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RESUMEN

El desarrollo de las técnicas de micropropagacién para cultivo in-vitro de macroalgas marinas
genera multiples oportunidades en el area de la biotecnologia. Con el objetivo de mejorar las
perspectivas econdmicas del cultivo de algas marinas, se plantea un estudio estadistico que
permita analizar el desarrollo de explantos en cultivos in-vitro.

En este trabajo de fin de master se contempla el estudio del efecto que tienen los medios de
cultivo y el uso de biorregulador durante el cultivo in-vitro de algas marinas. Esta investigacion
incluye el desarrollo de la masa, la tasa de crecimiento y la supervivencia de explantos. Ademas,
se propone una técnica para discriminar facilmente entre especies de algas sin necesitar mayor
conocimiento del tema.

Este trabajo plantea un disefio de experimentos realizado en el laboratorio de algas marinas en
Rodman, Panama. Para ello, se considerara el cultivo de tres especies de algas rojas, Gracilaria
blodgettii, Kappaphycus alvarezii chocolate y Kappaphycus alvarezii verde. Estas especies,
ademas de su importancia comercial, son utilizadas por la poblacién local del Caribe panamefio,
especialmente las comunidades afroantillanas y grupos étnicos, que las utilizan para
alimentacién y medicina.

Palabras clave:

ANOVA, regresidn, analisis discriminante, analisis logistico, Algas marinas, micropropagacién
celular, cultivo in-vitro, cultivo in-situ, carragena, agar-agar.



SUMMARY

The development of micropropagation techniques for in vitro culture of marine macroalgae
generates multiple opportunities in the area of biotechnology. With the objective of improving
the economic perspectives of seaweed culture, a statistical study is proposed to analyze the
development of explants in in-vitro cultures.

In this master's thesis, the study of the effect of culture media and the use of bioregulator during
in vitro culture of seaweed is contemplated. This research includes the development of mass,
growth rate and survival of explants. In addition, a technique is proposed to easily discriminate
between species of algae without needing greater knowledge of the subject.

This work proposes a design of experiments carried out in the seaweed laboratory in Rodman,
Panama. For this, the cultivation of three species of red algae, Gracilaria blodgettii, Kappaphycus
alvarezii chocolate and Kappaphycus alvarezii green, will be considered. These species, in
addition to their commercial importance, are used by the local population of the Panamanian
Caribbean, especially Afro-African communities and ethnic groups, who use them for food and
medicine.

Keywords:

ANOVA, regression, discriminant analysis, logistic analysis, seaweed, cell micropropagation, in-
vitro culture, in-situ culture, carragena, agar-agar.



RESUM

El desenvolupament de les tecniques de micropropagacié per a cultiu in-vitro de macroalgues
marines genera multiples oportunitats en I'area de la biotecnologia. Amb |'objectiu de millorar
les perspectives econdomiques del cultiu d'algues marines, es planteja un estudi estadistic que
permeta analitzar el desenvolupament de “explantos” en cultius in-vitro.

En aquest treball de fi de master es contempla I'estudi de I'efecte que tenen els mitjans de cultiu
i I'ds de biorregulador durant el cultiu in-vitro d'algues marines. Aquesta investigacié inclou el
desenvolupament de la massa, la taxa de creixement i la supervivéncia de “explantos”. A més,
es proposa una técnica per a discriminar facilment entre espéecies d'algues sense necessitar
major coneixement del tema.

Aquest treball planteja un disseny d'experiments realitzat en el laboratori d'algues marines en
Rodman, Panama. Per a aix0, es considerara el cultiu de tres espécies d'algues roges, Gracilaria
blodgettii, Kappaphycus alvarezii xocolate i Kappaphycus alvarezii verd. Aquestes espeécies, a
més de la seua importancia comercial, sén utilitzades per la poblacié local del Carib panameny,
especialment les comunitats afroantillanes i grups etnics, que les utilitzen per a alimentacio i
medicina.

Paraules clau:

ANOVA, regressio, analisi discriminant, analisi logistic, Algues marines, micropropagacio
cel-lular, cultiu in-vitro, cultiu in-situ, carragena, agar-agar.
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1. INTRODUCCION Y MOTIVACION

Las algas son uno de los tipos de organismos mas diversos que existen, forman parte integral
de la ecologia, ciencia que estudia las relaciones entre los seres vivos y el ambiente circundante.
Por lo general, suelen vivir en un medio acuatico, ya sea en agua dulce o agua salada. La mayoria
de las algas estan emparentadas con las plantas terrestres, pues estan provistas de clorofila, una
molécula que le da la capacidad de realizar la fotosintesis. Es este proceso quimico, el que
permite a las algas nutrirse de forma autdtrofa, es decir, solo necesitan una fuente de carbono
inorganica como el diéxido de carbono CO; y la luz del sol.

Existen en el mundo diversas especies de algas que son investigadas mediante la ciencia llamada
Ficologia. Esta ciencia, es la encargada de analizar la morfologia, desarrollo, ciclo vital y funciéon
que cumplen estos seres vivos dentro del ecosistema. La extensa mayoria de las algas viven en
un medio acuatico donde se encuentran algunas especies unicelulares y otras multicelulares
llamadas macroalgas. Estas macroalgas, fueron los primeros vegetales marinos cultivados por el
hombre y han sido parte fundamental del desarrollo de las zonas costeras y del mejoramiento
de ingresos y calidad de vida de los habitantes de estas zonas.

Las algas marinas pueden clasificarse en tres grandes grupos: pardas, rojas y verdes. Los
botanicos denominan a estos grandes grupos FEOFICEAS, RODOFICEAS Y CLOROFICEAS,
respectivamente (McHugh, 2002).

El enfoque de este trabajo estara en algunas especies de algas rojas o RODOFICEAS, las cuales
son un importante grupo de algas marinas que pueden servir de alimento. Sus derivados son
ampliamente utilizados como agentes de gelificacion, espesantes y estabilizantes en productos
alimenticios, formulaciones farmacéuticas, cosméticos y en aplicaciones industriales como la
mineria (Johnson & Gopakumar, 2011). Como curiosidad, este grupo de algas no siempre son
rojas: a veces son de color purpura, de color rojo parduzco e incluso pueden tener tonalidades
verdes, pero a pesar de ello los botanicos las clasifican como RODOFICEAS (McHugh, 2002).

1.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LAS ALGAS

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacidn y la Agricultura en su informe
del 2018, registra que en el afio 2006 la produccién mundial de algas marinas ascendio6 a 14,7
millones de toneladas, de las cuales 13,5 millones de toneladas provienen de granjas de cultivo,
mientras que las cosechadas en la naturaleza o silvestres superd ligeramente los 1,2 millones de
toneladas en el mismo afio. Nueve afios después, en el 2015 como lo evidencia la Fig 1, la
produccién total se habia duplicado a 30,4 millones de toneladas, de las cuales 29,4 millones de
toneladas provienen de granjas de cultivo y 1,1 toneladas fueron cosechadas en la naturaleza
de forma silvestre (Ferdouse, Holdt, Smith, Murua, & Yang, 2018). Mientras la cantidad de algas



cultivadas de forma silvestre estd estancada, la produccion en granjas ha sufrido un incremento
vertiginoso.

35.000.000
30.000.000
25.000.000
20.000.000

15.000.000

Toneladas

10.000.000

5.000.000

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
M Cultivos silvestres W Granjas de Cultivo

Fig 1. Produccion de algas marinas en poblaciones naturales y Granjas de Cultivo
Fuente:(Ferdouse et al., 2018)

La creciente necesidad de consumo de algas marinas hace que la mayoria de la produccion
provenga de las granjas de cultivo, ya que la demanda de sus derivados supera el suministro de
materia prima producida por las producciones naturales o silvestres. Estos cultivos en granjas
evitan la sobreexplotacion a la que se veria forzadas las poblaciones naturales y facilitan la
seleccidn de los rasgos deseados de la produccidn como el crecimiento y calidad de los
hidrocoloides los cuales son sustancias que cuando se disuelven o dispersan en agua producen
espesamiento o gelificacion. (Reddy, Jha, Fujita, & Ohno, 2009). Con el animo de maximizar la
produccién de las granjas, los cultivadores requieren de investigaciones aplicadas que estudien
los efectos de determinados factores climaticos, fisicos y quimicos de forma que permitan
mejorar la calidad y la cantidad de biomasa, asi como sus derivados, en periodos de cosechas
cada vez mas cortos.

Los cultivos comerciales de las algas marinas se originaron en Filipinas en el afio 1960,
siguiéndole entre otros paises, China, Japon, Indonesia, Tanzania, donde también se han
realizado cultivos a gran escala (Johnson & Gopakumar, 2011). Como se observa en la Fig 2, en
el afio 2015 los mayores paises productores de algas marinas fueron China e Indonesia con 13,9
millones y 11,2 millones de toneladas respectivamente, seguido por Filipinas con 1,6 millones
de toneladas producidas.
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Fig 2. Produccion mundial de algas marinas 2015
Fuente:(Ferdouse et al., 2018)

En un contexto mas regional, y centrado en el presente trabajo, encontramos a la Republica de
Panama. Panama esta localizado en el istmo de Panama al sureste de América Central, limita al
norte con el mar Caribe y al sur con el océano Pacifico. Su territorio es interrumpido por la
cuenca del Canal de Panama. Su posicion estratégica hace que este pais cuente con una alta
diversidad de fauna y flora asociadas a los arrecifes de coral en los ecosistemas marinos. Esta
biodiversidad se genera por su ubicacidn privilegiada permitiendo que pueda explotarse el
cultivo comercial de algas marinas.

Panama es un pais que se incluye dentro de los cultivadores de algas marinas, donde sus cultivos
son desarrollados por ciertos grupos étnicos, comunidades indigenas y cultivadores comerciales.
Estos grupos étnicos y comunidades, han establecido granjas en la zona costera del Caribe
Panamefio. Recientemente, tanto por el gobierno de Panama como por empresas del sector
privado, han iniciado programas innovadores respecto a la produccién de algas marinas. Estos
programas desarrollan cultivos eco-sostenibles de algas marinas especialmente en el Caribe
panameno. Desafortunadamente, no se cuenta con datos de la produccion de algas porque la
Autoridad de los Recursos Acuatico de Panamd - ARAP (Agencia encargada de los proyectos
nacionales de pesquerias) no ha incluido la maricultura dentro de las proyecciones estadisticas
nacionales.



1.2. REPERCUSION EN LAS COMUNIDADES INDIGENAS

En el ano de 1850, hombres y mujeres Afrocaribeifios inmigraron a Panama, para la
construcciéon del ferrocarril y el Canal interoceanico. Tras su llegada, estos inmigrantes segin
sus costumbres, introdujeron el uso de las macroalgas en la alimentacién. Por otra parte, grupos
étnicos panameiios han utilizado tradicionalmente las algas marinas. Estos grupos étnicos,
tienen un alto conocimiento en el uso de las algas, que por generaciones las han utilizado en
tratamientos medicinales, principalmente en dolores localizados, trastornos psicoldgicos y
afecciones de la piel (Smith, 1984).

Los indigenas Gunas y comunidades afroantillanas ubicados en la provincia de Coldn, y los
indigenas Ngibes! ubicados en la provincia de Bocas del Toro, se han beneficiado del cultivo
industrial de las algas marinas (Batista de Vega & Rafael, 2009). Estos colectivos indigenas han
adoptado nuevas técnicas de cultivo de algas marinas, que les han permitido ampliar los
ingresos, los cuales dependian inicialmente de la elaboracidn de artesanias. Jovenes y mujeres
de los grupos étnicos y comunidades indigenas participan en proyectos sociales promovidos
tanto por el gobierno de Panama como por empresas privadas. Dentro de estos proyectos,
existen algunos relacionados con la creacién y con el desarrollo de cultivos de granjas de algas
marinas. Una de estas iniciativas relacionada con la promocién de proyectos de algas marinas
esta liderada por la empresa Gracilaria de Panama S.A. (GRAPAM), quien ha motivado diversas
investigaciones relacionadas con el cultivo eco-sostenible de algas marinas y esta vinculada con
el desarrollo de esta investigacion.

1.3. CICLO DE CULTIVO EN GRANJAS DE ALGAS MARINAS

Las comunidades que trabajan en la produccion de algas marinas estan ubicadas
estratégicamente en el Caribe panameio, especificamente en la linea costera del distrito de
Coldn en el corregimiento de Cativa Fig 3. En estas zonas, existen habitats naturales protegidos,
se caracterizan por presentar condiciones en cuanto a climatologia, pardmetros fisicos y
accesibilidad que hacen de este sistema un nicho ecoldgico apropiado para el desarrollo de la
maricultura. Es en estas zonas que la Autoridad Maritima de Panama (AMP), institucidon que se
encarga de dar el visto bueno al uso de estas dreas maritimas, definié diferentes poligonos de
cultivo en el que se encuentran las granjas de algas marinas.

! Ngibe-Buglé es una comarca indigena de Panama en la provincia de Bocas del Toro, cuenta con
Gobierno Auténomo representado por el/la Cacique General.
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Fig 3. Mapa Geogrdfico de la Republica de Panamad
Fuente: Bing Maps

Las granjas de algas marinas que se encuentran en estas zonas protegidas se construyen en
lagunas con profundidades de 1 a 2 metros. Estas lagunas estan expuestas a corrientes
constantes y cuyos fondos estdn formados por suelos arcillosos y semi-fangosos. Entre los
pardmetros ambientales registrados de estas lagunas, se encuentra una salinidad de entre 30 y
35 psu. También se registra el pH el cual oscila entre 7.0 y 8.5. La temperatura del agua de estas
lagunas varia de entre 25y 28 'C (Batista de Vega, 2009). Los sistemas de plantacién de estas
granjas consisten en cuerdas de 5 metros de largo las cuales estan sujetas a estructuras semifijas
sumergidas a aproximadamente 1 metro de profundidad.

Dentro de los poligonos de cultivo existentes en la zona costera de Cativa, estan entre otros, el
poligono No. 1y el poligono No. 5 de Gracilarias de Panama S.A. (GRAPAM), donde se cultiva la
especie Gracilaria blodgettii. Cerca de estos, se encuentra el poligono No. 11 de la empresa
SeaFarms quien promueve la industria del cultivo de algas marinas. En este poligono, se cultivan
las variedades chocolate y verde de la especie Kappaphycus alvarezii.

En la Fig 4 se representa el ciclo de cultivo de algas marinas. Este ciclo inicia con la siembra y
finaliza con la cosecha. En la siembra, los cultivadores atan fragmentos de algas en las cuerdas
de la infraestructura. Luego estos fragmentos de alga comienzan un proceso de maduracion
donde se desarrollardn por 3 o 4 meses hasta llegar a su tamafio adulto. Este tiempo estd
relacionado a la estacidn del afio en que se realice la siembra, siendo la estacion seca en donde
menor tiempo requieren (Batista de Vega, 2009). Cuando las algas llegan al final de la
maduracién, los cultivadores utilizando canoas se desplazan entre las granjas realizando la
cosecha de las algas. Finalmente, las algas marinas maduras son retiradas de las cuerdas que las
sostienen.
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Fig 4. Ciclo de produccion de Algas
Fuente (FAO, 2009)

Los fragmentos de algas utilizados durante el proceso de siembra son extraidos de algas madres.
Estas algas madres pueden provenir de la produccién de otras cosechas, o pueden ser recogidas
de manera silvestre. Sin embargo, es posible obtener algas marinas de mejor calidad que
generen mayor biomasa, reemplazando los fragmentos de algas marinas por explantos de algas
marinas tratados en laboratorios con técnicas de cultivo in-vitro. Dentro de estas técnicas o
procesos biotecnoldgicos la mas conocida es la micropropagacion celular, la cual ha sido
utilizada desde los afios 60. Esta técnica consiste en la multiplicacion de material clonal libre de
enfermedades en condiciones de laboratorio (Canal, Rodriguez, Fernandez, Sdnchez-Tames, &
Majada, 2001), es decir permite obtener plantas mejoradas con el uso de procedimientos
asépticos o estériles (Collantes, Melo, & Candia, 1990).

El proceso de cultivo in-vitro se inicia con la seleccidn de las algas marinas madres. Como ya se
ha comentado, estas algas pueden provenir de cultivos en granjas marinas o pueden ser
silvestres. De estas algas se seleccionan algunos fragmentos de sus ramas llamados talos, de los
cuales se cortan pequefias porciones de forma cilindrica llamados explantos. Estos explantos
son tratados bajo condiciones controladas de laboratorio, donde son dispuestos dentro de
medios de cultivos y biorreguladores de crecimiento. Este proceso, que toma generalmente 45
dias, constituye la primera fase del cultivo. La segunda fase consiste en trasladar los explantos
ya tratados a tanques exteriores de agua salada. Esto se realiza con el fin de que los explantos
se aclimaten durante algunas semanas. Finalmente, las nuevas pequefias algas pasan a su fase
final o cultivo in-situ, donde los cultivadores las reciben para disponerlas en las cuerdas de los
sistemas de plantacién de las granjas marinas.



2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo se centra en mejorar las perspectivas econdmicas del
cultivo de algas marinas mediante el planteamiento de un estudio estadistico que permita el
desarrollo de explantos en cultivos in-vitro.

El objetivo general se descompone en los siguientes objetivos especificos que se detallan a
continuacién.

e Las ubicaciones donde se encuentran las granjas marinas, cuentan con ciertos
pardmetros ambientales y propiedades en el agua de mar. Estas propiedades, hacen
que las algas marinas adopten particularidades durante su desarrollo incluso el
cambio de color. Las algas al cambiar su color pueden inducir a confusiones al
identificar visualmente una especie. Estas confusiones causan que compradores no
obtengan los derivados requeridos para su negocio. Generalmente los compradores
recurren a expertos en taxonomia de algas marinas para tratar de asegurarse que la
especie que se quiere comprar es la indicada. Es por este motivo que se quiere buscar
nuevos procedimientos que permitan a cualquier persona que carezca de estos
conocimientos especificos, identificar facilmente la especie de un alga marina. Con
el fin de que quienes deseen comercializar algas marinas no dependan de la
presencia de un experto se plantea:

o Sistematizar el procedimiento de identificacion de la especie de alga
marina de interés comercial mediante mediciones sencillas y baratas de
caracteristicas como lo son la masa, el ancho y el largo de un fragmento de
alga.

e Los fragmentos de algas son utilizados como “semillas” en los cultivos de las granjas
marinas. Para mejorar la produccion de las cosechas de estos cultivos, se utilizan
fragmentos de algas marinas Ilamados explantos que son cultivados in-vitro en
laboratorios. Estos cultivos in-vitro utilizan medios y biorreguladores de crecimiento
con los cuales se prepara a los explantos para que se conviertan en plantas adultas
qgue generen mayor biomasa posible. Con el fin de estudiar el efecto que tienen los
tratamientos en los explantos, se plantea estudiar la evolucién de la masa o bien la
tasa de crecimiento de la masa durante el cultivo in-vitro.

o Se quiere estudiar el efecto que tiene sobre el promedio y la variabilidad de
la masa de los explantos, en diferentes especies de algas marinas, el medio
de cultivo y el biorregulador durante el cultivo in-vitro, para determinar la
importancia y la naturaleza de dicho efecto.

o Alternativamente, y de la misma forma, se quiere estudiar el efecto que
tiene sobre la tasa de crecimiento de la masa de los explantos, en diferentes



especies de algas marinas, el medio de cultivo y el biorregulador durante el
cultivo in-vitro.

o Con este andlisis, se pretende identificar el tratamiento que maximice la
produccion de biomasa de un explanto al finalizar el cultivo in-vitro, de
forma que esté en las mejores condiciones posibles para pasarla a la
segunda fase del cultivo.

o Por ultimo, se plantea comparar el efecto que tiene sobre la masa la
formulacion de un nuevo medio de cultivo propuesto por GRAPAM,
denominado ALG;, con respecto a los medios AMPEP y AMPEP K*.

Es de interés buscar tratamientos que permitan, ademas de una mayor masa, una
mayor cantidad de explantos vivos al finalizar el cultivo in-vitro. La supervivencia de
los explantos es una caracteristica importante para considerar. Es por esto por lo que
se desea
o Determinar el efecto que tienen, sobre la probabilidad de supervivencia de
los explantos de algas marinas, los tratamientos escogidos de medio de
cultivo y biorregulador, con el fin de encontrar los factores que permitan la
produccion de la mayor cantidad de explantos.



3. MARCO CONTEXTUAL

El crecimiento de la demanda de los derivados de algas marinas ha dado lugar a la
industrializacion de sus cultivos, haciendo necesario plantear estrategias que permitan
aumentar la productividad de los cultivos sin disminuir la calidad de sus hidrocoloides derivados.

El afan para mejorar la calidad y la cantidad de suministros a escala industrial de materia prima
procedente de las algas marinas, impulsa la necesidad de la realizacion de investigaciones en
biologia y fisiologia reproductiva de especies de importancia comercial. La escala e importancia
de esta industria ha requerido de la formulacién de nuevos estudios en relacién con los entornos
donde se practican diversos métodos de cultivo.

Por lo general, las investigaciones sobre métodos de cultivo in-vitro de algas marinas, van en
aras de analizar el efecto de los tratamientos experimentados en la tasa de crecimiento. Esta
tasa de crecimiento es un indicador para expresar el porcentaje diario de aumento de la masa
de un alga en un rango de tiempo. No obstante, no se han encontrado referencias en la literatura
en cuanto al desarrollo de la masa de las algas como tal, tampoco se han encontrado referencias
del efecto que tienen los tratamientos experimentados en cuanto a la supervivencia de los
explantos utilizados en los cultivos in-vitro.

Para un mejor entendimiento del cultivo in-vitro, se definen ciertos conceptos. Iniciamos con el
término explanto, el cual es un fragmento vegetal de las algas que no contiene ramas y posee
un alto potencial de regeneracién. Otra expresion frecuente es el Medio de cultivo, que es una
solucién con nutrientes disueltos que permite el crecimiento y desarrollo de los explantos.
Finalmente, se hace referencia a biorreguladores, que realizan el papel de reguladores de
crecimiento, los cuales tienen potencial para afectar la capacidad en los procesos fisiolégicos de
las algas.

3.1. ESTADO DEL ARTE

En las investigaciones en técnicas de micropropagacion, se estudia el efecto que tienen
diferentes tratamientos en el crecimiento de las algas, buscando la produccién de explantos
resistentes y libres de enfermedades para su cultivo comercial en granjas marinas. Dentro de
estos efectos encontramos la tasa de crecimiento de la masa, la induccién de callos (masas
celulares que presentan diferentes apariencias), aparicion de apices (ramificaciones que se
desarrollan en los explantos), resistencia a epifitas (microalgas que crecen sobre otras algas) y
cantidad de hidrocoloides producidos.

Estas investigaciones buscan plantear tratamientos que, segun el interés, utilizan diferentes
tipos de medios de cultivo en combinacidn con biorreguladores. Dentro de los medios de cultivo
mas utilizados estan: el AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder), el Von Stosch, el



Guillard & Ryther y, el medio sintético ASP 12-NTA. Estos estudios se han ocupado de las
adaptaciones necesarias y la aplicacidn en técnicas de cultivo in-vitro a las algas de importancia
comercial. Como resultado, se informd un gran éxito con respecto a la induccién de callos y la
regeneraciéon de los talos para una amplia gama de algas marinas utilizando biorreguladores
(Polne-Fuller & Gibor, 1987; Reddy et al., 2009).

Los biorreguladores estan presentes en las algas marinas. Algunos estudios realizados en Brasil
investigan las algas de los 6rdenes Bangiales, Gelidiales, Gracilariales, y Gigartinales, donde
identifica la existencia de biorreguladores como las citoquinas (proteinas), las auxinas
(hormonas vegetales), y el acido abscisico (fitohormona) (Yokoya et al., 2010). Este estudio
diferencid la proporcidn que se encuentran de estos biorreguladores en cada una de las especies
estudiadas. La adicion de biorreguladores en los cultivos in-vitro son Utiles para mejorar el
desarrollo y crecimiento de las algas, por ejemplo, al usar un biorregulador como la colchicina,
se permite la induccién de callos en los explantos de algas marinas. El informe de (Hayashi,
Yokoya, Kikuchi, & Oliveira, 2009), utilizd la colchicina y los fitoreguladores acido indol-3-acético
(IAA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y bencilaminopurina (BA), junto con medios de
cultivo inorganicos como el Von Stosch, el Guillard & Rythe y el medio sintético ASP 12-NTA. Los
autores afirmaron que IAA y BA estimularon el proceso de regeneracién, ademas, la colchicina
produjo explantos con un alto potencial de regeneracién, mejorando asi las tasas de éxito para
la micropropagacion.

Se ha probado la eficacia del medio de cultivo AMPEP en la tasa de crecimiento diario y la
disminucién en la aparicién de epifitas (Hurtado et al., 2012). En esta investigacién los autores
realizan una comparacion entre diferentes concentraciones de AMPEP, donde se demostro, que
aquellas algas que fueron sumergidas en AMPEP antes del cultivo in-vitro, tuvieron una mayor
tasa de crecimiento de aquellas que no fueron sumergidas. Estudios en Filipinas y Brasil
demostraron los beneficios del uso de AMPEP en el crecimiento de las algas de la especie
Kappaphycus alvarezii (Loureiro, Reis, Berrogain, & Critchley, 2012). Los resultados de esta
investigacion concluyeron que, el AMPEP es Util para aumentar la tasa de crecimiento diario y la
mitigacion de epifitas, y se propone a este medio de cultivo como una vacuna potencial para
estas epifitas. El uso de AMPEP con o sin la adicion de biorreguladores es investigada para la
induccion de aparicién de apices que promueven un desarrollo mas acelerado en los explantos
de algas marinas. Se demostrd que después de 45 dias de incubacién, las algas formaron apices
mds largos en el menor tiempo, utilizando 3 mg L'* de AMPEP suplementado con biorregulador
(Ali et al., 2017).

El medio de cultivo AMPEP también se ha probado utilizando altas concentraciones de potasio
el cual es llamado AMPEP K*. Este medio de cultivo se ha probado en diferentes concentraciones
con y sin el uso de biorreguladores (Tibubos, Hurtado, & Critchley, 2017). Este estudio indica
que después de 45 dias de incubacién la concentracién de 5 mg L™ de AMPEP K* combinado con
biorregulador produjo apices mas largos.
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Otros estudios han identificado el efecto que tienen ciertos parametros ambientales en los
hidrocoloides producidos por las algas marinas. Un informe donde se utilizd dos especies de
algas del género Gracilarias extraidas del mar Mediterrdneo, identificé que existe una relacion
entre la cantidad de agar-agar producido por estas algas con relaciéon al mes de su cosecha,
determinando que las algas cosechadas durante la primavera tuvieron una mayor produccién
de agar-agar en comparacion con las otras estaciones (Marinho-Soriano & Bourret, 2003).

Actualmente GRAPAM se encuentra estudiando una mezcla que denominan ALG,. La
composicion de esta mezcla ain se mantiene en reserva, sin embargo, se pretende evaluar su
capacidad como un potencial medio de cultivo para uso in-vitro en el desarrollo y crecimiento
de explantos de algas marinas.

3.2. TECNICAS ESTADISTICAS PARA ANALISIS DE DATOS

El uso de métodos estadisticos implica elaborar un plan detallado de procedimientos que nos
conduzcan a reunir datos con un propdsito especifico. Con este fin, para esta investigacion se
utiliza un disefio de experimentos, este disefio, permite adecuar la estrategia necesaria para la
consecucién de los datos. Para analizar los datos se utilizan métodos estadisticos multivariantes
a fin de que los resultados y las conclusiones sean objetivas (Montgomery, 2005). Este estudio
utiliza el Andlisis Discriminante, el Andlisis de la Varianza, la regresiéon lineal y la Regresion
Logistica, estos métodos y sus aplicaciones se describen a continuacion.

3.2.1 ANALISIS DE LA VARIANZA

Para estudiar el efecto que tiene sobre la masa de un explanto, la especie, el medio de cultivo,
el uso de biorregulador y el tiempo transcurrido del cultivo in-vitro, es importante determinar si
cada uno de estos factores, ya sea de forma individual o como interaccién con otros factores,
influyen en la respuesta, la forma o la naturaleza de la relacidn. Una técnica importante para
analizar el efecto de los factores es realizando un Andlisis de la varianza ANOVA (Analysis of
Variance). Este analisis, es el nucleo del disefio de experimentos y modelos de regresién, permite
el estudio de los efectos de estos factores y sus interacciones sobre una variable respuesta
(George E. P. Box, Hunter, & Hunter, 1993). En esta investigacion, hay mas de un factor presente,
puesto que es conveniente considerar si existen entre ellos interacciones que sean significativas,
un ANOVA multifactorial es apropiado para estimar tanto los efectos principales como las
interacciones entre factores (Montgomery, 2005).

3.2.2 REGRESION LINEAL

Puesto que el uso de la regresion lineal es clave para analizar las posibles relaciones entre la
pauta de la variabilidad en una variable aleatoria, y los valores de las demas variables que de la
primera pueda depender (Walpole, Myers, Myers, & Ye, 2012), se quiere determinar con detalle
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la naturaleza de la relacién entre las variables respuesta analizadas (masa y tasa de crecimiento
del explanto) y los factores cuantitativos considerados. Segun la naturaleza de la relacion, lineal,
cuadrdtica o cubica, el dptimo puede encontrarse al final del periodo o en algun instante
intermedio, y el modelo de regresién ajustado permitiria obtenerlo.

3.2.3 REGRESION LOGISTICA

Es de interés identificar si la especie del alga, el medio de cultivo, el biorregulador y la tasa
de crecimiento de los primeros 15 dias, afectan la supervivencia a los 45 dias de los explantos
en el cultivo in-vitro. Un modelo de regresion logistica es el indicado para explicar la
supervivencia de los explantos, ya que este es de utilidad para las situaciones en que se dispone
de una respuesta dicotémica. Se piensa que la supervivencia puede estar influenciada o causada
por niveles de alguna o algunas variables independientes. Para este estudio se define la
supervivencia como una variable binaria que representa el estado vital del explanto del alga,
Esta variable tomard el valor de 1 cuando se determina que el explanto estd Vivo, de lo contrario
tomara el valor de cero. El propdsito del experimento es el de obtener el modelo adecuado que
relacionara la probabilidad de supervivencia con el tratamiento, es decir con la especie del alga
marina, el medio de cultivo, el uso de biorreguladores de crecimiento y la tasa de crecimiento
del dia 15. La regresion lineal se basa en la obtencion de la probabilidad de que los datos
estudiados pertenezcan a un conjunto determinado previamente (Walpole et al., 2012).

3.2.4 ANALISIS DISCRIMINANTE

Ciertas condiciones medioambientales en el cultivo de algas marinas pueden afectar su color,
esta variacion hace que puedan presentarse confusiones al momento de identificar la variedad
o incluso la especie del alga. Se quiere comprobar si medidas de caracteristicas sencillas, como
la masa, el didmetro y el largo de un explanto, puede diferenciar la especie del alga marina a la
que pertenece sin depender de su color. En este estudio se realizard un analisis factorial
discriminante, AFD, que permitira encontrar las variables explicativas que mejor diferencien las
tres especies de este estudio. La utilizacion de esta técnica puede ser extrapolada a otras
especies de algas marinas cultivadas en diferentes partes del mundo, donde sus condiciones
medioambientales en el cultivo varian. De esta manera se puede eliminar la dependencia del
experto utilizando un procedimiento sistematico, basado en esta técnica. El andlisis
discriminante tiene la capacidad de tratar multiples grupos siendo una técnica estadistica
utilizada cuando la variable dependiente es categdrica como lo es la especie del alga (Hair,
Anderson, Tatham, & Black, 1999).

Este andlisis permite obtener las funciones discriminantes o variables candnicas discriminantes,
que permitiran “diferenciar” o “discriminar”, de la mejor manera posible, los individuos (algas)
de las tres especies consideradas.
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4. MATERIALES Y METODOS

En el laboratorio de algas marinas de Gracilarias de Panama en Rodman, se han dispuesto
espacios dentro de sus instalaciones para el desarrollo del cultivo in-vitro de algas marinas. Este
laboratorio cuenta con insumos y dispositivos idéneos Fig 5 para realizar las actividades de este
experimento.

Fig 5. Materiales para cultivo in-vitro
Fotos del autor.

En lailustracion Fig 5 encontramos algunos de los materiales que se utilizaron para el desarrollo
del cultivo-in-vitro, estos son: A) Autoclave, B) Balanza digital de precisién, C) Tubo de ensayo,
D) Gradillas, E) Micropipeta, F) Calibrador digital de precision y G) Probeta calibrada

4.1. VARIABLES INDICADORAS DE LA CALIDAD DEL ALGA

El explanto es la unidad experimental de esta investigacion, puesto que son fragmentos de
una ramificacién o talo del alga marina. Al preparar los explantos estos deben tener una forma
cilindrica, su contorno debe ser contorno liso y brillante sin protuberancias o formaciones
evidentes. A los explantos seleccionados para la investigacidn se les son medidas la masa (mg),
el didametro (mm) y el largo (mm) Fig 6. Se experimentaran explantos de tres especies de algas,
dos de ellas del género Kappaphycus alvarezii la primera es de color verde y la segunda es de
color chocolate. Una tercera especie es la Gracilaria blodgettii.
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Fig 6. Medidas de longitud y diametro en un explanto
Foto del autor.

Este trabajo plantea el estudio de la masa la cual es una propiedad intrinseca del explanto y se
expresa en miligramos (mg). Donde, la medida mas generalizara en los estudios de crecimiento
de las algas es la Tasa de Crecimiento y se expresa como el porcentaje de aumento de la masa
por dia (% dia?) (Hurtado et al., 2012) Para calcular la tasa de crecimiento se utiliza la férmula
propuesta por (Sokal, 1995) donde:

Wf/
ln( W-)
TC (% dia™") = f‘ * 100

Teniendo en cuenta que Ws es la masa en gramos (gr) del dia t, W; es la masa inicial y t es el
numero de dias de cultivo.

Por otra parte y puesto que al iniciar el cultivo in-vitro los explantos tienen una forma
practicamente cilindrica, es posible plantear una funcién de densidad (p) a partir de la relacion
de la masa (m) sobre el volumen (V), donde el volumen es calculado con base al
radio (r) = Didametro/2 y la Longitud, donde:

m
V = Zh’ = —
nr P v

Desde otro punto de vista, otra variable a considerar durante el cultivo in-vitro es la
supervivencia de un explanto. Esta variable binaria registra un valor de uno si un explanto esta
vivo, lo cual es su condicién natural el primer dia del experimento. Sin embargo, es posible que
esta condicién cambie en funcién del tiempo, por lo que cada explanto es inspeccionado en
intervalos de 15 dias donde se evalla su textura para considerar su supervivencia. Para percibir
la textura, el explanto es retirado del medio de cultivo sujetdndolo suavemente con unas pinzas,
si su textura se torna viscosa o hueca, se determina que el explanto no sobrevivié al tratamiento
y se registra un valor de cero.
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A. Altura Total
B. Ancho Total

B
Fig 7. Medidas de largo y ancho en un explanto
Foto del autor.

Como se observa en la Fig 7, los explantos desarrollan algunas ramificaciones llamadas apices
durante el transcurso del cultivo in-vitro, el conteo de estos dpices serd registrado en unidades
en periodos de 15 dias. Ademas, se registraran las medidas de extremo a extremo de los
explantos incluyendo los apices, estas medidas son Ancho Total Fig 7A y Altura Total Fig 7B. Estas
dos medidas se registraran en milimetros.

4.2. ESPECIES UTILIZADAS

Con una demanda mundial en crecimiento y gran potencial econémico, las algas marinas
rojas son explotadas debido a la presencia de hidrocoloides (Batista de Vega, 2009) haciendo a
estas fuente importante de materias primas. En esta investigacion se utilizan tres especies de
dos géneros diferentes de algas rojas, el género Gracilaria Fig 8A, y el género Kappaphycus Fig
8B y Fig 8C. A continuacion, se presentan las especies de estas algas marinas y se justifica el
motivo de su eleccidn en el trabajo.

Fig 8 Algas Marinas Rojas
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4.2.1 GENERO GRACILARIA

Las especies del género Gracilaria son algas productoras de agar-agar llamadas agarophytas,
estas, pertenece a la division Rodophyta de la familia Gracilariaceae. Este género se considera
la fuente mas importante de agar-agar aportando aproximadamente el 53% de la produccion
mundial. (Marinho-Soriano & Bourret, 2003). Actualmente, Chile y China paises donde se cultiva
son los mayores productores y exportadores de agar-agar, también lo son Indonesia, Marruecos
y Tailandia quienes estan aumentando su produccion en respuesta al aumento de la demanda
mundial. China es el principal pais productor de Gracilaria con una cosecha reportada en el 2015
de 2.7 millones de toneladas, con un total de 3.9 millones de toneladas producidas a nivel
mundial (Ferdouse et al., 2018). El agar-agar es una sustancia gelatinosa, usado en la industria
alimentaria como espesante, estabilizante y gelificante. Ademads, el agar-agar es utilizado en
laboratorios como sustrato para cultivos de microorganismos en un medio sélido, siendo esta
técnica la utilizada por Robert Kosh para descubrir el bacilo de la tuberculosis (Koch, 1882).

De este género la especie Gracilaria blodgettii Fig 8C es nativa del Caribe de Panam3, y puesto
que representa un papel importante en la economia mundial, es cultivada en las granjas de
Gracilarias de Panamad S.A. Es por este motivo que se selecciond esta especie para el desarrollo
del experimento.

4.2.2 GENERO KAPPAPHYCUS

Las especies del género Kappaphycus son algas rojas productoras de carragena llamadas
carragenophytas, siendo estas, las de mayor importancia econémica mundial (Ferdouse et al.,
2018). La carragena es un polisacarido que es usado como agente de gelificacidn, espesante y
estabilizante, especialmente en productos alimenticios, formulaciones farmacéuticas,
cosmeéticos y aplicaciones industriales como la mineria (Johnson & Gopakumar, 2011). Su cultivo
comercial se origind en filipinas desde 1960 y desde entonces paises como Japdn, Indonesia,
Tanzania, entre otros, han estado cultivando esta especie a gran escala (Johnson & Gopakumar,
2011).

La especie Kappaphycus alvarezii en su variedad verde Fig 8A y chocolate Fig 8B, son
procedentes de la isla Semporna en Malasia. Estas algas fueron llevadas a Panama para su cultivo
con certificado de importacion No 339524 del Ministerio de Desarrollo agropecuario (MIDA). La
especie Kappaphycus alvarezii es una de las utilizadas para la produccién de carragena a nivel
mundial, es por esto por lo que fue seleccionada para el desarrollo del experimento.

4.3. MEDIOS DE CULTIVO

En el experimento a desarrollar, diferentes medios de cultivo serdn utilizados, los cuales son
soluciones que contienen multiples nutrientes. Estas soluciones se combinan con agua de mar
estéril, y se utilizan para permitir la supervivencia y el desarrollo de los explantos de algas
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marinas durante el cultivo in-vitro. Diferentes Medios de Cultivo fueron seleccionados para ser
utilizados en este experimento: AMPEP, AMPEP K* y ALG..

4.3.1 AMPEP y AMPEP K+

AMPEP es el extracto procedente del alga Ascophyllum nodosum, comercializado a nivel
mundial para fines de agricultura. Multiples estudios han evaluado la eficacia de este extracto
como fuente de nutrientes y también como regulador de crecimiento para aumentar la
produccién de la biomasa (Hurtado et al., 2012). Este extracto también es producido en una
variacion que es enriquecida con altos niveles de potasio, esta variacion es llamada AMPEP K*.
El AMPEP K* se ha estudiado en algas marinas, se ha extrapolado el efecto que tiene el potasio
en el desarrollo y crecimiento de las plantas terrestres, el cual estimula un crecimiento
vegetativo temprano (Tibubos et al., 2017).

4.3.2 ALG;

Una nueva fuente de nutrientes es el compuesto que actualmente se denomina como ALG..
Este medio, es objeto de investigacion en GRAPAM, donde se evalla su capacidad como una
nueva fuente de nutrientes. GRAPAM, investiga la combinacién 6ptima de los compuestos de
este medio de cultivo, de manera que permita un buen desarrollo y crecimiento de explantos
de algas marinas. La composicion de este medio aln es mantenida en reserva.

4.4. BIORREGULADORES DE CRECIMIENTO

Los biorreguladores de crecimiento son sustancias ampliamente utilizadas para mejorar el
crecimiento de plantas y algas de interés comercial (Neves, Simioni, Bouzon, & Hayashi, 2015).
Estos estdn presentes en las algas marinas, sin embargo, la adicién de biorreguladores pueden
afectar la capacidad en los procesos fisioldgicos de las algas (Neves et al., 2015).

Se utiliza como biorregulador el 4cido indolacético (IAA), el cual es una auxina natural que regula
diversos procesos del desarrollo vegetal. El IAA es una hormona natural presente en la mayoria
de las plantas. Usualmente el IAA es usado junto a otra hormona natural como lo es la Kenitina
(K). Esta combinacién es llamada IAA+K e induce la divisidn celular, el alargamiento celulary la
formacién de callos en los explantos (Tibubos et al., 2017). Para complementar el biorregulador
de esta investigacion, se utiliza la Espermina (SPM), esta es una poliamina sintética que estimula
el crecimiento y el desarrollo de la forma de las algas marinas (Batista de Vega, 2009).

Puesto que estos compuestos tienen la capacidad para mejorar y estimular el desarrollo de los
explantos, hace que se hayan seleccionado para esta investigacion. El IAA+K y la Espermina, se
han combinado para su uso como biorregulador, utilizando una concentracién de 0.5 ul L' de
IAA+K y 0.5 pl L't de SPM.
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4.5. ESTRUCTURA DEL TRATAMIENTO

En este experimento, se trabajan tres factores cualitativos como los son: la especie del alga,
el medio de cultivo, y el biorregulador. Ademas, como factor cuantitativo y como medida de
tiempo se utilizé el dia. Este factor cuantitativo, permitird identificar el efecto que tienen los
demas factores sobre la masa de los explantos durante el cultivo in-vitro, pues, el efecto de los
factores cualitativos no es inmediato. Dicho esto, se definieron 4 periodos de tiempo de 15 dias
cada uno, en cada periodo, se registrard la masa de cada uno de los explantos. La Tabla 1
describe los niveles especificos de cada factor.

Especie Dia Medio de cultivo Biorregulador
(3 niveles) (4 niveles) (3 niveles) (2 niveles)
.. Dia 1
Kappaphycus a/vareZI.{ chocolate Dia 15 AMPEP ) Con Biorregulador
Kappaphycus alvarezii verde . AMPEP K .
S . Dia 30 Sin Biorregulador
Gracilaria blodgettii Dia 45 LG2

Tabla 1. Factores y niveles de los tratamientos

Cada una de las combinaciones de los niveles de los factores forman un tratamiento, el cual es
aplicado a las unidades experimentales. Esta investigacion propone como estrategia para la
recoleccidon y para el andlisis de los datos un disefio experimental completo. Este disefio
permitira estudiar todos los efectos principales y todas las interacciones sin riesgo a ninguna
confusion.

4.6. REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Este experimento fue realizado en el Laboratorio de algas marinas de GRAPAM, siguiendo las
buenas practicas, protocolos y recomendaciones de seguridad de esta institucion. El proceso del
cultivo in-vitro inicia con la desinfeccidn y esterilizado de las algas madres, luego, se prepara el
experimento incluyendo los medios de cultivo y los explantos, posteriormente se desarrolla el
cultivo in-vitro de estos explantos durante 45 dias. Este paso a paso se describe a continuacion.

4.6.1 DESINFECCION Y ESTERILIZADO

Para su uso en el laboratorio, el agua de mar que fue recolectada es filtrada con papel de
filtro grado 4 cuyo tamafio de poro esta entre 20-25 um, posteriormente esta agua pasa por un
proceso de esterilizacidn donde utilizando una autoclave Fig 5A que somete esta agua a alta
presion, una vez terminado el proceso de autoclave, el agua de mar se expone por 24 horas a
luz ultravioleta (UV), manteniéndola a una temperatura ambiente de aproximadamente 25
grados Celsius. Al finalizar el proceso de esterilizacion, y utilizando un medidor de pH se registra
un valor de 7 lo cual indica que esta solucidn es neutral, de manera similar y con la ayuda de un
salindbmetro se registra una salinidad del agua de 30 psu.
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Las algas madre también pasan por un proceso de desinfeccion, donde utilizando el agua de mar
esterilizada son lavadas con una solucién jabonosa que elimina microorganismos y organismos
que vienen con ellas del mar. Las algas son enjuagadas para luego disponerlas en tanques con
agua de mar estéril, es alli, donde inician un proceso de aclimatacién, al tercer dia son
seleccionados los talos mas saludables que se utilizaran en el experimento.

4.6.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Dentro del area limpia en el laboratorio, se disponen 3 recipientes estériles para la
preparacion de los medios de cultivo, cada recipiente tiene una capacidad de 1000 mililitros
(ml). Estos recipientes son llenados con agua de mar estéril y con la ayuda de una probeta
calibrada Fig 5G, se disuelven en uno de estos recipientes 5 mililitros (ml) de AMPEP, luego en
otro recipiente se disuelven 5 mililitros (ml) de AMPEP K*, finalmente en el ultimo recipiente se
disuelven 2.6 mililitros (ml) de LG,. Cada uno de estos recipientes son marcados para su correcta
identificacion. En la misma area se preparan en gradillas Fig 5D 180 tubos de ensayo Fig 5C. Estos
tubos de ensayo fueron previamente esterilizados en el autoclave Fig 5A, donde cada uno de
estos tubos de ensayo tienen una capacidad maxima de 15 ml. Con la ayuda de jeringas estériles
calibradas, 60 tubos de ensayo son llenados con 10 mililitros (ml) del medio de cultivo AMPEP,
otros 60 tubos de ensayo son llenados con 10 mililitros (ml) del medio de cultivo AMPEP K* y los
ultimos 60 tubos de ensayo son llenados con 10 mililitros (ml) del medio de cultivo ALG,. Cada
tubo de ensayo es marcado con una etiqueta que corresponde al medio de cultivo, (A) para
AMPEP, (AK) para AMPEPK y (ALG,) para LG..

4.6.3 PREPARACION DEL EXPERIMENTO

Los talos de las algas seleccionados para el experimento Fig 9A Kappaphycus alvarezii
chocolate, Kappaphycus Alvarezii verde y Fig 9C Gracilaria blodgettii, son cortados con cuchillas
de aluminio estériles. Dado que es complicado cortar con precisién, los valores finales de la
longitud oscilan entre 3 y 4 milimetros, cada una de estas fracciones son llamados explantos y
se seleccionan al azar 60 de cada especie.

Fig 9. Explantos en el dia 1 del experimento

Utilizando un calibrador digital de alta precisién Fig 5F (resolution:0.1mm Accurancy:+0.2mm),
se mide y se registra el largo y ancho en milimetros (mm) de cada uno de estos explantos, luego
los explantos son pesados en una balanza de precision Fig 5B y se registra su masa en miligramos
(mg), inmediatamente cada explanto se dispone en un tubo de ensayo Fig 5C con medio de
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cultivo. De cada especie, 20 explantos se disponen en AMPEP, 20 explantos se disponen en
AMPEP K*y 20 explantos se disponen en ALG..

Los tubos de ensayo que contienen explantos con la especie Gracilaria blodgettii se marcan con
la letra (G), los tubos de ensayo que contienen explantos de la especie Kappaphycus alvarezii de
variedad verde se marcan con las letras (K.V.) y por ultimo los tubos de ensayo que contienen
explantos de la especie Kappaphycus alvarezii de la variedad chocolate se marcan con las letras
(K.C.). Se seleccionan al azar de cada especie y de cada medio de cultivo 10 tubos de ensayo, a
estos tubos de ensayo y utilizando una micropipeta se le adiciona 0.5 pl de acido indolacético
con kenitina (IAA+K) y 0.5 ul de Espermina (SPM). Estos tubos de ensayo se les agrega una marca
de (+) que indica que tienen biorregulador. Posteriormente a cada tubo de ensayo es tapado
con parafina, y se le asigna un numero de entre 1 a 10 el cual permitira identificar al explanto
durante todo el experimento.

Fig 10. Tubos de ensayo con explantos

Como se observa en la Fig 10, los explantos permanecen en sus tubos de ensayo dispuestos en
gradillas dentro de incubadoras con temperatura entre 25 — 30 °C, y humedad entre 60y 75 %,
Esta incubadora se mantiene iluminada por 2 tubos LED con irradiancia de 118 pmol m2sten
fotoperiodos de 13 horas de luz y 11 horas de oscuridad.

4.6.4 DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

Los explantos que fueron dispuestos en los tubos de ensayo con su correspondiente
tratamiento, permanecen en la incubadora por 45 dias. Sin embargo, cada 24 horas son
levemente agitados para evitar la sedimentacién en el medio de cultivo. Durante el trascurso
del cultivo, en los dias 15, 30 y 45, se efectia una renovaciéon del medio de cultivo, esta
renovacion se realiza como fue descrito en el apartado 4.6.2, ademas, se utilizan nuevos tubos
de ensayo esterilizados, también se incluye el biorregulador a aquellos tratamientos que
corresponde. Cuando el explanto es trasladado de tubo de ensayo, se sujeta suavemente con
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unas pinzas, si la textura del explanto es viscosa o hueca, se determina que el explanto no
sobrevivid al tratamiento y este es retirado del experimento, de lo contrario, los explantos vivos
son pesados en una balanza de precisidon, se registra la masa y el nUmero de apices que han
desarrollado, luego son depositados en un nuevo tubo de ensayos con su correspondiente
tratamiento.

Fig 11. Explantos en el dia 45

Al llegar el dia 45, se finaliza la primera fase del cultivo. Posteriormente, los explantos se
preparan para ser dispuestos a una segunda fase. Esta nueva fase se realiza en exteriores fuera
del laboratorio, donde los explantos se preparan a condiciones ambientales naturales. En la Fig
11 se observan los explantos en el dia 45 del cultivo in-vitro, donde la especie Gracilaria
blodgettii Fig 11A ha desarrollado 4 apices, la especie Kappaphycus alvarezii verde Fig 11B ha
desarrollé un apice y la especie Kappaphycus alvarezii chocolate Fig 11C también desarrollé un
apice durante el cultivo in-vitro.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

En primer lugar, se llevé a cabo el tratamiento descriptivo de las variables de interés (Longitud,
Didmetro y Masa del explanto) correspondientes al primer dia de aplicacién de los tratamientos
ensayados en los explantos disponibles. Este andlisis busca resaltar las caracteristicas mas
relevantes de las observaciones, sintetizdndolas en un conjunto reducido de parametros
numéricos (parametros de posicidn, dispersion, asimetria y curtosis) y de representaciones
graficas adecuadas.

El andlisis descriptivo multivariante presentado en esta seccidn se ha realizado para cada una de
las tres especies de algas consideradas (Kappaphycus alvarezii chocolate, Kappaphycus alvarezii
verde y Gracilaria blodgettii) y sobre la totalidad de los explantos disponibles (180 explantos, 60
de cada especie).

Seguidamente, en el apartado 5.1.1 se presentan diferentes tablas con los valores de los
pardmetros descriptivos mas relevantes obtenidos a partir de los explantos de cada una de las
tres especies consideradas. El apartado 5.1.2 hace una reflexion sobre la presencia de datos
atipicos detectados en los explantos pertenecientes a cada una de las tres especies de alga
analizadas. Los dos ultimos apartados de esta seccién se destinan al estudio de la evolucién de
la masa de los explantos y de su supervivencia (Apartado 5.1.3), y el apartado 5.1.4 describe la
tasa de crecimiento de los explantos, otra de las variables respuesta de interés analizadas en
este trabajo.

En segundo lugar, en el apartado 5.2. Se propone el andlisis discriminante como técnica de
clasificacidon de la especie a la cual pertenece un explanto de alga marina. Esta técnica utiliza
como variables predictoras medidas sencillas como lo son la masa, el diametro y la longitud de
un explanto, estas medidas fueron tomadas en el dia 1 del experimento ya que en este dia los
explantos aun no han sido afectados por los tratamientos aplicados.

Posteriormente, se utilizan técnicas de analisis multivariante con las cuales se busca explicar en
el apartado 5.3. el efecto que tienen sobre la masa los factores experimentados, este analisis
utiliza el ANOVA vy la regresion multiple, las cuales permiten modelar este efecto en funcién a
los factores como lo son la especie del alga, los medios de cultivo, el uso o no de biorregulador
y el tiempo. Luego, en el apartado 5.4. se analiza la tasa de crecimiento de la masa. La tasa de
crecimiento es propuesta como indicador del efecto que tiene en la masa los tratamientos por
multiples publicaciones de diferentes autores, este analisis utiliza las mismas técnicas
empleadas en el analisis de la masa.

Finalmente, en el apartado 5.5. se realiza un analisis de la supervivencia utilizando un modelo
logistico. Este analisis pretende identificar el efecto que tienen los factores como lo son la tasa
de crecimiento del dia 15, el medio de cultivo, la especie del alga y el biorregulador, con relacidn
a la probabilidad de supervivencia de los explantos en el cultivo in-vitro.
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5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

Los datos registrados el primer dia del experimento, son aquellos en el que los explantos no
han sido afectados por algun tratamiento, de estos datos, se realizé un andlisis descriptivo. Este
analisis, permite observar y representar indicadores estadisticos para entrar en materia,
también permite tener una idea del orden de magnitud de las variables y posibles anomalias.
Los registros de la masa, el largo y el ancho del explanto se sintetizan y representan mediante
sus respectivas graficas.

5.1.1 PARAMETROS DESCRIPTIVOS

Se busca destacar las caracteristicas mas relevantes de las medidas registradas en el dia 1 de
los explantos. Estas medidas son la masa (mg), el didametro y la longitud (mm). Estas medidas se
sintetizardn en parametros de posicidn, dispersidon, asimetria y curtosis, junto con
representaciones graficas adecuadas. Para esto se disponen de los datos del primer dia del
cultivo in-vitro que corresponden a 180 explantos de tres especies de algas marinas
(Kappaphycus alvarezii chocolate, Kappaphycus alvarezii verde y Gracilaria blodgettii) de los
cuales hay 60 explantos de cada especie.

El primer dia del cultivo in-vitro los explantos tienen una forma cilindrica. Con el paso de los dias,
esta forma cilindrica deja de ser definida, esto causa inconsistencias al tomar las medidas de el
didmetro y la longitud. Estas medidas varian de acuerdo con el punto de medicidn, por lo que
no se registran para los siguientes dias del experimento.

Para tener una perspectiva global de las variables explicativas, la Tabla 2 registra para la longitud,
didmetro y masa los parametros descriptivos como lo son: la media, la mediana, la desviacion
estandar y el rango de cada una de las especies experimentadas.

Kappaphycus Kappaphycus Gracilaria
alvarezii chocolate alvarezii verde blodgettii
Numero de explantos 60 60 60
Longitud Media 3.9 3.94 3.73
Mediana 3.8 3.9 3.7
Desviacion estandar 0.44 0.50 0.45
Rango 3.0-5.3 29-5.1 2.8-49
Diametro Media 3.48 4.28 1.91
Mediana 3.5 4.2 1.9
Desviacion estandar 0.41 0.71 0.25
Rango 24-43 3.2-5.9 1.3-2.6
Masa Media 38.9 65.57 11.63
Mediana 39 60 11.5
Desviacion estandar 9.68 25.9 2.83
Rango 18-72 35-144 6—-18

Tabla 2 Tabla de medias dia 1 de longitud, diémetro y masa
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Se espera identificar si los conjuntos de datos del dia 1 de la masa, longitud y didmetro de las
especies involucradas en esta investigacién tienen una distribucién normal. Para esto se
describen en la Tabla 3 los parametros de asimetria y de curtosis que son evaluados mediante
los estadisticos de sesgo y curtosis estandarizados.

Kappaphycus Kappaphycus Gracilaria

alvarezii chocolate alvarezii verde blodgettii
Longitud Sesgo Estandarizado 1.99 0.38 0.98
Curtosis estandarizada 0.77 -0.74 0.06
Diametro Sesgo Estandarizado -1.66 2.08 -0.12
Curtosis estandarizada 1.52 -0.57 0.37
Masa Sesgo Estandarizado 2.32 2.84 -0.29
Curtosis estandarizada 2.47 0.45 -0.43

Tabla 3. Parametros de asimetria y de curtosis

5.1.1.1 Distribucidn de la longitud

En la Tabla 3 podemos observar que las 3 especies, Kappaphycus alvarezii chocolate,
Kappaphycus alvarezii verde y Gracilaria blodgettii para la variable longitud tienen su coeficiente
de asimetria y curtosis estandarizadas entre el rango de -2 y 2 esto indica que los datos de la
longitud para las 3 especies son simétricos y se comportan como una distribucién normal.

5.1.1.2 Distribucion del Diametro

Las especies, Kappaphycus alvarezii chocolate y Gracilaria blodgettii para la variable Didmetro
tienen su coeficiente de asimetria y curtosis estandarizadas entre el rango de -2 y 2, esto indica
que los datos de la longitud para las 2 especies son simétricos y forman una curva normal. Sin
embargo, la especie Kappaphycus alvarezii verde tiene un coeficiente de asimetria de 2.08 el
cual poco dista de 2 y puede considerarse que no es una asimetria marcada, su curtosis
estandarizada -2 < -0.57 < 2 indica que la distribuciéon de sus datos tendra la curtosis de una
normal.

5.1.1.3 Distribucion de la masa

La Especie Kappaphycus alvarezii chocolate tiene en su masa un coeficiente de asimetria de
2.32>2 y una curtosis estandarizada de 2.47 >2 es decir tiene una asimetria positiva
presentando una cola alargada hacia la derecha y definiendo a este conjunto de datos como
leptocurtico. La Especie Kappaphycus alvarezii verde su coeficiente de asimetria es 2.84>2y
una curtosis estandarizada de -2 < 0.45 < 2 es decir tiene una asimetria positiva presentando
una cola alargada hacia la derecha sin embargo la curtosis es normal. La Especie Gracilaria
blodgettii su coeficiente de asimetria es -2 < -0.29 < 2 y una curtosis estandarizada de -2 <-0.43
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< 2 es decir, estos datos se pueden considerar normales tanto por su simetria como por su
curtosis.

En general los datos del dia 1 de la masa presenta distribuciones asimétricas positivas para las
especies Kappaphycus alvarezii y Gracilaria blodgettii por lo que se necesitard para su andlisis
una transformacién logaritmica que comprime los valores altos y expanden los pequefos.

5.1.2 DATOS ATIiPICOS DEL DIA 1

El diagrama de Caja y bigotes es una representacion del conjunto de datos. La caja
comprende el 50% de los valores centrales de los datos, la linea central corresponde a la
mediana y los bigotes representan aquellos valores considerados “normales”. Los valores
extremos que difieren cambios del cuartil mas préximo en mas de 1.5 veces el intervalo
intercuartilico se grafican como puntos aislados por considerar que pueden corresponder a
datos andmalos (Romero Villafranca & Zunica Ramajo, 2013).

Datos atipicos de la masa

A) Kappaphycus alvarezii chocolate B) Kappaphycus alvarezii verde C) Gracilaria blodgettii
80 160 19 .
70 s 140 17
- 60 - 120 g 15
£ 50 £ 100 = 13
g g 3
w40 w80 g 11
= 39 Z 60 9
20 40
10 20

Fig 12. Caja y bigotes masa (mg)

La Especie Kappaphycus alvarezii chocolate en la figura Fig 12A muestra un dato atipico que
corresponde a la observacién 34 que es un explanto de masa de 72 mg ancho 4.3 mm y largo
4.4 mm, se verifica en el registro de datos comprobando que estos son correctos, sin embargo
el largo de este explanto tiene un largo y ancho inusualmente mayor a los otros explantos
haciendo de este un explanto con mayor masa. En la especie Gracilaria blodgettii el dato atipico
corresponde a la observacidn 124 la cual pertenece a un explanto que tiene un peso de 18 mg,
un didmetro de 2.2 mm y una longitud de 3.9 mm también se verifica el registro de los datos
para comprobar que estos sean correctos.
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Datos atipicos de la Longitud

A) Kappaphycus alvarezii chocolate B) Kappaphycus alvarezii verde C) Gracilaria blodgettii
55 55 55
L]
5 5 5 o
[+7:] [+7:] [+7:]
E 45 E 45 E 45
: 4 : 4 : 4
s 35 s 35 s 35
- - -
3 3 3
2,5 2,5 2,5

Fig 13. Caja y bigotes Longitud (mg)

La longitud de un explanto es una variable cuyo resultado depende de la intervencion del
experimentador. Los datos atipicos Fig 13 corresponden a imperfecciones del corte realizado, el
dato atipico en la especie Kappaphycus alvarezii chocolate Fig 13A corresponde a la observacion
20 de un explanto cuyo largo es de 5.3 mm, el dato atipico de la especie Gracilaria blodgettii Fig
13C corresponde a la observacién 180 de un explanto cuyo largo es de 4.9 mm.

Datos atipicos del diametro

A) Kappaphycus alvarezii chocolate B) Kappaphycus alvarezii verde C) Gracilaria blodgettii
45 6,5 3
4 6 °
g g 5,5 g 2,5
3 35 = =
= z 40 = ?
‘w3 w4 ‘@
5 5 5
— - 3,5 - 1.15
25 8 3 .
2 2,5 1

Fig 14. Caja y bigotes didmetro (mg)

La especie Gracilaria blodgettii Fig 14C tiene como datos atipicos la observacion 169 con un valor
de 1.3 mm vy la observacién 140 con un valor de 2.6 mm. En la especie Kappaphycus alvarezii
chocolate Fig 14A encontramos como datos atipicos en el didmetro la observaciéon 20 con un
valor de 2.4 mm y la observacién 36 con un valor de 2.5 mm. Estos datos atipicos se revisan en
el set de datos verificando que su registro fue correcto y puesto que estan identificados, se
realizard un especial seguimiento de estos explantos en los analisis posteriores.

5.1.3 SUPERVIVENCIA Y EVOLUCION DE LA MASA

Para describir la evolucién de la masa en funcién al tiempo al igual que la supervivencia se
presentan los siguientes graficos que describen este comportamiento para cada una de las
especies estudiadas.

26



A) Masa promedio por especie B) Supervivencia de explantos por especie

68,0
65,6

0 | 8 60—

45,2

15 0 a5
Kappaphycus Alvarezii chocolate Kappaphycus Alvarezii verde ——Gracilaria blodgettii
Fig 15. Masa promedio de los explantos

Se observa en la Fig 15A el promedio de la masa para cada una de las especies en funcién al
tiempo, donde se observa una tendencia de la masa a aumentar a medida que pasan los dias,
incluso cuando el nimero de explantos que han sobrevivido a los tratamientos disminuye en
funcién del tiempo Fig 15B. Al finalizar el cultivo in-vitro se obtuvieron en total 618
observaciones de 72 tratamientos experimentados. En la Tabla 4 se encuentra el resumen del
conteo de estas observaciones discriminadas por cada uno de los factores:

Especie de alga Medio de cultivo Biorregulador
DIA Total
KaVv KaC GB A AK ALG: | (B+) (B-)
1 60 60 60 60 60 60 90 90 180
15 57 59 60 60 60 56 88 88 176
30 48 47 45 56 59 25 74 66 140
45 38 43 41 51 55 16 65 57 122
Total 203 209 206 227 234 157 317 301 618

Tabla 4 Observaciones del cultivo in-vitro

El dia 1 corresponde al inicio del experimento se registran 180 observaciones, el dia 15 y el dia
30 se obtienen 176 y 140 observaciones respectivamente, al finalizar el experimento en el dia
45 se registran 122 observaciones.

Las observaciones por especie de alga fueron las siguientes: para la especie Kappaphycus
alvarezii chocolate (KaC) se registran 209 observaciones, la especie Kappaphycus alvarezii verde
(KaV) registra 203 observaciones y la especie Gracilaria Blodgettii (GB) registra 206
observaciones. Las observaciones de los medios de cultivo fueron: para el AMPEP (A) 227
observaciones, para el AMPEP K* (AK) 234 observaciones y el medio de cultivo ALG; (ALG,)
registro 157 observaciones. Los tratamientos que utilizaron biorregulador (B+) registran 317
observaciones y los tratamientos que no utilizaron biorregulador (B-) registran 301
observaciones.

De manera preliminar se puede identificar que las tres especies muestran una evolucidn positiva
de la masa promedio en funcién al tiempo, incluso cuando ha disminuido el nimero de explantos
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y solo han sobrevivido 178 al final del cultivo in-vitro. En esta investigacion, los explantos
sobrevivientes al cultivo in-vitro equivalen alrededor de un 60% del total de los explantos que
iniciaron el experimento. Siendo habitual encontrar este porcentaje de supervivencia en los
cultivos in-vitro en laboratorios.

5.1.4 TASA DE CRECIMIENTO

La Tasa de Crecimiento, TC, es evaluada generalmente por los investigadores de algas marinas,
como indicador del efecto que tiene sobre la masa un tratamiento experimentado. En el
contexto de esta investigacion, el dia 45 del cultivo in-vitro se calcula la tasa de crecimiento TC
para los explantos que han llegado vivos a este momento. Este indicador expresa el promedio
de la diferencia entre el peso inicial y el peso final del explanto en el tiempo, como un porcentaje
respecto al peso del primer dia. en cuanto a un porcentaje del primer valor.

Especie Casos TCD (%) Medio Casos TCD (%) Bio | Casos | TCD (%)
Sl 10 0.36
. , AMPEP 20 0.37 NO 10 037
appapnycus sI 10 0.38
alvarezii 43 0.15 AMPEP K* 18 0.35
NO 8 0.33
chocolate Sl 5 0.50
ALG2 5 -0.27 NO 3 0.05
Sl 6 0.28
AMPEP 12 0.27 NO 6 026
Kappaphycus si 9 0.05
.. . .
alvarezii 38 0.04 AMPEP K 19 0.10 NO 10 016
verde sl 5 2031
ALG2 7 -0.25 NO 5 0.19
Sl 10 1.22
AMPEP 19 1.22 NO 9 123
Gracilaria . Sl 10 0.50
blodgettii 41 0.71 AMPEP K 18 0.48 NO 3 047
Sl 3 0.66
ALG2 4 0.43 NO 1 019

Tabla 5. Tasa promedio de crecimiento diario

En general la TC promedio es de 0.30% es la media ponderada para el total de los 122
explantos 122, de los cuales 43 y 38 pertenecen a la especie Kappaphycus alvarezii chocolate y
verde respectivamente y 41 de la especie Gracilaria blodgettii. La especie con la mayor TC
promedio fue de la Kappaphycus alvarezii chocolate con 0.16 % y 43 explantos. También se
calcula la TC promedio agrupada por especie y medio de cultivo donde la mayor tasa de
crecimiento diario la encontramos en la Gracilaria blodgettii tratada con AMPEP con una TC de
1.22%y 19 explantos. Teniendo en cuenta la definicidn de la variable TC, las tasas de crecimiento
diario mayores a cero indican que durante el cultivo in-vitro los explantos han ganado masa
progresivamente, y las tasas de crecimiento diario negativas indican que estos explantos han
disminuido su peso progresivamente durante el cultivo in-vitro.
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5.2. CLASIFICACION DE LAS ESPECIES

Los pardmetros ambientales del agua de mar, tales como la, temperatura, el pHy la salinidad,
son la causa de que las algas marinas experimenten cambios o variaciones tanto en su color
como en su estructura (Hayashi et al., 2011). Dado que esta variacién pudiera generar confusion
a una persona que carezca de considerables conocimientos en taxonomia de algas marinas, se
desea proponer en este trabajo un procedimiento econémico y sencillo para identificar la
especie a la que pertenece un fragmento de alga o explanto. Aunque limitado a esta
investigacion, se plantea definir una estrategia que pueda utilizarse para clasificar la especie de
un alga marina. para esto, se han utilizado explantos de algas marinas de los que se ha registrado
su longitud (mm), didmetro (mm) y masa (mg), variables sencillas de medir sin necesidad de
ningun equipo especializado. Con este objetivo, se ha llevado a cabo un Andlisis discriminante,
utilizando como variable de clasificacion la Especie a la que pertenecen los explantos. Como dato
de interés a mencionar, las algas que se utilizaron como donadoras de explantos en esta
investigacion estuvieron cultivadas en una salinidad promedio de 30 psu.

A partir de este analisis, se obtienen las funciones discriminantes o variables candnicas
discriminantes (esto es combinaciones lineales de las variables primitivas, incorrelacionadas
entre si dentro de grupos), que permitiran “diferenciar” o “discriminar”, de la mejor manera
posible, los individuos (algas) de las tres especies consideradas.

Funcién GL Porcentaje Correlacién Lambda de Valor-p
Discriminante Relativo Canonica Wilks

1 10 93.35 0.91807 0.113728 0.0000
2 4 6.65 0.52566 0.721423 0.0000

Tabla 6 Funciones discriminantes del andlisis discriminate para la variable Especie

En la Tabla 6 encontramos que la primera funcidn discriminante tiene un porcentaje de varianza
relativo de 93.35% mientras que la segunda funcién discriminante solo es capaz de explicar el
6.65% de la varianza de los datos, sin embargo el valor-P de ambas funciones discriminantes es
inferior a 0.05 (P-value < 0.05) con lo cual ambas funciones discriminantes son estadisticamente
significativas con un 95% de confianza.

La correlacién candnica de la primera funcién (0.91807) estd mas proxima a uno (1) que la
segunda funcién (0.52566) y de manera analoga, la Lambda de Wilks de la primera funcidn
(0.113728) esta mas proxima a cero que la segunda funcién (0.723686), lo cual es indicativo que
la primera funcién discriminante es capaz de separar mucho mejor los datos que la segunda
funcién como se puede observar en la Fig 16.
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Fig 16. Graficas de funciones discriminantes

La Fig 16 nos muestra el diagrama de dispersion de las funciones discriminantes y permite la
visualizacién de que tan bien las funciones separan los datos. Esta imagen representa la
puntuacion candnica discriminante de cada uno de los datos respecto a las dos funciones
discriminantes. En el grafico, las puntuaciones relativas a cada especie son representadas con
un color diferente. También se ha representado los centroides de los tres grupos.

Coeficientes Estandarizados Coeficientes sin estandarizar

1 2 1 2
MASA (gr) -1.45313 2.3648 -90.5592 147.375
DIAMETRO (mm) 2.0859 -1.48135 4.19784 -2.98119
LARGO (mm) 0.471572 -0.807342 1.01058 -1.73013
CONSTANTE -13.9115 10.5737

Tabla 7 Coeficientes de las funciones discriminantes

En la Tabla 7 los coeficientes estandarizados permiten identificar las variables que tienen mayor
influencia en cada una de las dos funciones discriminantes. Asi se puede observar que en la
primera funcién, el ancho (mm) tiene mayor peso con un coeficiente de (2.0859), mientras que
en la segunda funcién, la masa (gr) presenta un coeficiente de mayor magnitud (2.3648). Los
coeficientes sin estandarizar se utilizan para calcular la puntuacién candnica discriminante de
cada uno de los datos de la muestra.

La primera funcién discriminante separa la especie Gracilaria blodgettii de las Kappaphycus
alvarezii, y la diferencia entre ambas especies estriba en el didametro de sus explantos, siendo
los explantos de la especie Gracilaria blodgettii muchos mas delgados que los explantos de las
especies Kappaphycus alvarezii verde y chocolate. Dicho esto, la segunda funcién, con un menor
poder discriminante, intenta separar entre las dos variedades de la especie Kappaphycus
alvarezii, aunque la especie Gracilaria queda en una posicidon intermedia confundiéndose
algunas observaciones con valores bajos para esta funcidn de la especie Kappaphycus alvarezii
chocolate y otras, las que presentan valores algo mas elevados, con las verdes.

30



La diferencia entre ambos tipos de Kappaphycus alvarezii estriba en que las verdes presentan
valores mds elevados de la masa que las chocolate y en consecuencia estas ultimas presentan
explantos con mayor diametro.

Grupo 1 2

Kappaphycus alvarezii chocolate 1.10295 -0.815046
Kappaphycus alvarezii verde 2.09399 0.662381
Gracilaria blodgettii -3.19695 0.152666

Tabla 8 Centroides de los grupos de las funciones discriminante

En la Tabla 8 podemos observar las coordenadas de cada uno de los tres centroides de los
grupos. Estos centroides representan la puntuacién candnica discriminante de los vectores
medios de las tres variables consideradas para los explantos de cada una de las tres especies
analizadas.

Las funciones de clasificacidon se utilizan para predecir el nivel de la especie. Estas funciones de
clasificacion estan formadas por los coeficientes de la Tabla 9.

Kaprf.aphycus Kappaghycus Gracilaria blodgettii
alvarezii chocolate alvarezii verde
Longitud 49,222 47,6673 43,2023
Diametro 94,2479 94,0036 73,3126
Masa -2,97372 -2,84574 -2,44171
CONSTANTE -203,203 -202,84 -137,335

Tabla 9. Coeficientes de la Funcion de Clasificacion para la Especie

La operatividad de estas funciones de clasificaciéon consiste en sustituir para un explanto
determinado los valores de las variables explicativas por los observados en dicho explanto en
cada una las tres funciones de clasificacién obtenidas. El valor resultante mas elevado apuntara
a la especie mas probable de pertenencia del explanto. Por tanto, las funciones de clasificacion
se utilizan para determinar a cual de las tres especies consideradas es mas probable que
pertenezca un explanto que se desea clasificar.

Kappaphycus Kappaphycus Gracilaria
alvarezii chocolate alvarezii verde blodgettii
Kappaphycus alvarezii chocolate >3 3 2
91.67% 5.00% 3.33%
Kappaphycus alvarezii verde 21 39 0
35.00% 65.00% 0.00%
Gracilaria blodgettii 0.000% 0.000% 1006.80%

Tabla 10 Comprobacion de la clasificacion
La Tabla 10 muestra el resultado de usar la regla de clasificacién para asignar los explantos

analizados a determinada especie. Cada fila de la tabla muestra los resultados de la clasificacidn
para los casos que pertenecen a un grupo en particular, mientras que las columnas muestran la
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frecuencia con la que los explantos fueron clasificados como pertenecientes a cada grupo. Asi,
de los 60 explantos de la especie Kappaphycus alvarezii chocolate, 55 explantos (91.67%) fueron
correctamente clasificados, 3 explantos (5.00%) fueron clasificados como Kappaphycus alvarezii
verde y 2 explantos (3.33%) como Gracilaria blodgettii. De similar manera, para los 60 explantos
de la especie Kappaphycus alvarezii verde, 39 explantos (65.00%) fueron clasificados
correctamente y 21 explantos (35.00%) fueron clasificados como Kappaphycus alvarezii
chocolate. Finalmente, todos los 60 explantos (100.00%) de la especie Gracilaria blodgettii
fueron clasificados correctamente.

Como el tamaiio de los tres grupos es el mismo (60 explantos de cada una de las tres especies),
la probabilidad de que un explanto pertenezca a una especie es la misma (probabilidad de
pertenencia “a priori” es 0,33). Como resultado del procedimiento utilizado, el porcentaje de
explantos correctamente clasificados fue de un 85.56%.

Preliminarmente y siendo no mas que una obviedad, los géneros Gracilaria y Kappaphycus son
morfoldgicamente diferentes, donde la especie Gracilaria blodgettii es significativamente mas
delgada, sin embargo, entre las variedades de una misma especie puede existir diferencias,
como se comprobd con la Kappaphycus alvarezii verde y chocolate, siendo la especie
Kappaphycus alvarezii verde en general mas ancha y pesada que la chocolate. Futuras
investigaciones podrian cuantificar la cantidad de carragena en un explanto y comprobar si
difiere entre variedades de una misma especie.

Como se habia mencionado, esta clasificacion estd delimitada a las tres especies utilizadas en
esta investigacion. Sin embargo, se plantea proponer esta estrategia de clasificacion para que la
industria de las algas marinas tenga alternativas para clasificar las especies de interés cuando
estas puedan ser similares entre si. Esto permitiria brindar tanto a cultivadores como a
compradores un método fiable y barato de conocer las especies de su interés.

En algunos casos hay algas cuyas caracteristicas morfoldgicas no son tan definidas como las
utilizadas en este experimento y por lo tanto el registro de las medidas del didametro y longitud
de los explantos no se puede obtener facilmente. Para estos casos, se puede proponer el uso de
un picémetro con el fin de obtener el volumen de los explantos. Esta nueva medida, volumen,
puede ser utilizada junto con la masa, como variables para la clasificacion de la especie de algas
marinas.

5.3. EFECTO SOBRE LA MASA

Se estudiara el efecto que tiene la especie, el medio de cultivo, el biorregulador y el tiempo
transcurrido sobre la masa y sobre la tasa de crecimiento de los explantos. Se espera determinar
no solo si cada uno de los factores influye en la respuesta, sino también si hay una interaccién
significativa entre ellos.
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5.3.1 ANALISIS DE LA VARIANZA

El andlisis de la varianza, nos permitira identificar la posible existencia de efectos significativos
en la masa de los explantos, de los factores controlados del experimento y de sus interacciones.
La masa la cual es expresada en miligramos (mg), fue obtenida utilizando una balanza de
precision en intervalos de 15 dias, durante todo el cultivo in-vitro. Con el fin de garantizar la
hipétesis de normalidad de la variable de la masa y con ello la del error, se ha realizado una
transformacién logaritmica para comprimir los valores altos y expandir los pequeiios, esto se
debe a que los datos registrados de la masa presentan una distribucidon asimétrica positiva. Los
factores considerados en este analisis son los siguientes:

Especie de alga marina (A:Especie),
Medio de Cultivo (B:Medio),
Biorregulador (C:Biorregulador) y
Dia (D:Dia)

P wnNPE

Ya que intervienen varios factores se quiere conocer si existen interacciones entre estos y si
estas interacciones tienen un efecto significativo en la masa. La interaccion de orden superior
seleccionada es la combinacidn de los cuatro factores:

e A: Especie - B: Medio - C: Biorregulador - D: Dia

Las demas interacciones incluidas en este estudio son:

: Especie -B: Medio

: Especie - C: Biorregulador

: Especie - D: Dia

: Medio - C: Biorregulador

: Medio - D: Dia

: Biorregulador - D: Dia

: Especie - B: Medio - C: Biorregulador
: Especie - B: Medio - D: Dia

: Especie - C: Biorregulador - D: Dia

°
W > > > 0O WL w > > >

: Medio - C: Biorregulador - D: Dia

Asumiendo que, a mayor masa, mayor cantidad de hidrocoloides pueden ser extraidos de las
algas marinas, se espera encontrar la combinacidn dptima de los factores que permita realizar
el cultivo in-vitro en el tiempo propuesto de 45 dias, y que maximice la cantidad de masa en los
explantos.
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Para determinar el nivel de significacién en el analisis de la varianza, se toma como riesgo de
primera especie un 5%, donde 0=0.05. Posteriormente, se realiza un ANOVA multifactorial con
todos los factores e interacciones hasta de cuarto orden. La Tabla 11 ANOVA Multifactorial
descompone la variabilidad de la masa (mg) en contribuciones debidas a los factores y sus
interacciones. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo lll, la contribucién de cada
factor se mide eliminando los efectos de los demds factores.

Teniendo en cuenta que por lo general las interacciones de orden superior a dos se presentan
poco en la practica (Romero Villafranca & Zunica Ramajo, 2013), lo cual podemos comprobar en
nuestro analisis, donde las interacciones triples y cuddruple no tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la masa. Tomando esto en consideracién, se retiran del
ANOVA estas interacciones triples y cuadruples, ademds de las interacciones dobles
Biorregulador-Dia, Especie-Biorregulador y Especie-Dia, las cuales tampoco son
estadisticamente significativas. El resultado de esta simplificacidon se observa en la Tabla 12.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razdn-F Valor-P
A:Especie 198,01 2 99,0063 1007,51 0,0000
EFECTOS B:Medio 1,96 2 0,9781 9,95 0,0001
PRINCIPALES C:Biorregulador 0,20 1 0,1971 2,01 0,1573
D:Dia 1,95 3 0,6496 6,61 0,0002
AB 1,55 4 0,3863 3,93 0,0037
AC 0,35 2 0,1763 1,79 0,1672
AD 0,70 6 0,1167 1,19 0,3111
BC 0,69 2 0,3461 3,52 0,0302
BD 1,14 6 0,1892 1,93 0,0748
INTERACCIONES CD 0,02 3 0,0068 0,07 0,9761
ABC 0,59 4 0,1484 1,51 0,1979
ABD 1,02 12 0,0853 0,87 0,5802
ACD 0,13 6 0,0225 0,23 0,9673
BCD 0,01 6 0,0023 0,02 0,9999
ABCD 0,17 12 0,0144 0,15 0,9997
RESIDUOS 53,65 546 0,0983
TOTAL (CORREGIDO) 330,55 617

Tabla 11 ANOVA Multifactorial para la masa (mg)

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F  Valor-P
EFECTOS A:Especie 257,63 2 128,814 1342,55  0,0000
PRINCIPALES B:Medio 2,11 2 1,054 10,99 0,0000
C:Biorregulador 0,19 1 0,186 1,94 0,1642
D:Dia 2,13 3 0,711 7,41 0,0001
INTERACCIONES AB 1,56 4 0,390 4,07 0,0029
BC 0,88 2 0,441 4,60 0,0104
BD 1,22 6 0,204 2,12 0,0488
RESIDUOS 57,28 597 0,096
TOTAL (CORREGIDO) 330,55 617

Tabla 12. ANOVA Multifactorial para la masa con factores significativos

34



Entre los efectos principales encontramos que la Especie, el Medio y el dia son estadisticamente
muy significativos, sin embargo, el biorregulador no ha resultado estadisticamente significativo.
Continuando con las interacciones, la interaccion Especie-Medio y la Interaccidon
medio-biorregulador son estadisticamente significativas.

Se utilizan las pruebas de rangos multiples, para identificar dentro de un factor cuales medias
son significativamente diferentes de otras, de aquellos factores que han resultado ser
significativos. Se utiliza el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, para
discriminar entre las medias cuales son o no significativas, con este método, hay un riesgo del
5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real
esigual a 0.

5.3.1.1 ANALISIS DE LOS EFECTOS PRINCIPALES

A continuacidn, se presentan los intervalos LSD para cada uno de los factores que resultaron
ser significativos en el desarrollo de la masa de los explantos como lo son la especie, el medio
de cultivo y el Dia.

5.3.1.1.1 FACTOR ESPECIE

En el factor Especie el cual es estadisticamente muy significativo es indicador que existen
diferencias en la masa de las especies utilizadas en el experimento, lo cual es casi una obviedad
cuando se trata de especies tan diferentes como lo son la Gracilaria y Kappaphycus alvarezii.

4,3

4

3,7

3.4

3.1

2,8
2

2,5

K.a. Chocolate K.a. Verde Gracilaria
Fig 17. Prueba de rangos multiples factor especie

En la Fig 17. se observa que la media de la masa con menor valor (2.59+0.03 mg) corresponde a
la especie Gracilaria blodgettii con 206 observaciones, seguido de la especie Kappaphycus
alvarezii chocolate con 209 casos y una masa media de (3.68+0.02 mg), finalmente y como una
particularidad, se identifica que aunque perteneciendo a la misma especie de la Kappaphycus
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alvarezii chocolate, la especie donde se observa la mayor masa media con (4.16+0.02 mg) es la
Kappaphycus alvarezii verde con 203 observaciones. En este factor ninguno de los intervalos LSD
de cada una de las medias se solapan, es decir la masa en las tres especies es significativamente
diferente entre ellas.

En conclusion, si se desea seleccionar una especie que aporte la mayor cantidad de masa, esta
deberia ser la Kappaphycus alvarezii verde.

5.3.1.1.2 FACTOR MEDIO DE CULTIVO

El factor Medio de cultivo el cual es estadisticamente significativo, es indicador de que
existen diferencias en la masa de al utilizar diferentes medios de cultivos.

3,6 — —

3,55 E -

3,45 [ —

3,35 —

3,3 -
AMPEP AMPEP K+ ALG2

Fig 18. Prueba de rangos multiples factor medio de cultivo

En la figura Fig 18 se observa que los tratamientos que utilizaron AMPEP tiene la mayor masa
media (3.55+0.02 mg) con 227 observaciones seguido por AMPEP K+ con una masa media de
(3.49£0.02 mg) y 234 observaciones, finalmente el LG2 con 157 observaciones y una masa media
de (3.38+0.03 mg). Para el factor Medio de cultivo sus intervalos LSD no se solapan, es decir la
masa media de cada Medio de cultivo son diferentes unos de otros.

Se puede concluir que el medio de cultivo AMPEP desarrolla una mayor masa al finalizar el
cultivo in-vitro. Mientras que el medio de cultivo ALG; es quien tiene menor efecto sobre la masa
de los explantos al finalizar el cultivo in-vitro.
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5.3.1.1.3 FACTOR DIA

El factor Dia es estadisticamente significativo. En la Fig 19 que puede observar que la masa
tiene un incremento en funcién al tiempo.

3,7 -
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Fig 19. Prueba de rangos multiples factor dia

El hecho de que en este factor se pueda apreciar que los intervalos LSD se hagan mas amplios
con el tiempo nos esta indicando que quedan menos individuos vivos y por lo tanto al ser el
tamanfio de la muestra menor, la amplitud LSD es mayor.

Al ser el factor dia un factor cuantitativo se analiza la existencia de una componente lineal o una
componente de mayor nivel, y puesto que el incremento es positivo y se aprecia un aumento
constante, implica que la relacidn es lineal creciente. También es importante tener en cuenta
que al ser la masa utilizada como logaritmo indica que el aumento de la masa es exponencial,
con aumento lineal del exponente.

5.3.1.1.4 FACTOR BIORREGULADOR

El factor biorregulador no ha resultado ser estadisticamente significativo, es decir el
biorregulador por si solo no tiene un efecto significativo directo sobre la masa, aunque si lo tiene
indirecto, pues se encuentra una interaccion junto al medio de cultivo la cual si es significativa
valor-P > 0.05.

5.3.1.2 ANALISIS DE LAS INTERACCIONES

A continuacidn, se describen cada una de las interacciones que resultaron significativas en el
desarrollo en la masa de los explantos como lo son Especie-Medio, Medio-Biorregulador y
Medio-Dia.
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5.3.1.2.1 INTERACCION ESPECIE-MEDIO

La interaccidon Especie y Medio es estadisticamente muy significativa, esto hace referencia
que para ciertas especies al menos un medio de cultivo tiene efectos significativos sobre la masa.

4.3 _ —
—a— MEDIO
—=— AMPEP
39 —«— AMPEP K+ —
z= —=— ALG2
3,5 — - —
3,1 —
2,7 ]
23| o .
K.a. chocolate K.a. verde Gracilaria

Fig 20. Prueba de rangos multiples Especie y Medio

Al analizar los intervalos LSD en la Fig 20, se puede observar que el efecto sobre la masa para la
especie Kappaphycus alvarezii chocolate cuando se utilizan el Medio AMPEP y AMPEP K* son
similares, es decir, se confunden entre si. Y al utilizar el medio ALG; para la misma especie tiene
un efecto menor sobre la masa. Continuando con la especie Kappaphycus alvarezii verde
encontramos que el efecto que tienen todos los medios de cultivo sobre la masa es similar ya
que los intervalos LSD se solapan entre si, y por tanto, para esta especie ningin medio de cultivo
sobresale de otro. Finalizando con la especie Gracilaria blodgettii encontramos que el efecto
que tienen sobre la masa los tratamientos que utilizaron los medios de cultivo AMPEP K*y LG,
se confunden entre si y son significativamente menores de los tratamientos que utilizaron el
medio de cultivo AMPEP

Se puede concluir que para la especie Gracilaria blodgettii el medio de cultivo que mayor efecto
tuvo sobre la masa de sus explantos fue el AMPEP. También es importante mencionar, que el
efecto que tiene el ALG; sobre la masa de la especie Kappaphycus alvarezii chocolate es menor
que al utilizar los otros medios de cultivo. Por ultimo, no hay el efecto del medio de cultivo sobre
la masa de los explantos en la especie Kappaphycus alvarezii verde.
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5.3.1.2.2 INTERACCION MEDIO-BIORREGULADOR

Aunque el Biorregulador por si solo no tiene un efecto significativo sobre la masa, en la Fig 21
se puede observar que si hay un efecto significativo del biorregulador junto con el Medio de
cultivo AMPEP.

37F -
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AMPEP AMPEP K+ LG2

Fig 21. Prueba de rangos muiltiples Medio de cultivo y biorregulador
Se puede concluir que el efecto en la masa en los explantos es mayor con el medio de cultivo

AMPEP sin necesitar de biorregulador, y si este es utilizado su efecto es contrario a lo esperado.
Para los medios de cultivo AMPEP K* Y ALG; la presencia del biorregulador es indiferente.

5.3.1.2.3 INTERACCION MEDIO -DIA

La interaccion del tiempo con el medio de cultivo es estadisticamente significativa. En la Fig
22 se puede apreciar que utilizando el Medio de cultivo AMPEP la masa se incrementa durante
el cultivo in-vitro con una tendencia de apariencia lineal y por encima de los demas medios.
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Fig 22. Prueba de rangos multiples medio de cultivo y dia

Utilizando el medio AMPEP K+, el incremento de la masa muestra un comportamiento similar al
AMPEP hasta el dia 15, pero este incremento se reduce conforme pasan los dias, indicando la
posible existencia de una componente cuadratica. El medio de cultivo ALG; no parece tener un
efecto sobre el incremento de la masa sino hasta el dia 30 y solo mejora hacia el dia 45.

5.3.2 REGRESION MULTIPLE

Se quiere analizar la relacidn entre la pauta de variabilidad de la masa y los valores de los
factores que componen los tratamientos. Para esto, se plantea un modelo de regresidon multiple,
este, convertira las relaciones significativas observadas en el ANOVA, en un modelo que permita
predecir la masa del explanto, incluyendo efectos cuadraticos y cubicos del tiempo.

Para la realizacién de esta regresidn multiple se toman las siguientes consideraciones en los
factores:

e Lamasa del explanto como variable dependiente seguira utilizando una transformacion
logaritmica.

e El factor Especie que es una variable categdrica, serd transformada a dos variables
dummy. Para esto, se escoge como referencia la especie Kappaphycus alvarezii
chocolate, pues esta especie mostré en el ANOVA un efecto intermedio en la masa con
relacién a las demas especies. Se crea la primera variable de nombre ESP_GRACILARIA,
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esta variable tomara el valor de uno cuando la especie a la que pertenece un explanto
es Gracilaria blodgettii, en otros casos tomara el valor de cero. De manera similar se
crea la segunda variable de nombre ESP_KAVERDE, esta variable tomara el valor de uno
cuando la especie a la que pertenece un explanto es Kappaphycus alvarezii verde, en
otros casos tomara el valor de cero.

- ESP_GRACILARIA

- ESP_KAVERDE

El factor Medio de cultivo, que también es una variable categodrica, sera transformado
a dos variables dummy. Para esto se escoge como referencia el medio AMPEP K*, pues
este medio de cultivo mostré en el ANOVA un efecto intermedio sobre la masa con
relacion a los demas medios de cultivo. Se crea la primera variable de nombre
MED_AMPEP, esta variable tomara el valor de uno cuando el medio de cultivo utilizado
sea AMPEP, en otros casos tomara el valor de cero. De manera similar se crea la
segunda variable MED_ALG, esta variable tomara el valor de uno cuando el medio de
cultivo utilizado sea ALG,, en otros casos tomara el valor de cero.

-  MED_AMPEP

- MED_ALG

Como la interaccién Especie y Medio de cultivo son significativas en el ANOVA y se
incluird en el modelo.

- MED_AMPEP * ESP_GRACILARIA

- MED_ALG * ESP_GRACILARIA

- MED_AMPEP * ESP_KAV

- MED_ALG * ESP_KAV

La variable Biorregulador no tendrd ninguna transformacion. Esta variable toma el valor
de uno cuando se incluye biorregulador en el tratamiento, de lo contrario toma el valor
cero. En el ANOVA esta variable es significativa cuando interactda junto con el Medio
de cultivo.

- BIORREGULADOR * D_MED_AMPEP
- BIORREGULADOR * D_MED_ALG

Se estudiard el componente lineal del factor Dia, también se estudiara si existe una
relacién cuadratica (DIA”2) o incluso cubica (DIA”3). En el ANOVA la interaccion Medio
de cultivo y el dia es significativa por lo que e incluird en el modelo para las 3
componentes.

- DIA, DIAM2 y DIAN3

- DIA* MED_AMPEP

- DIAN2 * MED_AMPEP

- DIAA3 * MED_AMPEP

-  DIA* MED_ALG

- DIAM2 * MED_ALG

- DIAA3 * MED_ALG
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Para simplificar el nimero de factores del modelo de regresidn lineal multiple, se configura en
el software como procedimiento de ajuste la seleccidn paso a paso hacia adelante. Para esto, se
utiliza como criterio de seleccién el valor-P, en el cual, se establece un limite menor o igual a
0.05 para agregar un factor en el modelo, y para retirar un factor del modelo se establece un
valor-P mayor a 0.05.

La siguiente tabla muestra los resultados de ajustar un modelo que describe de manera
simplificada la relacion entre la transformacién logaritmica del peso y las variables
independientes seleccionadas.

Parametro Estimacion Estandar T Valor-P

CONSTANTE 3,6232 0,0273 132,44 0,0000
DIA 0,0039 0,0010 4,11 0,0000
MED_ALG*DIA -0,0038 0,0014 -2,75 0,0059
MED_AMPEP*DIA 0,0035 0,0013 2,81 0,0050
ESP_GRACILARIA -1,1720 0,0358 -32,71 0,0000
ESP_GRACILARIA * MED_AMPEP 0,2047 0,0508 4,03 0,0001
ESP_KAVERDE 0,4756 0,0304 15,65 0,0000
MED_AMPEP*BIOREGULADOR -0,1441 0,0373 -3,86 0,0001

Tabla 13. Regresion Multiple con método de seleccion hacia adelante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 273,35 7 39,0501 416,47 0,0000
Residuo 57,1963 610 0,0937644

Total (Corr.) 330,547 617

Tabla 14. ANOVA - Regresion Multivariante

En la Tabla 14 del ANOVA resume el modelo resultante de la Regresién Multivariante, este
modelo estd simplificando y solo incluye las variables independientes cuyo valor-P es menor o
igual a 0.05. Para llegar a este modelo el proceso requirié de 7 pasos o iteraciones.

El estadistico R? ajustado indica que el modelo explica 82,19% de la variabilidad en la masa.
Aunque este porcentaje es una proporcion elevada no es un excelente modelo, es decir que
existen otros factores que no se tuvieron en cuenta y que ayudarian a explicar el aumento de la
masa.

La ecuacién del modelo ajustado es la siguiente:

LOG(Masa) = 3,7027 — (1,27299 x ESP_GRACILARIA) + (0,0057 + ESP_GRACILARIA
« DIA) + (0,4744 x ESP_KAVERDE) — (0,08156 * MED_ALG)
+ (0,0048 * MED_AMPEP = DIA) + (0,1676 * ESP_GRACILARIA
« MED_AMPEP) — (0,1616 * MED_AMPEP * BIOREGULADOR)

Donde al resolver la transformacién logaritmica la ecuacion del peso en miligramos es:
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3,7027 —1,27299«ESP_GRACILARIA 0,0057*ESP_GRACILARIA xDIA

Masa = e * e * e
 @04744+ESP_KAVERDE , 5~0,08156+MED_LG , ,0,0048+MED_AMPEP+DIA
 @0/1676+ESP_GRACILARIA*D_MED_AMPEP , ,~0,1616+xMED_AMPEP+BIOREGULADOR

La constante o referencia de 3,7027, corresponde al logaritmo de la masa de la especie
Kappaphycus alvarezii chocolate cuando utiliza medio de cultivo AMPEP K* sin la adicién de
biorregulador en el dia 0, es decir, esta referencia equivale a 40.55 mg. Con base a esta ecuacidn,
la masa variaria segun:

1. No hay un efecto cuadratico ni cubico del tiempo, ni en solitario ni en la interaccion del
medio de cultivo.

2. El coeficiente para el factor ESP_GRACILARIA es -1.273, este coeficiente indica que
cuando la especie cambia a Gracilaria blodgettii la masa disminuye en 1.273%.

3. El coeficiente para la interaccion ESP_GRACILARIA * DIA es 0.0057, este coeficiente
indica que cuando la especie cambia Gracilaria blodgettii la masa aumenta 0.006% por
cada dia trascurrido.

4. Elcoeficiente para el factor ESP_KAVERDE es 0.4744, este coeficiente indica que cuando
la especie es Kappaphycus alvarezii verde la masa aumenta 0,47%

5. El coeficiente para el factor MED_ALG es -0,0816, este coeficiente indica que cuando el
medio de cultivo cambia a ALG; la masa disminuye -0,08%.

6. El coeficiente para lainteraccién de MED_AMPEP * DIA es 0,00480311, este coeficiente
indica que cuando cambia el medio de cultivo a AMPEP, la masa aumenta 0.005% por
cada dia trascurrido.

7. El coeficiente para la interaccién ESP_GRACILARIA * MED_AMPEP es 0,167608, este
coeficiente indica que cuando la especie cambia a Gracilaria blodgettii y el medio de
cultivo utilizado cambia a AMPEP la masa aumenta 0,17%

8. El coeficiente de la interaccion MED_AMPEP * BIORREGULADOR es -0,161593, este
coeficiente indica que cuando se usa el Medio de cultivo es AMPEP junto con el
Biorregulador la masa disminuye en 0.162%

En conclusion, al estimar los valores medio esperados de la masa para el dia 45 se obtiene que
las especies Gracilaria blodgettii, Kappaphycus alvarezii chocolate y Kappaphycus alvarezii verde
desarrollaran mejor su masa utilizando el medio de cultivo AMPEP sin el uso del biorregulador.
Dicho esto, los siguientes son los valores medio esperados de la masa para el dia 45 con el uso
del medio AMPEP sin biorregulador:

Especie Media esperada dia 0 Media esperada dia 45
Gracilaria blodgettii 13.43 mg 21.54 mg
Kappaphycus alvarezii chocolate 40.56 mg 50.34 mg
Kappaphycus alvarezii verde 65.18 mg 80.90 mg

Fig 23. Valores medios esperados de la masa por especie
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También se puede concluir que si se desea maximizar la masa de los explantos del cultivo in-
vitro el uso del medio de cultivo LG, con biorregulador no es una eleccién para considerar.

5.3.2.1 VALIDACION DEL MODELO DE REGRESION

Los residuos (o errores) son la diferencia de los valores observados con respecto a los valores
gue predice el modelo, y para la validacién del modelo se debe verificar si estos residuos
cumplen con los principios de Normalidad, Autocorrelacién y Homocedasticidad.

99,9 ' ' . . C —

99 — 55’ —

95 — —
80 — —

50 — —

Porcentaje

20 —

ns1 7 1 1 1 1 1 L]
11 0,7 0,3 0,1 0,5 0,9 1,3

Residuos
Fig 24. Grdfico de distribucion normal de los residuos

Para la validacion del modelo, se utiliza el grafico probabilistico normal. Este gréfico, se utiliza
para representar la distribucion de los residuos y detectar observaciones atipicas. En la Fig 24,
se aprecia que los residuos se alinean practicamente en una recta, indicando que tienen un
comportamiento normal.

Se dice que existe autocorrelacién del error cuando éstos estan relacionados linealmente entre
si. La mejor forma de comprobar la correlacién en un modelo de regresién es utilizar las
funciones de autocorrelacién simple FAS y autocorrelacion parcial FAP de los residuos.
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Fig 26. Autocorrelaciones parciales estimadas para los residuos — FAP

Se puede identificar en las Fig 25 y Fig 26 que ninguno de los coeficientes de correlacién
sobrepasa los limites de la prueba de hipdtesis. En este caso se puede afirmar que ningin
coeficiente de correlacidon poblacional no es significativo, y por lo tanto el error no esta
relacionado consigo mismo.

Para identificar si los residuos cumplen con el principio de homocedasticidad se realiza un
estudio de efectos sobre dispersion (Romero Villafranca & Zunica Ramajo, 1987), el cual, se vera
en el siguiente apartado.
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5.3.3 ESTUDIO DE EFECTOS SOBRE DISPERSION

Ademas de estudiar si existe un efecto de los factores considerados sobre el promedio de la

masa, también es interesante analizar si estos factores afectan a la variabilidad de la masa de

los explantos. Una variabilidad pequefia implica un comportamiento mas homogéneo de los

explantos, en cuanto a ganancia de peso a lo largo de su crecimiento.

Al realizar una nueva regresién multiple utilizando los mismos factores y la misma referencia

que en la regresion multiple (Kappaphycus alvarezii chocolate junto con AMPEP K+ sin el uso de

biorregulador), y como variable dependiente se utiliza los residuos al cuadrado se obtiene la

siguiente tabla:

Parametro Estimacion Error Estandar = Estadistico T
CONSTANTE 0,0446761 0,0081073 5,5106
ESP_KVERDE 0,0761885 0,0121203 6,28603
ESP_KVERDE*LG 0,0547931 0,0200014 2,73947
BIOREGULADOR 0,0350364 0,0101933 3,43721
Fig 27. Efectos sobre dispersion - Regresion Multiple
Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F
Modelo 1,45497 3 0,484991 30,27
Residuo 9,83919 614 0,0160247
Total (Corr.) 11,2942 617

Fig 28. Efectos sobre dispersion - Andlisis de varianza

Valor-P
0,0000
0,0000
0,0062
0,0006

Valor-P
0,0000

El estadistico R? ajustado indica que el modelo explica 12,46% de la varianza en la masa. En este

modelo el R? no es muy elevado, es decir que existen otros factores que no se tuvieron en cuenta

y que ayudarian a explicar la variabilidad de la masa.
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K.a. chocolate K.a. verde Gracilaria blodgettii

Fig 29. Pruebas de rangos mdltiples Especie—residuos”2
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El modelo al ser significativo, indica que la especie Kappaphycus alvarezii verde tiene un efecto
significativo en la variabilidad de la masa, es decir, con esta especie se tienen explantos de peso
muy variados, algunos con mucha mas masa que otros en comparacion con la especie
Kappaphycus alvarezii chocolate. Esta variabilidad es mayor cuando se utiliza en esta especie el
medio de cultivo ALG..

(X 0,001)
141 3

121 — —

101 — 1 ]

81— —

BIOREGULADOR
Fig 30. Pruebas de rangos multiples Biorregulador—-residuos”2

Otro factor significativo es el Biorregulador, si no se utiliza biorregulador la variabilidad de la
masa de los explantos es menor en comparacion de cuando se utiliza biorregulador.

En conclusidn, El uso de las especies Kappaphycus alvarezii chocolate y Gracilaria blodgettii
generaran explantos con masa menos variable. Por el contrario, la especie Kappaphycus alvarezii
verde es la que genera explantos con la mayor variabilidad en su masa. Adicionalmente si se
quiere generar explantos con una masa menos variable lo mejor es no utilizar biorregulador.

5.4. ESTUDIO DEL EFECTO SOBRE LA TASA DE CRECIMIENTO

Se estudiara el efecto que tiene la especie, el medio de cultivo y el biorregulador, sobre la
tasa de crecimiento calculada para la masa de los explantos en el tltimo dia del cultivo in-vitro.
Se espera determinar no solo si cada uno de los factores influye en la respuesta, sino también si
existe una interaccién de segundo orden significativa. Para esto, se plantea un modelo de
regresion multiple que permitira generar un modelo que permita predecir la tasa de crecimiento
de la masa de un explanto.
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5.4.1 REGRESION MULTIPLE

Como el estudio de los parametros sobre la tasa de crecimiento TC suele hacerse en los
trabajos publicados de esta area, se pretende hacer un modelo que explique los efectos que
tiene los fatores especie del alga, medio de cultivo y biorregulador sobre la tasa de crecimiento
calculada el dia 45. También, se incluiran las interacciones de segundo orden para identificar si
estas son significativas.

Para este modelo se selecciona como referencia la especie Kappaphycus alvarezii chocolate y el
medio de cultivo AMPEP K*, estos niveles que se seleccionaron, corresponden a aquellos niveles
gue tienen una tasa de crecimiento intermedia en los analisis descriptivos.

Parametro Estimacion Error Estandar Estadistico T Valor-P
CONSTANTE 0,392531 0,0318748 12,3148 0,0000
ESP_KVERDE -0,206723 0,0510506 -4,04939 0,0001
MED_AMPEP*ESP_GRACILARIA 0,830748 0,0644445 12,8909 0,0000
MED_ALG -0,526757 0,0760689 -6,92474 0,0000
MED_ALG*ESP_GRACILARIA 0,677551 0,144066 4,70306 0,0000

Tabla 15. Regresion Multiple para la tasa de Crecimiento de la masa

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Modelo 19,6417 4 4,91042 82,38 0,0000
Residuo 6,97375 117 0,0596047

Total (Corr.) 26,6154 121

Tabla 16. ANOVA Regresion multiple Tasa de Crecimiento

En la Tabla 16 del ANOVA resume el modelo resultante de la Regresion Multivariante para la
tasa de crecimiento, este modelo estd simplificado y solo incluye las variables independientes
cuyo valor-P es menor o igual a 0.05. Para llegar a este modelo el proceso requirié de 8 pasos o
iteraciones.

El estadistico R? ajustado indica que el modelo explica 70,90% de la variabilidad en la tasa de
crecimiento, lo cual indica que no es un excelente modelo, es decir que existen otros factores
gue no se tuvieron en cuenta y que ayudarian a explicar la tasa de crecimiento.

Dentro de los factores que se encontraron significativos en el efecto de la media de la tasa de
crecimiento se encuentran:

e La Especie Kappaphycus alvarezii verde, esta especie tiene un efecto significativamente
menor en comparacion al efecto en la media de la tasa de crecimiento de la especie
Kappaphycus alvarezii chocolate.

e Elmedio de cultivo ALG,, este medio de cultivo tiene un efecto significativamente menor
en comparacion al efecto que tiene sobre la media el medio de cultivo AMPEP K*.
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e Los Efectos que tiene la especie Gracilaria blodgettii cuando se utiliza el medio de cultivo
AMPEP o el medio de cultivo ALG; son significativamente mayor en comparacién a el
efecto que tiene la especie Kappaphycus verde chocolate utilizando AMPEP K*.

e Latasa de crecimiento diario es indiferente al uso del biorregulador.

En conclusién, la especie quien desarrollo la mayor tasa de crecimiento es la Gracilaria blodgettii
con el uso de AMPEP. También se puede indicar que el medio de cultivo ALG; tiene un efecto
contrario a lo esperado en la tasa de crecimiento.

5.4.1.1 VALIDACION DEL MODELO DE REGRESION

Los residuos (o errores) son la diferencia de los valores observados con respecto a los valores
gue predice el modelo, para la validacidon del modelo se verifican si estos residuos cumplen con
los principios de Normalidad, Autocorrelacion y Homocedasticidad.

999F ~ T T T T T T
99 _
95 & _
80 _
50 - _

20 - —

Porcentaje

01 1 . . . 1 . . . 1 . L . 1 . . . 1 . . . 1]
5,5 -3,5 -1,5 0,5 25 45
Residuos
Fig 31. Grdfico de distribucion normal de los residuos

Para la validacion del modelo, se utiliza el grafico probabilistico normal. Puesto que en la Fig 24
se aprecia que los residuos no se alinean en una recta, indica que no existe en ellos un
comportamiento normal debido a la existencia de valores andmalos que seria necesario
identificar y justificar.

Se dice que existe autocorrelacién cuando los valores del error estan relacionados
linealmente entre si. La mejor forma de comprobar la correlacién en un modelo de regresion es
utilizar las funciones de autocorrelacién simple FAS y autocorrelacion parcial FAP de los residuos.
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Fig 32. Autocorrelaciones estimadas para los residuos de la tasa de crecimiento - FAS

06 .

02 ]
o= DDDD—DDDDDD=H=DDD ]
02 _

— T

0,6 — _|

Autocorrelaciones Parciales

retraso
Fig 33. Autocorrelaciones parciales para los residuos de la tasa de crecimiento - FAP

Se puede identificar en las Fig 32 y Fig 33 que ninguno de los coeficientes de correlacidn
sobrepasa los limites de la prueba de hipdtesis. En este caso se puede afirmar que ningun
coeficiente de correlacidon poblacional no es significativo, y por lo tanto el error no estd
relacionado consigo mismo.

Para identificar si los residuos cumplen con el principio de homocedasticidad se utiliza un
estudio de efectos sobre dispersidn, el cual, se vera en el siguiente apartado.
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5.4.2 ESTUDIO DE EFECTOS SOBRE DISPERSION

Ademas de estudiar si existe un efecto de los factores considerados sobre el promedio de la

tasa de crecimiento de la masa, también es interesante analizar si estos factores afectan a la

variabilidad de la tasa de crecimiento. De manera similar que en la variabilidad de la masa, una

variabilidad pequefa en la tasa de crecimiento implica un comportamiento mds homogéneo de

los explantos, en cuanto a ganancia de peso a lo largo de su crecimiento aunque solo de aquellos

que llegaron vivos al dia 45.

Se realiza una Regresidn Multiple utilizando los factores simples e interacciones de segundo

orden, y utilizando de referencia para la especie Kappaphycus alvarezii chocolate y para el medio
de cultivo AMPEP K+, se estudia el efecto que tienen estos factores sobre la variabilidad de la

tasa de crecimiento.

Parametro Estimacion Error Estandar  EstadisticoT = Valor-P
CONSTANTE 0,535013 0,22589 2,36847 0,0195
MED_ALG 9,02963 1,17853 7,66179 0,0000
MED_ALG*BIORREGULADOR 3,9899 1,26527 3,1534 0,0021
MED_ALG*ESP_GRACILARIA -10,8188 1,62175 -6,67106 0,0000
MED_ALG*ESP_KVERDE -10,0792 1,41865 -7,10478 0,0000

Fig 34. Efectos sobre dispersion en la tasa de crecimiento - Regresion Multiple

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Modelo 605,991 4 151,498 28,01 0,0000
Residuo 632,826 117 5,40877

Total (Corr.) 1238,82 121

Fig 35. Efectos sobre dispersion en la tasa de crecimiento - Andlisis de varianza

y que ayudarian a explicar la variabilidad de la tasa de crecimiento.

145 -4  MEDIO
E 4 —— LG
- { —— AMPEPK
1" - - —— AMPEP
o~
e L ]
(8] L J
l-I
o 8 B
8 L ]
3 L i
o 2 B
m | -
14 L i
L]
2 — —
A= —

K.a. Chocolate K.a. Verde Gracilaria blodgettii
Fig 36. Pruebas de rangos mdltiples Especie-Medio—residuos2

El estadistico R? ajustado indica que el modelo explica 47,17% de la varianza en la masa. En este
modelo el R? no es muy elevado, es decir que existen otros factores que no se tuvieron en cuenta
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El modelo al ser significativo, indica que el medio de cultivo ALG; tiene un efecto significativo en
la variabilidad de la tasa de crecimiento, es decir, con este medio se tienen explantos con tasas
de crecimientos muy variadas, en comparacion a los que utilizaron el medio de cultivo AMPEP
K* quienes tienen una tasa de crecimiento mds uniforme. También la interacciéon del
Biorregulador cuando se utiliza junto con el medio de cultivo ALG, es significativo, esta
combinaciéon genera mayor variabilidad que el uso del medio de referencia AMPEP K* con
biorregulador. Por otra parte, se presenta que al utilizar el medio de cultivo ALG: junto con las
especies Gracilaria blodgettii y Kappaphycus alvarezii verde, la variabilidad de la tasa de
crecimiento es menor comparado con la especie Kappaphycus alvarezii chocolate cuando usa el
medio de cultivo ALG..

En conclusidn, si se quiere generar explantos con una tasa de crecimiento mas uniforme lo mejor
es utilizar los medios de cultivo AMPEP y AMPEP K*.

5.5. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Es importante que al finalizar el cultivo in-vitro los explantos utilizados lleguen vivos al dia
45, con el fin de que la mayor cantidad de explantos puedan entregarse a los cultivadores de las
granjas marinas. En este andlisis, se desea estudiar si los factores como lo son el medio de
cultivo, la especie y el biorregulador tienen un efecto en la probabilidad de supervivencia de los
explantos. También se plantea incluir si observando el crecimiento hasta el dia 15 se puede
predecir lo que ocurrird en el dia 45, en cuanto a supervivencia.

Para este estudio se toma como referencia la especie Gracilaria blodgettii y el medio de cultivo
AMPEP. Esta referencia es seleccionada porque tanto la especie como el medio de cultivo
tuvieron los conteos intermedios en el numero de explantos en el dia 45. La variable
dependiente de este estudio es la supervivencia la cual toma un valor de uno cuando el explanto
llegd vivo al dia 45, de lo contrario, toma valor de cero.

Se utilizaron como factores cualitativos:

e Especie del alga
e Medio de cultivo
e Biorregulador

Se utilizaron como factores cuantitativos:

e Tasa de Crecimiento del dia 15

El resultado de este andlisis se muestra a continuacion.
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La Tabla 17 nos muestra las pruebas de Razén de Verosimilitud, en esta tabla se observa que la
tasa de crecimiento del dia 15 y el medio de cultivo tienen un efecto significativo en la
supervivencia de los explantos.

Factor Chi-Cuadrada Gl | Valor-P
TasaCrecimiento 5,15201 1 0,0232
MEDIO 38,1977 2 0,0000

Tabla 17. Pruebas de Razdn de Verosimilitud

De las variables que se consideraron, aquellas que resultaron significativas en el analisis de la
supervivencia son: la tasa de crecimiento calculada en el dia 15 y el medio de cultivo.

Parametro Estimado  Error Estandar
CONSTANTE 0,774165 0,232855
TasaCrecimiento 0,431922 0,20093
MEDIO=ALG -1,33905 0,292534
MEDIO=AMPEPK 0,372587 0,308746

Tabla 18. Modelo estimado de regresion.

En el modelo estimado de regresién, Tabla 18, encontramos aquellos niveles de los factores que
influyen significativamente en la supervivencia de los explantos. Dentro de estos factores, se
encuentra la tasa de crecimiento, este factor, tiene un coeficiente positivo que indica que
cuando la tasa de crecimiento aumenta, hay mayor probabilidad de que un explanto llegue vivo
al dia 45 del cultivo in-vitro. Siguiendo con el medio de cultivo, encontramos que cuando se
utiliza el AMPEP K*, hay mayor probabilidad de sobrevivir de los explantos, en comparacion al
utilizar AMPEP. Sin embargo, si se utiliza el medio de cultivo ALG,, el efecto en la supervivencia
es inverso en comparacioén al uso del medio de cultivo AMPEP.

El modelo, aunque significativo valor-P < 0.05, explica Unicamente un porcentaje ajustado de
28.58%, esto quiere decir, que existen otros factores que no se han tenido en cuenta y que
pueden afectar la supervivencia de los explantos.

Como posibles cuestiones que ayudaran a explicar la supervivencia del explanto, se plantea
incluir la posicidn que ocupa el tubo de ensayo dentro de la gradilla, esta propuesta, se debe a
que se cree que estas posiciones afecten la intensidad de la luz recibida por el explanto. Otro
factor planteado, son los valores de la temperatura y humedad durante el cultivo in-vitro. Como
ultima sugerencia, y debido a que los explantos durante el cultivo in-vitro son manipulados cada
cierto periodo, se propone registrar este tiempo de manipulacién, y si hubo o no inconvenientes
en su manipulacién, por ejemplo, caidas, fuerte presién de las pinzas, impurezas en la balanza
entre otras.
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6. CONCLUSIONES

Después de haber realizado los analisis, se presentan a continuacién las conclusiones

obtenidas a partir de los resultados.

I En el problema de identificar la especie del alga marina de un explanto utilizando

medidas sencillas y econédmicas, se puede concluir:

a.

Dentro del marco de esta investigacion y las especies que se utilizaron, las
variables seleccionadas de la masa, el largo y el ancho, tienen potencial para
diferenciar el alga a la que pertenece un explanto.

La primera funcién discriminante separa la especie Gracilaria blodgettii de las
Kappaphycus alvarezii, y la diferencia entre ambas especies estriba en el
diametro de sus explantos, siendo los explantos de la especie Gracilaria
blodgettii muchos mads delgados que los explantos de las especies Kappaphycus
alvarezii verde y chocolate.

Los explantos de la especie Kappaphycus alvarezii verde tienden a ser mas
anchos, pesados y con mayor diametro que los explantos de las especies
Kappaphycus alvarezii chocolate.

Es necesario buscar otras variables de medidas sencillas que permitan mejorar
el poder discriminante del modelo, para diferenciar de manera mas acertada las
variedades de la especie Kappaphycus alvarezii.

II.  Sobre el estudio del efecto que tiene en la masa de explantos de diferentes especies de

algas marinas, el medio de cultivo, y el biorregulador durante el cultivo in-vitro, se puede

concluir:

a.

Los efectos principales de la Especie, el Medio y el dia son estadisticamente
significativos en el desarrollo de la masa de los explantos, sin embargo, el
biorregulador no ha resultado estadisticamente significativo. Y dentro de las
interacciones la Especie Medio y medio biorregulador son estadisticamente
significativas.

Si se desea seleccionar una especie que aporte la mayor cantidad de masa, esta
deberia ser la Kappaphycus alvarezii verde.

El medio de cultivo AMPEP desarrolla una mayor masa al finalizar el cultivo in-
vitro. Mientras que el medio de cultivo ALG; es quien tiene menor efecto sobre
la masa de los explantos al finalizar el cultivo in vitro.

Al ser el factor dia un factor cuantitativo se analiza la existencia de una
componente lineal o una componente de mayor nivel, y puesto que el
incremento es positivo y se aprecia un aumento constante, implica que la
relacidn es lineal creciente. También es importante tener en cuenta que al ser la
masa utilizada como logaritmo indica que el aumento de la masa es exponencial,
con aumento lineal del exponente.

El factor biorregulador no ha resultado ser estadisticamente significativo, es
decir el biorregulador por si solo no tiene un efecto significativo directo sobre la
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masa, aunque si lo tiene indirecto, pues se encuentra una interaccién junto al
medio de cultivo la cual si es significativa.

Para la especie Gracilaria blodgettii el medio de cultivo que mayor efecto tuvo
sobre la masa de sus explantos fue el AMPEP.

El efecto que tiene el ALG; sobre la masa de la especie Kappaphycus alvarezii
chocolate es menor que al utilizar los otros medios de cultivo.

No hay el efecto del medio de cultivo sobre la masa de los explantos en la especie
Kappaphycus alvarezii verde.

El efecto en la masa en los explantos es mayor con el medio de cultivo AMPEP
sin necesitar de biorregulador, y si este es utilizado su efecto es contrario a lo
esperado. Para los medios de cultivo AMPEP K* Y ALG, la presencia del
biorregulador es indiferente.

Utilizando el Medio de cultivo AMPEP la masa se incrementa durante el cultivo
in-vitro con una tendencia de apariencia lineal y por encima de los demas
medios. Utilizando el medio AMPEP K*, el incremento de la masa muestra un
comportamiento similar al AMPEP hasta el dia 15, pero este incremento se
reduce conforme pasan los dias, indicando la posible existencia de una
componente cuadratica. El medio de cultivo ALG; no parece tener un efecto
sobre el incremento de la masa sino hasta el dia 30 y solo mejora hacia el dia 45.
Al estimar los valores medio esperados de la masa para el dia 45 se obtiene que
las especies Gracilaria blodgettii, Kappaphycus alvarezii chocolate y Kappaphycus
alvarezii verde desarrollaran mejor su masa utilizando el medio de cultivo AMPEP
sin el uso del biorregulador.

Si se desea maximizar la masa de los explantos del cultivo in-vitro el uso del
medio de cultivo LG2 con biorregulador no es una eleccién para considerar.

Ill.  Sobre el efecto que tiene la especie del alga, los medios de cultivo y el biorregulador en

la variabilidad de la masa de los explantos durante el cultivo in-vitro, se puede concluir:

a.

Las especies Kappaphycus alvarezii chocolate y Gracilaria blodgettii generardn
explantos con masa mas uniforme. Caso contrario sucede con la especie
Kappaphycus alvarezii verde quien es la que genera explantos con la mayor
variabilidad en su masa.

Si se quiere generar explantos con masa mas uniforme lo mejor es no utilizar
biorregulador.

IV.  Sobre el estudio del efecto que tiene en la tasa de crecimiento la especie del alga, el

medio de cultivo, y el biorregulador al finalizar el cultivo in-vitro, se puede concluir:

a.

La especie que desarrolla la mayor tasa de crecimiento es la Gracilaria blodgettii
con el uso de AMPEP.

El efecto que tiene en la tasa de crecimiento la especie Gracilaria blodgettii
cuando se utiliza el medio de cultivo AMPEP o el medio de cultivo ALG; son
significativamente mayores en comparacidon al efecto que tiene la especie
Kappaphycus verde chocolate utilizando AMPEP K*.
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VI.

VII.

VIII.

c. El efecto que tiene la especie Kappaphycus alvarezii verde en la tasa de
crecimiento es significativamente menor a la de la especie Kappaphycus alvarezii
chocolate.

d. Latasa de crecimiento diario es indiferente al uso del biorregulador.

Sobre el estudio del efecto que tiene en la variabilidad de la tasa de crecimiento la
especie de alga marina, el medio de cultivo, y el biorregulador al finalizar el cultivo
in-vitro, se puede concluir:

a. El medio de cultivo ALG, tiene un efecto significativo en la variabilidad de la tasa
de crecimiento, es decir, con este medio se tienen explantos con tasas de
crecimientos muy variadas, en comparacién a los que utilizaron los medios de
cultivo AMPEP y AMPEP K' quienes tienen una tasa de crecimiento mas
uniforme.

b. La variabilidad de la tasa de crecimiento es mayor cuando se utiliza el
Biorregulador junto con el medio de cultivo ALG..

c. Al utilizar el medio de cultivo ALG, con las especies Gracilaria blodgettii y
Kappaphycus alvarezii verde, la variabilidad de la tasa de crecimiento es menor
comparado con la especie Kappaphycus alvarezii chocolate cuando usa el medio
de cultivo ALG,.

Sobre el tratamiento que maximice la produccién de biomasa en los explantos al finalizar
el cultivo in-vitro, se puede concluir:

a. Todas las especies desarrollardn su mayor masa en el dia 45 con el medio de
cultivo AMPEP y sin el uso de biorregulador.

Sobre la comparacién del efecto que tiene sobre la masa la formulaciéon de un nuevo
medio de cultivo propuesto por GRAPAM, denominado ALG,, con respecto a los medios
AMPEP y AMPEP K* se puede concluir:

a. Los explantos tratados con ALG; son los que menor biomasa obtuvieron.

b. El medio de cultivo ALG; tiene un efecto contrario a lo esperado en la tasa de
crecimiento.

Sobre el efecto que tiene en la probabilidad de supervivencia de los explantos de algas
marinas, los medios de cultivos y Biorregulador se puede concluir:

a. Hay un efecto de la tasa de crecimiento en la supervivencia, donde si la tasa de
crecimiento aumenta, hay mayor probabilidad de que un explanto llegue vivo al
dia 45 del cultivo in-vitro.

b. Cuando se utiliza el AMPEP K*, los explantos tienen mayor probabilidad de
sobrevivir, en comparaciéon de cuando se usa el AMPEP. Caso contrario que
cuando es utilizado el medio de cultivo ALG,.

Es natural, que los explantos desarrollen la masa en funcidn al tiempo, pero es claro que cuando

se utiliza el medio de cultivo AMPEP la masa se desarrolla mejor. Es decir si se desea aumentar

la masa de las algas de esta investigacion el AMPEP seria el medio de cultivo idéneo para utilizar.

Y si se desea seleccionar la especie que mayor masa produce es la Kappaphycus alvarezii Verde

la eleccidén a considerar. Sin embargo, aln no se conoce el efecto de estos tratamientos en los
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hidrocoloides de estas especies, ya que con respecto al biorregulador no se observa un efecto
significativo en la masa de los explantos, sin embargo, es importante referir los estudios
realizados que han descrito que el efecto de los biorreguladores se observa en un nivel celular,
haciendo preciso realizar estudios microscépicos para identificarlos. Estos nuevos estudios
podrdn también cuantificar la cantidad de los derivados que se pueda extraer de las algas
marinas como lo son la carragenay el agar-agar.

Sobre el medio de cultivo ALG;, no es el medio idoneo para que los explantos desarrollen su
masa ni aumente la supervivencia. Estos resultados se compartieron con GRAPAM quienes
seguiran trabajando en esta férmula.
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7. TRABAJOS FUTUROS

En este trabajo se estudia el efecto que tiene la especie de un alga, los medios de cultivo, el uso
de biorregulador durante el cultivo in-vitro para el desarrollo de la masa, la tasa de crecimiento
y la supervivencia de explantos. Ademas se propone como técnica el analisis discriminante para
identificar facilmente una especie de alga y clasificar nuevos explantos sin necesitar de un
conocimiento profundo. Este trabajo es sélo un primer paso en el estudio que las algas marinas
pudieran demandar.

Uno de los interrogantes que se deja abierto en esta investigacion es el analisis de la cantidad y
calidad de los hidrocoloides que las algas experimentadas puedan o no producir. Se han
propuesto técnicas con el uso de microscopios confocales laser para identificar la existencia de
carragena en las algas marinas. Un microscopio confocal genera imagenes hiper-espectrales las
cuales permiten identificar en una determinada longitud de onda los compuestos que se
encuentran en una fraccidn de alga marina.

Algunos de los explantos tratados en esta investigacién fueron llevados al “Laboratory for
Fluorecence Dynamics” de la Universidad de California en Irvine, CA, USA, donde se tomaron
imagenes confocales generadas por el microscopio LSM710. El andlisis de los resultados de estas
imagenes hiper-espectrales serd abordado para préximas investigaciones. Para extraer los datos
de estas imagenes se ha trabajado con Python, un lenguaje de programacion, mediante el cual
ya se han programado algoritmos de recuperacidon que permiten extraer los datos contenidos
en estas imdagenes y de esta manera poder analizarlos estadisticamente. Hemos observado, que
la cantidad de informacidon generada por estas imdgenes es bastante grande, y pudiera
clasificarse en un proyecto Big Data. Este tipo de proyectos requieren estrategias mas
sofisticadas para su procesamiento. Aunque aun no se ha definido estas estrategias,
preliminarmente se podria utilizar métodos que involucren inteligencia artificial y aprendizaje
automatico, como redes neuronales, o modelos naive Bayes, capaces de clasificar y generar un
modelo para la identificacién de los hidrocoloides.

Otra cuestion relevante para tratar en profundidad en futuras investigaciones es la inclusién de
nuevas variables explicativas que permitan mejorar el modelo de supervivencia de los explantos
a los cultivos in-vitro. Estas variables estarian relacionadas con caracteristicas como la
temperatura, la humedad, la estacion del afio donde trascurre el cultivo, la posicidon de un tubo
de ensayo en la gradilla, e incluso el tiempo y la forma de manipulacion de los explantos en los
procesos de medicion de la masa. Estas variables podrian aportar informacién clave que
contribuyan a explicar mejor los modelos planteados en este trabajo.
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