
sarrollo de los esporofitos en campos de cultivo; es
la fase dominante del ciclo vital de estas algas y tam-
bién la que tiene aplicaciones industriales.

En el presente trabajo se atiende a una de las
partes de este proceso, en particular la influencia
en la densidad de plantulas de la naturaleza y la mi-
croestructura del hilo de siembra. Esta variable es
extraordinariamente importante, al determinar la
densidad idénea de plantulas en el cultivo, lo que
repercutird notablemente en los resultados de pro-
duccion del cultivo. La adecuada eleccion del tipo
de hilo de siembra y la aplicacion de los tratamien-
tos a los que debe ser sometido conduciran a la
densidad conveniente de plantulas fijadas sobre el
hilo de semilla, con el minimo gasto de cultivo de
gametofitos en suspension, una de las fases del cul-
tivo que requiere mas tecnologia, medios y perso-
nal cualificado.

MATERIAL Y METODOS

Para la produccion de gametofitos en laborato-
rio y la obtencién de jévenes esporofitos se ha se-
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guido, en lineas generales, el método europeo en
Jree-living (cultivo de gametofitos en suspension)
desarrollado por Perez et al. (1992). Los pasos se-
guidos en este método son: tratamiento de esporo-
fitos maduros y obtencion de zoosporas, germina-
cion de las zoosporas, inicio y mantenimiento del
cultivo en suspension de gametofitos, induccién a
la gametogénesis, siembra de los gametofitos sobre
los colectores, fecundacion y primeros estadios de
desarrollo de los nuevos esporofitos. El estudio se
realiz6 en las instalaciones de la Planta de Cultivos
de El Bocal (Santander, norte de Espana) centro
del Instituto Espanol de Oceanografia (IEO) dise-
nado para la investigacion de cultivos de macroal-
gas a escala semiindustrial.

Para valorar la influencia de la microestructura
del hilo de siembra en la fijacion de gametofitos de
U. pinnatifiday L. saccharina se utilizaron dos tipos
de hilo de poliamida de 2 mm de didmetro analo-
gos a los utilizados por Perez et al. (1992): hilo tor-
sionado con una secciéon formada por tres circulos
de hebras de monofilamentos de 25 pm, e hilo
trenzado de seccion formada por cuatro hebras,
con el mismo tipo de monofilamentos (figura 1).
La eleccion de estos dos tipos de hilo obedece
a que son los principales comercialmente dispo-
nibles.

Ambos tipos de hilo fueron tratados previamen-
te mediante dos hervidos de una hora de duracion,
lavados sucesivos con agua corriente y un lavado fi-
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nal con agua destilada para eliminar los aditivos
que contengan, principalmente ceras y siliconas
impermeabilizantes, y que puedan dificultar la ab-
sorcion de agua. Una vez secados, se les confiri6
una microestructura mediante 0 (control), 2, 4y 6
lijados bidireccionales con piedra amoladora aca-
nalada modelo Quassar de corindén tipo P60y gra-
no 000 100. Por udltimo, los lotes de cada tipo de hi-
lo fueron quemados con aire a 110 °C con el fin de
retraer los monofilamentos rotos por el lijado, do-
tando a los hilos de microestructuras finales dife-
rentes, proporcionales a la intensidad del lijado (fi-
gura 2).

Para realizar la siembra y el posterior cultivo de
embriones, se utilizaron cinco porciones de 36 cm
de cada tipo de hilo, montadas con gomas elasticas
sobre colectores de 12 cm X 12 cm X 47 cm de ace-
ro inoxidable, tipo IEO-2. El germoplasma utiliza-
do para las siembras procede de las colecciones del
IEO, cédigo GAL 15, con una densidad de 6,088
105 células gametofiticas maduras (CGM) por ml
para U. pinnatifida, y c6digo LAMI N, con 6,092 106
CGM/ml para L. saccharina. Se realizé una siembra
a saturacion, proyectando 125 ml de cultivo de ca-
da germoplasma mediante pulverizacién sobre los
colectores con los hilos de semilla, dejandolos es-
currir a continuacion durante 3 horas, en oscuri-
dadya 14 °C.

Las fases consecutivas de gametogénesis, fecun-
dacion y embriogénesis se realizaron en camara os-

Figura 1. Representacion esquemadtica de
los hilos torsionado (A) y trenzado (B) con
las zonas de agregacion preferencial de em-
briones sobre las microestructuras obteni-
das de la retraccion de los monofilamentos
como consecuencia del quemado.

Zonas de acumulacién de
monofilamentos quemados,
gametofitos y embriones
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Figura 2. Aspecto de los dos tipos de hilo de
poliamida de 2 mm de didmetro utilizados
en el experimento después de 0, 2, 4y 6 li-
jados bidireccionales y el quemado final.
(A): hilo torsionado; (B): hilo trenzado.

cura, en tanques de 13751 de capacidad con forma
de prisma rectangular, aislados térmicamente, con
iluminacion lateral y superior y control de fotope-
riodo, sistema de regulacion de temperatura por
intercambiador continuo, con 0,1 °C de precision,
y sistema hidrodinamico por inyeccion de aire es-
téril con control de flujo. La fase critica de la in-
troduccion de los colectores en estos tanques se re-
aliz6 en todos los casos a una velocidad controlada
de 1 cm/s para minimizar el desprendimiento de
gametofitos.

Para el cultivo se utiliz6 agua de mar filtrada a
0,4 pm enriquecida con 17,5 ppm de N-NOg, 0,6
ppm de P-PO, y 0,2 ppm de Fe quelado. La ilumi-
nacion se realizé con lamparas fluorescentes tipo
Coral Star (Aquastar), con luz diay luz negra segiin
las distintas fases del cultivo. La intensidad fue con-
trolada con un quantémetro modelo LI-250 de la
marca Licor con sensor esférico sumergible de me-
dicion de luz PAR global. Las condiciones fisicas se
ajustaron al cronograma de produccion de plantu-
las del IEO.

A'los 21 dias de cultivo, es decir, cuando los ga-
metofitos fijados han desarrollado ya embriones de
unas 100-300 células de tamano, se procedi6 a la
toma de muestras para los recuentos. Para realizar
este muestreo se cortaron para cada especie, alea-
toriamente, 6 porciones de 10 mm de cada tipo de
hilo, utilizando un microscopio esteoroscopico pa-
ra tal fin. Para los recuentos, los embriones fueron
desprendidos mediante aplicaciéon de ultrasonidos

68

y posteriores lavados sucesivos hasta su extraccion
total; a continuacion, la suspension de embriones
obtenida se concentré6 por centrifugacion, se resus-
pendi6 en un volumen de 6 ml de agua de mar es-
téril y se distribuy6 en placas multipocillo en lotes
de 0,25 ml.

En el tratamiento estadistico de los datos se em-
plearon distintos anova previa comprobacién de la
homogeneidad de varianzas intragrupo mediante
la prueba de Levene. En los casos en que el anova
revel6 diferencias significativas entre las muestras,
fue utilizada la prueba post hoc de comparaciones
multiples HSD de Tukey para conocer los subcon-
juntos homogéneos. Para todo el andlisis de datos
se aplico el paquete estadistico SPSS para Windows,
v. 11.0.

RESULTADOS

En cuanto a las caracteristicas de los hilos, en sec-
cion transversal (figura 1) el hilo torsionado ofrece
tres zonas de posible acumulacion de gametofitos,
frente a las cuatro, y mds protegidas, que ofrece el
hilo trenzado. Por otra parte, en este altimo tipo de
hilo parece que la mejora de las caracteristicas mi-
croestructurales para la fijacion es, tras un unico
tratamiento, mucho mas acentuada que en el tor-
sionado (figura 2), seguramente porque el hilo
trenzado, por su diseno, es mds vulnerable a la ac-
cion de la piedra amoladora empleada para tal fin.
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Con respecto a las caracteristicas de los gameto-
fitos femeninos obtenidos en cultivo en suspension
cabe destacar que son radicalmente opuestas en
ambas especies. Mientras que los de L. saccharina
son de muy pocas células y apenas estan ramifica-
dos (figura 3A), los de U. pinnatifida forman largas
cadenas con ramificaciones de varios 6rdenes (fi-
gura 3C). Por otra parte, los gametofitos de L. sac-
charina, a pesar de su pequeno numero de células,
dan lugar posteriormente a un elevado nimero de
embriones (figura 3B), mientras que los de U. pin-
natifida, aunque tienen muchas mas células, pro-
ducen un ndmero de embriones proporcional-
mente muy inferior (figura 3D).

En cuanto a las variaciones del nimero de em-
briones fijados de L. saccharina en cada tipo de hi-
lo y tratamiento, en la tabla I y la figura 4 se ofre-
cen los datos obtenidos, sus correspondientes
estadisticos descriptivos y la representacion grafica
de los mismos. El anova realizado muestra que exis-
ten diferencias significativas al nivel del 95 % (p-va-
lor =0,000) entre las medias del nimero de em-
briones en los distintos tratamientos y tipos de hilo,
y la prueba post hoc de comparaciones multiples
precisa que para cada tipo de hilo, y al mismo nivel
de significacién, las medias de este nimero son
también distintas entre si en todos los tratamientos
(p-valor = 0,000).

Caracteristicas del hilo de siembra en el cultivo de Laminariales

Con respecto a la comparacion de los resultados
obtenidos entre ambos tipos de hilo, en la tabla II
se muestran los datos obtenidos de los distintos
anova realizados para un mismo tratamiento entre
cada tipo de hilo. Como se puede observar, existen
diferencias significativas a este respecto en todos
los casos comparados, resultando siempre mayor el
ndamero medio de embriones, para un mismo tra-
tamiento, en el hilo trenzado.

En el caso de U. pinnatifida, los datos obtenidos,
sus correspondientes estadisticos descriptivos y la
representacion grafica de las variaciones del nu-
mero de embriones fijados en cada tipo de hilo y
tratamiento se ofrecen en la tabla IIl y la figura 5.
El anova realizado muestra que existen diferencias
significativas al nivel del 95 % (p-valor = 000) en-
tre las medias del numero de embriones en los dis-
tintos tratamientos y tipos de hilo, y la prueba post
hoc de comparaciones multiples precisa que para
cada tipo de hilo, y al mismo nivel de significacion,
las medias de este nimero son también distintas
entre si en todos los tratamientos (p-valor =
=0,000).

Con respecto a la comparacion de los resultados
obtenidos entre ambos tipos de hilo, en la tabla IV
se muestran los datos obtenidos de los distintos
anova realizados para un mismo tratamiento entre
cada tipo de hilo. Como se puede observar, no exis-

Figura 3. Laminaria saccharina: (A): gameto-
fitos femeninos en el momento de la siem-
bra; (B): cubierto de embriones a los 21 dias
de cultivo. Undaria pinnatifida: (C): gameto-
fito femenino en el momento de la siembra;
(D): con varios embriones en distinto estado

de desarrollo a los 21 dias de cultivo.
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Tabla I. Valores obtenidos de los seis recuentos de embriones de L. saccharina por centimetro de hilo de semilla en cada uno
de los tratamientos y tipos de hilo y sus correspondientes estadisticos descriptivos.

N.° de tratamientos

N.° de muestra

0 2 4 6
1 1142 3559 4665 5639
9 1308 3703 4302 5491
il 4 3 1136 3598 4445 5710
tlo trenzado 4 1872 3410 4517 5520
5 1205 3615 4581 5411
6 19227 3492 4610 5762
Media 1231,7 3562,8 4520,0 5588,8
Desv. tipica 88,29 101,98 131,15 136,47

N.° de tratamientos

N.° de muestra

0 2 4 6
1 940 1998 3234 3826
2 986 2309 3021 3859
Hil ionad 3 1125 2424 3051 4131
o torsionado 4 1005 2055 3050 3917
5 1107 2319 3120 4022
6 1140 2222 3177 3976
Media 1050,5 2221,2 3108,8 3955,2
Desv. tipica 83,90 164,83 83,62 112,43
ten diferencias significativas a este respecto en nin- demuestra una eficacia superior a la mostrada por el
guno de los casos comparados. hilo torsionado tras dos tratamientos consecutivos.
Estos resultados sugieren que, al menos para esta es-
pecie, podria utilizarse hilo trenzado no sometido a
DISCUSION ningun tratamiento de lijado, ya que la densidad de

En L. saccharina el hilo trenzado tiene mejores cua-
lidades para la fijaciéon de embriones que el torsiona-
do, ya que sin tratamiento alguno se obtienen en él
densidades significativamente mayores que las obteni-
das en el hilo torsionado. Por otra parte, parece que el
grado de mejora en la fijacion tras los tratamientos es
mucho mads acentuado también en el hilo trenzado, ya
que, como se puede apreciar en la figura 4, este tipo de
hilo, tras un tnico tratamiento de lijado bidireccional,

L. saccharina

6000

5000 ¢

4000 9

3000 ¢

N.° de embriones/cm de hilo

Tabla II. Resultados obtenidos en los distintos anova reali- 20001

zados en la comparacién, para un mismo tratamiento, del
nimero de embriones de L. saccharina por centimetro de
hilo de ambos tipos.

1000 ¢

Trenzado wvs. Prueba
torsionado de Levene Anova 0 i,
0 2 4 6

N.° de p-valor p-valor o ;
tratamientos (95 %) F (95 %) N.° de tratamientos
0/0 0.955 12.59 0.005 Figura 4. Representacion grafica de los valores maximo, mi-
92/9 0’225 287,49 0’000 nimo y medio del nimero de embriones de L. saccharina

’ ’ ’ por centimetro de hilo de semilla para cada tipo de hilo y
g;g 8’?13(1) g?;’?g g’ggg tratamiento (trazo continuo: hilo trenzado; trazo disconti-

nuo: hilo torsionado).
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Tabla III. Valores obtenidos de los seis recuentos de embriones de Undaria pinnatifida por longitud de hilo de semilla en cada
uno de los tratamientos y tipos de hilo y sus correspondientes estadisticos descriptivos.

N.° de tratamientos

N.° de muestra

0 2 4 6
1 7 174 193 276
2 5 162 210 251
Hil d 3 6 144 222 226
tlo trenzado 4 9 156 950 236
5 4 123 184 213
6 9 194 190 232
Media 6,67 158,83 208,17 239
Desv. tipica 2,06 24,45 24,85 21,98
N.° de tratamientos
N.° de muestra
0 2 4 6
1 4 162 189 281
2 7 147 208 256
Hil . d 3 4 195 263 272
tlo torsionado 4 5 187 9236 275
5 5 174 242 315
6 9 154 225 225
Media 5,67 169,83 227,17 270,67
Desv. tipica 1,97 18,86 26,12 29,64

embriones obtenida parece ser suficiente (un valor
medio de 1231,7 embriones por centimetro) (tabla I);
sin embargo, este numero practicamente se triplica
(3562,8) (tablaI) tras un tnico tratamiento de lijado,
por lo que parece aconsejable someterlo al mismo.

U. pinnatifida

350

N.° de embriones/cm de hilo

N.° de tratamientos

Figura 5. Representacion grafica de los valores maximo, mi-

nimo y medio del niimero de embriones de U. pinnatifida por

centimetro de hilo de semilla para cada tipo de hilo y trata-

miento (trazo continuo: hilo trenzado; trazo discontinuo:
hilo torsionado).
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Las razones del mejor comportamiento del hilo
trenzado frente al torsionado en L. saccharina de-
ben buscarse en la morfologia de los gametofitos
de esta especie y en las diferencias en la estructura
y en la respuesta al lijado. Como se ha visto, los ga-
metofitos femeninos de esta especie obtenidos en
cultivo en suspension son de pequeno tamano y
muy poco ramificados, por lo que su fijacién al hi-
lo de semilla se ve a menudo comprometida, si
bien los que consiguen fijarse producen una gran
cantidad de embriones, cualidad caracteristica de
los mismos (figura 3, Ay B).

En el caso de U. pinnatifida, los resultados mues-
tran que, al contrario de lo que sucede en L. saccha-
rina, ambos tipos de hilo, para cada tratamiento, tie-

Tabla IV. Resultados obtenidos en los distintos anova reali-

zados en la comparacion, para un mismo tratamiento, del

numero de embriones de U. pinnatifida por centimetro de
hilo de ambos tipos.

Trenzado wvs. Prueba A

torsionado de Levene nova

N.” de p-valor F p-valor
tratamientos (95 %) (95 %)
0/0 0,847 0,74 0,411
2/2 0,741 0,76 0,403
4/4 0,935 1,66 0,226
6/6 0,703 4,42 0,062
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nen unas cualidades analogas con respecto al name-
ro de embriones que se desarrollan en ellos. La ra-
zon de esta diferencia de comportamientos podria
buscarse también en el propio diseno de los hilos,
pero pensamos que se encuentra principalmente en
la distinta morfologia de los gametofitos. Los de U.
pinnatifida obtenidos en cultivo en suspension son
mas grandes y ramificados que los de L. saccharina, lo
que facilita su fijacion al hilo de semilla y hace que las
caracteristicas microestrucutrales de los hilos sean
entonces mucho menos relevantes. Sin embargo, en
esta especie, los gametofitos que consiguen fijarse
producen tipicamente una cantidad de embriones
mucho menor (figura 3C,D), de ahi las grandes di-
ferencias cuantitativas que se pueden apreciar en to-
dos los casos entre el namero de embriones de U.
pinnatifida frente a los de L. saccharina.

De manera mucho mas notoria que en el caso de
L. saccharina, se observa en U. pinnatifida un alto
grado de mejora en la fijacién de embriones tras los
tratamientos del hilo, ya que, como se ilustra en la
figura 5, se pasa de unos valores medios en los hilos
trenzado y torsionado no sometidos a tratamiento
de 6,67 y 5,67 embriones por centimetro respecti-
vamente, a valores que superan éstos cerca de 25 ve-
ces tras un unico tratamiento: 158,83 y 169,83 res-
pectivamente (tabla III). Esto debe ser originado
también por la morfologia de los gametofitos, que
sobre los hilos sin tratamiento no se fijan y, por su
tamano, apenas pueden refugiarse en las zonas de
acumulacion, mientras que por su alto grado de ra-
mificacion se fijan de manera masiva efectuando es-
ta pequena mejora en las caracteristicas microes-
tructurales del hilo. Es decir, que en esta especie es
absolutamente necesario someter el hilo de semilla
al menos a un tnico proceso de lijado bidireccional
para optimizar la rentabilidad del cultivo industrial.

Es deseable que, como consecuencia de los estu-
dios experimentales sobre los materiales implicados
en la acuicultura de macroalgas, se pueda disponer
en breve de hilos de siembra idéneos para las ca-
racteristicas biologicas de las especies cultivadas.
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