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Resumen

La presente investigacion fue realizada para la empresa Biogreen C.A cuyo
objetivo principal fue el investigar los diferentes beneficios que ofrece el cultivo
de tejidos in vitro para la multiplicaciéon de cacao CCN-51.

Para la realizacion de esto se utilizo tres tipos de tratamientos (procedimientos
in vitro hasta la multiplicacion), dos de estos son de autoria de Biogreen C.A'y
de Agustin Cobos; y solo uno es un tratamiento testigo de Pensilvania State
University. Dentro de estos tratamientos existen varios medios de los cuales,
en el caso de Biogreen C.A ,solo se pueden mencionar la formulacién del
medio como tal y no sus soluciones madre por sigilo corporativo; del
tratamiento testigo se mencionara la composicion completa de la solucion para
medios y también de las soluciones madre.

Los resultados obtenidos del monitoreo semanal de los tratamientos fueron
comparados entre si con el fin de encontrar el procedimiento adecuado y el
cual se pueda emplear en la multiplicacién in vitro del cacao CCN-51.

Se realizé un modelo de diseno de planta donde se menciona puntualmente el
layout de actividades, flujo de producto y flujo de personal.

También se efectuaron dos andlisis financieros de los cuales, uno es correr
unicamente la linea de cacao CCN-51 en la planta actual de Biogreen C.A vy
vale resaltar que en el presente analisis financiero se tomdé uUnicamente en
cuenta los costos de la nueva linea y no se tomdé en cuenta los activos fijos
debido a que Biogreen C.A es una empresa consolidada; en el otro analisis se
toma en cuenta la construccidn de una nueva planta mas la aplicacién de la
nueva linea de cacao CCN-51. En ambos se tomaron en cuenta los indicadores
financieros TIR y VAN.

Ademas esta investigacion esta orientada para que Biogreen C.A en un futuro
comercialice plantas de cacao CCN-51 que han seguido un procedimiento in

vitro, lo cual nos daria como resultado plantas inocuas y con genética élite.
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ABSTRACT

The present investigation was made for the company Biogreen C.A which its
principal objective was investigating the different benefits that tissue culture
offers for multiplying CCN-51 Cacao.

For the achievement of this tree types of treatments where used ( tissue culture
protocols for multiplying calion), two of this treatments are copyright of Biogreen
C.A and Agustin Cobos ; and one witness treatment based on media described
on Pennsylvania State University. There is several tissue culture mediums in
each treatment in which, in the case of Biogreen C.A, just the formulation of the
final mediums are writhen and the mother solutions no because of copyright;
the witness treatment the final mediums formulation is going to be written and
also de mother solutions formulation.

The results obtained of the weekly monitoring of the treatments where
compared between each other with the objective of finding the adequate
procedure tissue culture and witch can be applied in the in vitro multiplication of
cacao CCN-51.

A plant design model is made where its mentions punctually the layout of
activities, product flow and staff flow.

Also two financial analysis where preformed, one is just running the new line of
CCN-51 cacao in the current plant of Biogreen C.A and a highlight of the
present analysis is that it only considers the cost of the new line of cacao and
not the steady assets because Biogreen C.A is a consolidated company; In the
other financial analysis the construction of a new production plant is taking into
considerated plus adding the new line of cacao CCN-51. In both cases financial
indicators like ANT and IRM are used.

Also this investigation is orientated for in a future Biogreen C.A sales CCN-51
cacao plants that have passed an in vitro procedure, what would give use as a

result innocuous and genetically superior plants.
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES BIOGREEN C.A

El laboratorio meristematico de Biogreen C.A, inicié sus actividades en el afo
1989 como Agrogenotec, con una camara de flujo laminar la cual se dedicaba a
la germinacion de orquideas obtenidas por hibridacién con el fin de obtener
nuevos colores y formas redondas en las especies de Catleyas y Phalenopsis.
También en la misma camara se utilizaba para la germinacion de especies de
orquideas ecuatorianas.

El laboratorio observa la necesidad del mejoramiento genético de cultivos,
reproduccion de una manera ecoldgica, eficiente y segura de plantas de
importancia econdmica. Dada la necesidad, observada en el 2010, se realiza la
formacion de una nueva compafiia mas fuerte Oartiendo de la antigua,
consolidando asi la compafiia Biogenética Green C.A también llamada
Biogreen C.A para poder brindar servicios adicionales a pequefios y grandes
productores. Esta compania ofrece una mejor venta, seguimiento, desarrollo de
variedades de plantas resistentes a enfermedades; servicio y asesoria en el
disefio de fertilizacion organica, inorganica y mixta; asesoria fitosanitaria;

desarrollo de hongos beneficiosos, bacterias y plantas carnivoras.

Productos que ofrece Biogreen C.A

e Cultivo de tejidos:
Biogreen C.A a adquirido una vasta experiencia en la reproduccion in vitro
de variedades agricola, forestal y floricola; lo cual le ha permitido realizar
mejoramiento genético tendiente a alcanzar mayor productividad en
cultivos, adaptando las plantas al medio. Se ha logrado la obtencién de
variedades propias a base de investigacion y desarrollo.

¢ Fertilizantes organicos foliares :
Biogreen C.A realiza la producciéon de fertilizantes organicos foliares; los
cuales son equilibrados y completos en su composicion. Estas soluciones

se encuentran adecuadamente concentradas, teniendo en su contenido



todos los macro y micro elementos. Todos los elementos presentes en los
foliares de Biogreen C.A son seleccionados de tal manera que puedan tener
una doble funcionalidad en los posible y sean de facil absorcion para la
planta; un ejemplo de esto, es el fosforo en los foliares el cual esta en forma
de fosfitos, que sirve para la proteccion contra los hongos y para potenciar
el sistema inmunoldgico propio de las plantas. Uno de los nombres
comerciales de un foliar de Biogreen C.A es BIO-FOL.
e Microrganismos benéficos:

Son protectante y erradicantes de hongos, bacterias e insectos, los cuales
en su mayor parte son de amplio espectro. Estos tienen accion de largo
plazo ya que son soluciones muy concentradas de células vivas y/o esporas
las mismas que se establecen en el lugar donde son aplicadas siendo
favorable para el crecimiento. Los nombres comerciales que Biogreen C.A
brinda al publico son BIO-PROT, BIO-FUNG, BIO-INBO, BIO-INVE.

JUSTIFICACION Y ALCANCE

Justificacion

Actualmente, la industria del cacao es una de las mas pujantes agroindustrias
en el Ecuador. El crecimiento en los ultimos afios ha sido muy grande y
sostenido tanto en hectariaje como en volumen de exportacién. El cacao es el
producto insignia del Ecuador. Tomando en cuenta que el 50% del éxito de una
industria tienen que ver con la siembra; por ello hay mucho trabajo tecnologico
por hacer en esta industria. Mas aun cuando en cacao existe en el campo una
variacién genética palpable .Sin duda este proyecto de titulacion presenta un

aporte importantisimo para la sustentabilidad de la industria del cacao.

Alcance

La presente investigacidon busca establecer un sistema de propagacion in vitro,
que sea muy seguro desde el punto de vista de mantenimiento de la genética y
a la vez eficiente y rentable para la produccion de plantas élite para la industria

del cacao en el Ecuador.



OBJETIVOS

Objetivo general

Disefar una planta para el cultivo de tejidos mediante multiplicacion in vitro de
cacao CCN-51 con muy pocos indices de variacion somatica manteniendo un

rapido crecimiento in vitro.

Objetivos especificos

e Inferir el balance hormonal en las diferentes medios in vitro utilizadas.

e Validar el sistema de reproduccion clonal con alta reproducibilidad vy
manteniendo la estabilidad de caracteristicas genéticas vs. un sistema con
menos probabilidad de generar variacion genética que el testigo que se esta
usando.

e Caracterizar el explanto ideal por factores genéticos y no solamente de
reproduccion.

e Determinar los costos y beneficios que hay en el disefio de planta para la
multiplicacion in vitro de cacao CCN 51 conservando el valor genético para
Biogreen C.A

e Obtener lineas genéticas superiores de cacao.



1. MARCO TEORICO

1.1 TECNOLOGIA INVITRO EN PLANTAS

1.1.1 Introduccioén

Cuando se habla de cultivos in vitro, hablamos de tomar una porcién de un
explanto y colocarla en un medio nutritivo estéril donde se regenerara una o
varias plantas (Segretin.E, 2006, pp 2). Lo que permite la multiplicacion in vitro
es la toti potencia celular. Totipotencia es el potencial o capacidad inherente de
una célula de una planta para desarrollarse en una planta completa, siempre y
cuando sea adecuadamente estimulada; Las células que expresan mayor toti
potencialidad son las meristematicas, las cuales podran seguir dos caminos la
de diferenciacién (capacidad que tiene una célula madura para regresar a
condiciones meristematicas y el desarrollo de un nuevo punto de crecimiento) y
la re diferenciacion (habilidad de una célula para reorganizarse en un nuevo

organo).

1.1.2 Historia

Los origenes sobre el cultivo de tejidos en plantas in vitro, fue gracias a las
ideas de el cientifico aleman GottliebHaberlandt, el cual brinda sus estudios, a
la Academia Germana de ciencia en 1902, con sus experimentos de cultivos de
células individuales. Estos experimentos aportan importante informacién sobre
las propiedades y potencialidad de las células como un érgano elemental. A
pesar de que sus experimentos no fueron exitosos en relacién al cultivo de
tejidos, el predijo que se puede cultivar exitosamente embriones artificiales a
partir de células vegetativas. De esta manera estableciendo la definicidén de toti
potencia e indicando la técnica de cultivar células y aisladas plantas en
soluciones nutritivas (Thorpe.T, 2006, pp 9-11).

Los estudios de Haberlandt dieron, la pauta para que otros investigadores
desarrollen los trabajos. Gautheret (1934), Nobecourt (1937) y White (1934)
lograron el primer éxito en el desarrollo de cultivo de tejidos. Gantheret obtuvo



la formacion de callos de explantos de cambium de arboles y tejido de floema.
En 1957 Skoog (Descubridor de las Citoquininas) y Miller observaron que la
formacion de tallos y raices son controlados por el balance de auxinas/
citoquininas. En 1958 |la embriogénesis somatica fue descrita por primera vez
por Steward, Mapes, Mears y Reinert. De 1964 a 1966 la produccion de plantas
haploides se obtuvo gracias a Guha, Maheshwari, Bourgin y Nirsch. De los
afios 60 a los 70 el cultivo de protoplastos, fusion y desarrollo de hibridos
somaticos fue descubierto por Cocking (1960); Belliard, Vedel, Pelletier 1979;
Gleba y Sytnik 1984. EI ultimo logro se realiz6 en los afios 80 gracias a la
tecnologia de recombinacién DNA y la produccién de plantas transgénicas
(Schell1987; Schell and Vasil 1989) (Taji, Kumor y Lalshmanan, 2002, pp 3)

1.1.3 Tipos de cultivos de tejido (Tipos de cultivo in vitro

Segun Pierik. R (1997), una planta estda conformada por diferentes 6rganos,

cada uno compuesto por distintos tejidos, los cuales estan hechos de varias

células. Debido a que las distintas partes de una planta estan compuestas de
varios tipos de células también existen diferentes formas de realizar cultivos in
vitro, las cuales son:

e Cultivo de planta intacta: una semilla se puede desarrollar de manera in
vitro lo cual, finalmente da una planta.

e Cultivo de embriones: son embriones aislados los cuales se pueden obtener
a partir de la remocién de la cobertura de una semilla.

e Cultivo de 6rganos: un 6rgano aislado de una planta se lo desarrolla de
manera in vitro. Dentro de éste se pueden distinguir algunos como; cultivo
de meristemos, cultivo de los apices de tallos, cultivo de raiz, ect. Por lo
regular la parte de la planta que ha sido aislada es denominada explanto y
el cultivo de éste se denomina cultivo de explanto.

e Cultivo de callo: Es el aislamiento de un tejido diferenciado, el cual se
denomina callo y; este proceso se denomina cultivo de callo.



e Cultivo de una sola célula: Es el crecimiento de una sola célula, la misma

que es obtenida de un tejido, callo o suscepcion celular con la ayuda de

enzimas o0 mecanicamente.

e Cultivo de protoplastos: Es el cultivo de protoplastos obtenidos de las

células por medio de la utilizacion de enzimas en las paredes celulares.

Para realizar el cultivo de tejidos se puede aplicar cualquiera de los distintos
tipos de cultivos de tejidos esto también va de la mano, con el tipo de planta ya

que en ciertas plantas un tipo de células pueden resultar mastotipotentes que

otras.

1.1.4 Composicion de los medios de cultivo

La composicidon de los medios de cultivo in vitro puede variar segun el
investigador o la empresa en la cual se esta desarrollando la planta in vitro; y
sus proporciones podran variar segun cada planta, ya que cada una tiene

distintas necesidades, pero como una linea general se puede tomar en cuenta

la tabla a continuacion

Tabla1:

Composicion de los medios de cultivo

Agua destilada

Composicion de los medios de cultivo

Componentes Caracteristicas

Representa el 95% del medio

nutritivo.

Fuente de carbono

Se usa generalmente sacarosa. Se
necesita ya que los explantos no
son completamente autoétrofos y no
pueden cubrir sus necesidades
con la fotosintesis, que se las

cobre mediante el in vitro.

(Continua)



Tabla 1:
Continuacion

Componentes

Caracteristicas ‘
Macroelementos (Nitrégeno-
fosforo- potasio-calcio-magnesio-
azufre). Microelementos (hierro-
cobalto-zinc-boro-magnesio-

molibdeno-cobre).

B1, B2, B6, E, acido félico, acido

nicotinico.

Auxinas: Promueven la elongacién
celular, la formacion de callos y
raices adventicias; inhiben la
formacion de brotes axilares
adventicios. Citoquininas:
Promueven la divisién celular,
regulan el crecimiento y el

desarrollo de los tejidos vegetales.

Como soportes, incluyen agar y
otros polisacaridos, papel de filtro,
etc.

Adaptado de: Alvarez .M, 2011, Multiplicacién de plantas.

1.1.5 Proceso In Vitro

El proceso de propagacion in vitro apunta a producir clones (verdaderas copias

de plantas en numeros grandes). El proceso es usualmente dividido en las

siguientes etapas:

Etapa 0: De pre preparacidon o seleccion y pre tratamiento de plantas

adecuadas.

Etapa |I: Iniciacién de

los explantos,

establecimiento de los explantos madre.

Etapa Il: Sub cultivacién para multiplicacion/ proliferacién de explantos.

esterilizacion de superficie,



e Etapa lll: Crecimiento de tallos y enraizamiento.

e Etapa IV: Endurecimiento

Estas son las etapas de modo universal que se aplica a la mayor parte de
plantas, sin embargo, se pueden presentar cambios los cuales dependeran de
las plantas a ser utilizadas para el cultivo de tejidos in vitro. Una regla general
que se tiene presente al aplicar los procesos, es aproximar las condiciones ex

vitro de las plantas a ser utilizadas.

Etapa 0

Aqui se trata el cuidado apropiado del crecimiento de la planta madre. En lo
posible esta debera ser en un medio controlado en un invernadero en un medio
libre de enfermedades e insectos. Si es posible, para evitar contaminacion de la
planta en el momento de realizar el cultivo in vitro, hay que hacer la aplicacién
oportuna de fungicidas y pesticidas. Si el caso fuese que se realiza la
recoleccion en campo, este tendra que ser llevado al lugar donde se va
realizar la introduccion in vitro y proceder a una desinfeccion integra. Si es
necesario, se puede realizar una aplicacion de fungicidas y pesticidas sin

importar cual sea el caso.

Etapa |

En esta etapa se refiere a la inoculacion de los explantos en un medio estéril

para iniciar un cultivo aséptico. Un explanto limpio en condiciones asépticas

puede multiplicarse varias veces. Esta etapa es critica, debido a que la

mortalidad de los explantos se presenta por contaminacion, la misma que se

hara notoria durante el lapso de 3 a 5 dias durante los cuales se pueden

descartar los medios contaminados. Los procedimientos estandares a realizar a

las plantas antes de la introduccion son:

Plantas de tejidos suaves:

1. Lavar explantos de plantas perianuales por 1 - 2 horas en agua destilada.
Este paso se puede omitir para plantas que se encuentren en crecimiento

en invernaderos.
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Lavar explantos en agua destilada tres o cuarto veces por periodos de 5 a
10 minutos.

Surgir explantos en etanol al 95% por 3 a 5 segundos.

Lavar con agua destilada por 5 minutos.

Esterilizar con hipoclorito de sodio al 5% por 20 a 25 minutos.

Lavar con agua destilada tres veces por periodos de 10 minutos.

Secar explantos en papel absorbente esterilizado.

Trasferir explantos de manera individual al medio.

Para especies que sean lenosas:

Recolectar los tallos y flores para almacenar a una temperatura de 5°C
hasta usarlos.

Sumergir en etanol de 3 a 5 segundos.

Sumergir en 1% hipoclorito de sodio (cloro al 20%) por 10 minutos.

Colocar en 2% sucarosa y 200 PPM de 8-citrato hydroxyquinoline a 23°C.
Recortar la parte baja de tallos y remplazar la solucion por 2 dias.

Quitar cualquier material que no sea util para la multiplicacién.

Esterilizar con hipoclorito de sodio al 5% por 20 a 25 minutos.

Lavar con agua destilada tres veces, durante periodos de 10 minutos.

Secar explantos en papel absorbente esterilizado.

10. Trasferir explantos de manera individual al medio.

No se debe olvidar de esterilizar siempre las pinzas y el bisturi cuando se los

utilice para la trasferencia de los explantos a la solucién fresca. Todos los

contenedores tendran que estar adecuadamente esterilizados. Si los explantos

se vuelven palidos o marrones al final del protocolo, se debe reducir la

intensidad del hipoclorito de sodio, o como alternativa se les puede poner a los

explantos en 10% de hipoclorito de sodio por 2 minutos. Cualquier caso de

contaminacion podra ser presenciado después de 2 a 3 dias.

Etapa ll

Es la fase de propagacion durante la cual los explantos son cultivados en el
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medio apropiado para la multiplicacion de tallos. El objetivo es obtener
propagacion sin perder la estabilidad genética. En esta etapa en ocasiones se
requiere realizar cortes de los explantos, de esta manera se puede seguir

multiplicando mas individuos.

Etapa lll

Esta etapa es la que trata sobre el enraizamiento. Los tallos que crecieron en
un medio in vitro y que fueron obtenidos en la etapa Il, estan encaminados a
desarrollar una planta. Si el material de proliferacion provino de flores o
meristemos, tendran que ser separados después del enraizamiento. Es
esencial obtener plantas en buen estado y bien enraizadas con el fin de
obtener una buena etapa de endurecimiento. Esta etapa es considerada como
la que mas costos genera en la operacion, puede ser del 35 a 75% de los
costos totales. Es muy recomendado combinar el enraizamiento y la

aclimatacion.

Etapa IV

En esta etapa las plantas son aclimatadas y endurecidas. Esta es la etapa final
del cultivo de tejidos, fase en la cual las plantulas estan listas para ser
trasferidas a un invernadero. Las condiciones son controladas y dadas por
grados de intensidad. Este proceso puede durar aproximadamente de 6 a 8

semanas (Ashloowalia, Prakash y Savangikar, 2002, pp 7-9)

1.1.6 Ventajas de la multiplicacién in vitro

A continuacion se van a enlistar las ventajas de la multiplicacion in vitro :
e Propagacion masiva de plantas.

e Propagacion de individuos adaptados ya a una zona.

e Propagacién acelerada de material vegetal deseable.

e Clonacion de individuos con caracteristicas deseables.

e Obtencion de plantas libres de plagas.

e Produccion de semillas sintéticas.
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e Conservacion de germoplasma.
e Produccion de nuevos hibridos.
¢ Mejora genética de plantas.

e Germinacion de semillas.

¢ Produccion de haploides.

e Estudios fisioldgicos diversos.

1.2 Cacao CCN-51

1.2.1 Historia

El cacao CCN-51 fue desarrollado aproximadamente en 1970, por Homero U.
Castro. Esta variedad de cacao no fue plantada ampliamente hasta alrededor
de 1997 a 1998. La gran razon por la que, el cacao CCN-51 se volvié popular
durante el periodo de tiempo mencionado, fue porque el fendbmeno del nifo
destruyd la mayor parte de los cultivos de cacao nacional, lo cual promovio a la
gran mayoria de agricultores a dicho cambio.

El cacao CCN-51 también llamado Don Homero, gracias al nombre del
inventor Homero U. Castro, quien trabajaba de manera independiente en
Naranjal, Ecuador en una plantacion de cacao. El inventor Homero U. Castro,
describe al cacao CCN-51 como una cruza de F1 de IMC-67 (lquitos Marafion
Collection, tipo genético cacao amazédnico) y O-1 de ICS-95 (Imperial College
Selection, tipo genético Hibrido de cacao trinitario), donde O-1 era un cacao de
altura recolectado por él mismo, en el Valle de los canelos en el este del
Ecuador. Las siglas CCN quieren decir Coleccion Castro Naranjal, y el 51 es la
cruza de numero de variedades.

Se tiene informacion que el cacao CCN-51 crece en el norte de América
central, sur de Peru y el este de Brasil, entre otros lugares de las Américas.
Pero no se tiene reporte que dicho cacao crezca en otras partes del mundo.
Aproximadamente 20% de la produccion actual del Ecuador proviene del cacao
CCN-51(Stern G, 2011,pp 1).
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1.2.2 Caracteristicas de cacao CCN-51

A continuacion se presentan algunas de las caracteristicas principales de cacao

CCN-51

e Es auto compatible lo que quiere decir que tiene una habilidad de
combinacion general.

e Elevada produccion rendimientos superiores a 4000 kg/ha de almendra
seca.

e Altos niveles de resistencia a, la Escoba de bruja (Crinnipllis perniciosa) y
Mal de machete (Ceratocystis fimbiata), principales enfermedades en
cacao.

e En condiciones de baja humedad relativa es tolerante a Moniliasis (Monilia

roreri) (Espinosa José, 2006).

1.2.3 Identificacion botanica

Para realizar una mejor identificacion se va proceder a dar la clasificaciéon

botanica del cacao:

Tabla 2:
Identificacion botanica del cacao CCN 51
Division Espermatofita
Clase Angiosperma
Sub Clase Dicotiledénea
Orden Malvales
Sub Orden Malvinas
Familia Estericuliaceas
Tribu Bitnerieas
Genero Theobroma cacao ( Lineo)
Especie Cacao

Tomado de Batista Lépido, 2009, El Cultivo de Cacao.
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Es un arbol de pequeha talla que puede alcanzar 2.50 m de altura, su
produccion inicia a partir del tercer afo. Se pueden realizar dos cosechas
anuales (EQUAQUIMICA, 2008). La raiz es pivotante y puede alcanzar en
buenos suelos hasta 2 m. Su tallo es recto y puede tomar formas muy variadas
lo cual viene dado por las condiciones ambientales y manejo. Las hojas son
simples, enteras y pigmentadas de una amplia gama de colores, el tamafio de
la hoja varia segun la cantidad de luz presente. Las flores son pequefas y se
encuentran en grupos llamados cojines florales, las cuales se desarrollan en el
tronco y ramas principales. El nacimiento de las flores se da antes de las hojas
y por lo regular en el mismo lugar. A partir de las flores se desarrollan los frutos
0 mazorcas gracias a la ayuda de algunos insectos pequefios, pero solo el 10%
de las flores se convierten en mazorcas. El numero de granos por mazorca es
de 45, con un porcentaje de cascarilla del 15.2%, 84.8 % almendras y 52.48 %

de grasa; cuenta con un pH 5.02 (Barona Victor, 2009, pp 11).

1.2.4 Lineamientos técnicos agricolas

A continuacién se presenta lineamientos técnicos agricolas para el cacao CCN-
51:

e Precipitacion:
1200mm a 400mm. Es mas importante una buena distribucién del agua durante

el afio que el volumen total de lluvias.

e Temperatura:
La temperatura media anual debe ser aproximadamente 24 °C y tener cuidado

que nunca exceda 30 °C.

e Altitud:
Desde el nivel del mar hasta los 1500mm.
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e Condiciones de suelos:
Los suelos mas apropiados para el cacao son los aluviales, francos y los
profundos con subsuelos permeables. Los cuales se deben localizar en

llanuras u ondulaciones que permitan practicas agricolas modernas.

e Periodo vegetativo:
El cacao en un cultivo de ciclo econdmico prolongado (mas de 50 afios) esto se

da si tiene el adecuado cuidado.

e Propagacion del cultivo:

La manera mas comun de propagar cacao es por medio de semillas, la cual
cuenta con el riesgo de no poder predecir las caracteristicas de los arboles
resultantes, los cuales pueden resultar siendo machos, hembras o
hermafroditas.

La manera de propagacion por injertos o estacas, exige adiestramiento y
personas que realicen la propagacion, lo cual es un costo mayor que la

propagacion por semillas.

e Epoca de siembra:

Las épocas de mayor precipitacion.

e Preparacion de la semilla u 6rgano reproductor:

Seleccion de las plantas madre: Siempre se buscaran las mejores plantas
constituidas, fijandose siempre en las caracteristicas especificas como; ser
representativas del tipo o clon, tener buena estructura (desarrollo y
conformacién), estar libre de plagas y enfermedades, no presentar deficiencias
nutricionales, tener de 8 a 20 afios (edad de maxima produccién) y poseer alta
produccién (100 a 200 frutos al afo).

De esta manera, si se desea obtener semillas se lo puede hacer de las
mazorcas que se presenten mas sanas, y si se desea material vegetal también

para asegurase de obtener individuos mas sanos y fuertes.



e Densidad de poblacidn por hectarea:
Esto dependera del manejo: 3.0 m X 3.0 m (1111 arboles de cacao), 3.0 m X
3.5 m (952 arboles de cacao) y 3.5 m X 4.0 m (714 arboles de cacao) (Sullca.B,

2008, pp 1-5).

1.1.4.1 Nutricion

El cumplimiento de los requerimientos nutricionales es una de las practicas que
va ayudar a obtener el maximo potencial del cacao CCN-51 y estos

requerimientos de nutrientes se encuentran divididos segun la edad del cultivo;

como en la siguiente tabla 3:

Tabla 3:

Requerimiento de nutrientes de cacao CCN-51
Etapadel | Edad de Requerimientos nutricionales medio en kg ha-1
cultivo la planta N P K Ca Mg M Zn

en meses

Vivero 5-12 24 | 06 | 24 | 23 1.1 0.04 | 0.01
Desarrollo | 28 136 | 14 | 151 | 113 47 3.9 0.1
Produccion | 50-87 438 | 48 | 633 | 373 129 6.1 1.5

Tomado de ECUAQUIMICA, 2008, Cultivo de cacao: Informacion Técnica.

1.1.4.2 Rendimiento

El rendimiento promedio del cacao va depender de una buena nutricidn,

dandonos los siguientes rendimientos:

Tabla 4:
Rendimiento de cacao CCN-51
Afo 3 4 5 6 7
gg/ha/ano 8 15 21 50 60

Tomado de ECUAQUIMICA, 2008, Cultivo de cacao: Informacion Técnica.
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Una de las cualidades deseables del cacao CCN-51, es su rendimiento frente

a otras variedades, ya que en estas ultimas sus rendimientos son menores.

1.1.4.3 Plagas y enfermedades del cacao CCN-51

Sullca (2008) sugiera que las principales plagas y enfermedades son:

Plagas

¢ El chinche del cacao (Monolonium spp): Este insecto chupa la sabila de los
brotes nuevos, hojas tiernas y frutos. Las condiciones que favorecen su
aparicion es el exceso de sombra en la plantacion. El control que se realiza
en los periodos donde hay mayor incidencia de hojas y apariciéon de los
frutos, es el raleo. Se puede también controlar de manera organica con el
producto de Biogreen C.A BIOINVE.

e Xyleborus. spp: Esta plaga esta presente en plantaciones maduras. Actua
taladrando las ramas y el tronco. En las heridas que quedan entran hongos y

como consecuencia mata a la planta.

e Xylosandrus compactus: Se puede presentar desde el inicio de la etapa de
vida hasta la edad de 1 afio 5 meses. Los insectos realizan orificios por donde
penetran y como consecuencia de esto, la planta puede morir por el ataque
de hongos patogenos. El control se puede realizar mediante la eliminacién de

las plantas afectadas.

e Azteca Paraensis bondari: Son insectos que estan asociados e los insectos
chupadores y secretan sustancias azucaradas, haciendo que aumente en
posibilidades el ataque de hongos. El control se realiza mediante la
eliminacién mecanica del nido y luego aplicando insecticida donde se

encontraba el nido.
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e Selenopsis spp, Atta sexdens L, Altta cephalotes y acromyrmex: Estos

insectos cortan las hojas de cacao con una probabilidad de llevarla a la
muerte por defoliacion parcial o total. El control es destruir el hormiguero

donde se localiza la reina.

Enfermedades

Se puede realizar el controlar de manera biolégica con el producto de Biogreen
C.ABIOFUNG.

Escoba de bruja (Crenipellis pemiciosa): Esta enfermedad ataca todos los
tejidos que se encuentran en crecimiento en la planta. Es una enfermedad
que se presenta principalmente en las zonas de mayor precipitacion. El
control se realiza mediante una poda de todo tejido atacado por la

enfermedad, después de lo cual, éste debe ser cubierto.

Pudricion parda (Phytophtora palmivora): Puede encontrarse en cualquier
parte, es inodculo y es desimanado por lluvias, viento, insectos o por el
hombre; los dafios se pueden observar en el fruto y en el tronco. El control
es a través de pulverizaciones mensuales partiendo desde la mayor
floracién con fungicidas cupricos; remocién de las partes afectadas; cortar
de manera inmediata la parte afectada y sellar con solucién cuprica la
enfermedad que se encuentra en el tronco.

Moniliasis (Moniliophtora roren): Ataca a las mazorcas jévenes donde se
presentan ligeras protuberancias. En las mazorcas adultas pueden aparecer
manchas obscuras o erupciones blancas en la superficie. El control se
realiza retirando el material enfermo y sobre ésta se aplica el mismo azufre

mojable y zinc
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2. Mercadeo y Comercializacion

2.1 Producto en el mercado

El fin de la investigacion es la multiplicacion in vitro de cacao CCN-51. Esto se
realizé para que Biogreen C.A venda plantas endurecidas de cacao CCN-51en
su vivero, ubicado en la Provincia de Los Rios en el canton Quevedo, donde se
encuentra el pueblo de Buena Fe. A 15 minutos del mismo esta localizado el
vivero de Biogreen C.A, donde se realizan plantas a la medida para los clientes
selectos de Biogreen C.A; debido a que el mercado de Biogreen C.A se
encuentra mayormente en la region litoral del Ecuador. La presente
investigacion se enfocara en dicha region y en el mercadeo del cacao CCN-51
como planta, ya que se venden plantas in vitro por pedido de clientes.

En la actualidad a nivel nacional no hay una empresa que ofrezca plantas
estables de cacao CCN-51, por este motivo el producto que Biogreen C.A va
ofertar como resultado de la investigacion son plantas de cacao CCN-51
obtenidas a partir de multiplicacion in vitro.

La investigacién se realizd en cacao CCN-51 por las caracteristicas antes
mencionadas sobre dicha variedad, esto sumado a las bondades de la
multiplicacion in vitro y presencia de individuos resistentes a monilla y mas

productivos que otros en campo.

2.1.1 Producto principal y subproductos

El producto principal, para Biogreen C.A, seria la planta de cacao CCN-51
obtenida a partir de la multiplicacion in vitro. Esto quiere decir que se tomara
una parte de una planta de cacao madre cuidadosamente seleccionada; la
misma que va a reproducir otras plantas con la ayuda de un medio nutritivo.
Finalmente después de todo el proceso in vitro, se obtendra una planta
completa lista para la comercializacion.

El proceso de obtencion puede variar y ésto depende de cada compafiia; asi

mismo como sucede con la parte vegetal que es seleccionada de la planta
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madre para obtener plantas de cacao CCN-51. Mas adelante en el capitulo 7
de la presente investigacion, se describira a detalle la manera de obtencion de
cacao CCN-51 para Biogreen C.A donde se utilizara disefio experimental para
fijar el mejor procedimiento para la obtencién de callos de cacao CCN-51. El
medio donde se desarrolle la planta también dependera de cada empresa
individualmente ya que pueden contar con formulaciones propias.

Para la comercializaciéon dentro de la regién litoral, la planta individual sera
vendida a las 16 semanas luego de arribar a vivero y el cliente también contara

con asesoria de Biogreen. CA.

2.1.2 Productos sustitutos

El cacao es un cultivo que cuenta con algunas variedades, lo cual hace que el
agricultor seleccione de acuerdo con las caracteristicas que el mismo busca. El
unico sustituto es otra variedad de cacao ( las mas comunes trinitario, criollo y
forestare) o inclusive la misma en algunos casos, las cuales pueden ser
ofertadas por INIAP ( Estacion experimental tropical Pichiligue), Sol Plantas,
Bonanza por la vida, Vitroplant, Meristemas S.A y entre otros pequenos
productores. El factor que no se puede sustituir es el hecho que la obtencién
del cacao de Biogreen C.A es a partir de in vitro lo cual no se esta realizando a
nivel nacional, lo cual representa la obtenciéon de lineas mas productivas y

resistentes.

2.2 Area de mercadeo o zona de influencia

El mercado que Biogreen C.A busca es el de toda la regién litoral del Ecuador
donde se planta cacao. Se puede inclusive competir con otras variedades de
cacao, basando como zona de influencia en plantas de cacao aquellas
ubicadas en la region litoral, las cuales segun el INEC estan divididas por
region y variedades: Comun 266663, Mejorado 75435, Hibrido Nacional (CCN-
51) 29010, Hibrido internacional 1782 (INEC, 2010). Dando un total de 372 860

hectareas en la costa Ecuatoriana como area de mercado.
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2.2.1 Ubicacién geografica

El laboratorio de Biogreen C.A esta ubicado en el Parque Metropolitano del sur
de Quito, el sector de la antigua hacienda Aispur S/N, a 45 minutos del
aeropuerto de Quito en automovil. Aqui se realizaran las plantas in vitro de
cacao CCN-51 para luego ser enviadas al vivero de Biogreen C.A ubicado en la
Provincia de Los Rios en el cantén Quevedo donde a 15 minutos del mismo se
encuentra el pueblo de Buena Fe, aqui terminan el ciclo in vitro las plantas.
Cuando se menciona el probable mercado, se hace relacion a la regidon costera
del Ecuador, ya que es en este sector donde se realiza la mayor explotacion del
cultivo de cacao y sus distintas variedades.

No se complementa el resto de mercado nacional ya que la presente

investigacion se focaliza en la costa Ecuatoriana, es decir a nivel regional.

2.2.3 Poblaciéon consumidora

El principal consumidor es el mercado nacional a nivel de la region costa, este
se encuentra limitado hacia los clientes vigentes de Biogreen C.A, que son

agricultores y grupos cacaoteros.

El producto, al ser cacao CCN-51 in vitro, tendra que ser solicitado con
anterioridad aproximada de 6 meses, también estara ligado a la cantidad de
plantas requeridas, esto es por que los procesos de Biogreen C.A son de alto

nivel.

En la region costera del Ecuador Biogreen C.A cuenta con grupos de
productores agricolas que ya reconocen la calidad de los productos de
Biogreen C.A, siendo esto una nueva linea de plantas que Biogreen C.A busca
sacar al mercado. Sus clientes buscan la misma calidad y confianza que

ofrecen los otros productos de Biogreen C.A.
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2.2.3 Ingresos del cliente

El cliente ecuatoriano cuenta con ddlares como moneda nacional al momento,
y esto es importante ya que los clientes por lo general son agricultores o grupos
agricolas y estos dependen del precio del cacao que se tiene a nivel nacional.
Al momento el quintal (45.36 KGR) de cacao CCN-51 tiene un valor comercial

fluctuante de $140 el saco en promedio anual (Anecacao, 2012).

El consumidor ecuatoriano depende mucho del precio del cacao ya que tanto al
agricultor independiente como a los grupos agricolas le afecta mucho esto; sin
embargo estos se encuentran en plena capacidad para adquirir las plantas de
cacao CCN-51 in vitro, las cuales se obtendran bajo pedido ya que el costo
adicional que estas puedan significar, se compensara en los costos futuros

visto que Biogreen C.A brinda material certificado a sus clientes.

2.2.4 Comportamiento del consumidor

El agricultor de cacao busca obtener el mayor rédito econdémico al momento de
la cosecha, esto lo realiza por medio de su cultivo. Biogreen C.A brinda a sus
clientes plantas de cacao CCN-51 in vitro, las mismas que cuentan con todas
las bondades que posee el cultivo de tejidos de plantas por el medio in vitro asi
como el seguimiento técnico que ofrece Biogreen C.A a sus clientes para que

puedan sacar el mayor provecho del cultivo.

2.2.5 Analisis de la demanda

El cultivo de cacao a nivel nacional especialmente en la costa, es considerado
un cultivo de importancia que cuenta con fluctuaciones periédicas en el precio.
Para la presente investigacion se analizara la demanda a nivel provincial,
basandose en el mercado costero al que se quiere llegar a tener como posible
comprador; tomando en cuenta que el cultivo de cacao puede tener varias

densidades. Con fines de la investigacion se tomaron datos promedios y
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condiciones Optimas de cultivo, tomando como base una produccion de 30 QQ
por hectarea y que cuentan con 1500 plantas cada una (Dario Hoy, 1990). En la

siguiente tabla se observara la demanda aparente basandose en los datos

anteriores:
Tabla 5:
Demanda aparente de cacao en la region costera de Ecuador (2010)
Produccion # de plantas
Provincia Variedad
(Kg) demandadas
Comun 4334000 2870198
Mejorado 3537000 239006
Hibrido nacional
Esmeraldas 4948000 3276821
(CCN-51)
Hibrido
246000 162913
Internacional
Comun 14147000 9368874
Mejorado 1001000 662913
Hibrido nacional
Manabi 255000 168874
(CCN-51)
Hibrido
1000 6622
Internacional
Guayas Comun 16646000 11023841
Mejorado 21788000 14429139
Hibrido nacional 6787000 4494701
(CCN-51)
Hibrido 867000 574172
Internacional

(Continua)
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Tabla 5:
Continuacién
Provincia Variedad Produccion # de plantas
(Kg) demandadas
El Oro Comun 3320000 2198675.7
Mejorado 4896 3242
Hibrido nacional 768 508
(CCN-51)
Hibrido 293 194
Internacional
Los Rios Comun 31045 20560
Mejorado 11629 7701
Hibrido nacional 5592 3703
(CCN-51)
Hibrido 150 99
Internacional

Tomado de INEC, 2010

Observando los datos se puede decir que existe una demanda de plantas de
cacao de 49512756 a nivel de la regidn costera ecuatoriana, la misma que
puede ser complementada con plantas de cacao CCN-51 in vitro de Biogreen
C.A.

Viendo la tabla anterior se puede observar que a nivel provincial, en la region
costera la provincia con mayor demanda en plantas de cacao es Guayas con
un total de 30521853 de plantas de cacao. Entre tanto la provincia que requiere
la menor cantidad de plantas de cacao es Los Rios.

Las ventajas principales de las plantas in vitro de cacao CCN-51 es que éstas
no cuentan con enfermedades, sino que vienen con resistencias superiores a
enfermedades comparadas con aquellas que no son in vitro. Ademas son
plantas de alto mérito genético, esto quiere decir que provienen de plantas
madres que cuentan con las mejores caracteristicas agronémicas y adaptacion
a nuestro medio, lo cual le brinda al agricultor un mayor rango de seguridad al

momento de seleccionar una planta.
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Demanda futura:

La demanda futura de plantas in vitro de cacao CCN-51 va a estar
condicionado por la demanda de cacao de los agricultores que soliciten las
plantas in vitro de cacao CCN-51, y estos a su vez estaran condicionados por
el mercado y lo que el mismo agricultor requiera ya que, cada variedad de

cacao cuenta con diferentes caracteristicas.

2.2.6 Analisis de la oferta

Al momento, a nivel nacional no existe un empresa o laboratorio que produzca
cacao CCN-51 de manera in vitro, es por eso que Biogreen C.A desarrolla la
presente investigacion para ser lider en la oferta de cacao CCN-51 en el
mercado Ecuatoriano en especial en la regidén costera donde esta focalizado el
mercado del cacao y sus distintas variedades.

La oferta se puede observar unicamente en universidades en el exterior al igual
que a nivel nacional y por otra parte también Biogreen C.A, todos estos se
encuentran en constante investigacion, para la obtencion de medios que
ayuden a conseguir éxito en el desarrollo de una planta de cacao CCN-51 a
partir de la tecnologia in vitro, la misma que le brindara un éxito al agricultor.

La oferta presente en el mercado, es unicamente de plantas de cacao CCN-51
sin que sigan un proceso de multiplicacion in vitro, es decir, se realiza a manera
de propagacion vegetativa o por semillas lo cual, a la larga o a la corta, puede
producir problemas evidentes; por consiguiente no muestra competencia frente
al producto que ofrecera Biogreen C.A, el mismo que busca mejores plantas sin

problemas y como resultado le ofrece mayores ganancias a los agricultores.

2.2.7 Oferta futura

La oferta para el futuro sera grande ya que la agricultura dia a dia busca la
tecnificacién con el fin de obtener mas de su cultivo. La propuesta que
Biogreen C.A busca lanzar al mercado Ecuatoriano esta hecha focalizandose

precisamente en la region costera porque el cacao CCN-51 de obtencion in



25

vitro, ayudara a los agricultores en la obtencion de mejores beneficios en un

cultivo.

2.2.8 Analisis Oferta Demanda

La oferta a nivel nacional de cacao CCN-51 in vitro, actualmente no existe a
nivel nacional, por este motivo la unica oferta que se puede encontrar en el
mercado en este momento es la de plantas de cacao CCN-51 por medio de
semilla o de manera vegetativa; las mismas que pueden parecer similares a las
plantas de cacao CCN-51 desarrolladas de manera in vitro pero que en
realidad no lo son ya que, la tecnologia in vitro brinda ventajas adicionales a
las plantas de cacao CCN-51 desarrolladas de manera tradicional.

Lo que se puede apreciar en la tabla 4 sobre la demanda de plantas de cacao,
es que el mercado es vasto en especial en la provincia del Guayas. Debido a
que Biogreen C.A trabaja mediante 6rdenes de produccién, se espera poder
satisfacer la demanda insatisfecha de las plantas de cacao CCN-51; pues éste
es un mercado que se puede explotar de manera directa y no se encuentra
distribuido. Es un producto que no cuenta con competencia directa por el hecho

de que no se ha desarrollado de manera in vitro el cacao a nivel nacional.

2.3 Precio de producto

El precio del producto va ser establecido mediante un mecanismo de formacion

del mismo, explicado a continuacion.

2.3.1 Mecanismo de formacion del precio del producto

Biogreen C.A determina la venta de plantas CCN-51 in vitro mediante pedido
previo. Cada planta tendra un costo como individual.

El estudio de mercado permitié establecer de manera preliminar el precio que

debe tener el producto, en base a los siguientes factores:
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e Los precios de la competencia (plantas obtenidas por propagacién
vegetativa y semillas; laboratorios de meristemos que podrian comercializar
plantas en el futuro).

e La reaccion esperada de los competidores.

e El tipo de consumidor.

El precio de la competencia que en este caso serian los viveros que realizan la
propagacion de cacao CCN-51 por medio vegetativo o semilla, es alrededor de
$0.50 centavos o $1.05 dodlares, tomando en cuenta que son plantas no
certificadas.

El organismo que mayor competencia puede representar para Biogreen C.A, es
INAP con plantas de $1 ddlar, es sanitariamente aceptable pero cuentan con
una mala seleccidn genética y variacion.

Biogreen C.A ofrecera platas de cacao CCN-51 in vitro certificadas, que
garantizaran una seleccion genética 6ptima. Las plantas de Biogreen C.Avan a
tener un costo de $1.05 délares.

Lo que se puede predecir es que, a raiz del descubrimiento de Biogreen C.A se
puede generar una competencia futura por parte de los laboratorios de
meristemos del Ecuador como: Microsistemas S.A, Nuevo Sol, INIAP (Estacién
Pichilingu), Bonanza (Canar), Vitroplant (Pichincha), Biotecnologia Vegetal
(Manabi), Onelabt S.A (St. Elena) (IICA, 2011).

2.3.2 Canales de comercializacion

Las plantas de cacao CCN-51 in vitro van a ser comercializadas por medio de
publicidad panfletaria a los clientes actuales, y para aquellos clientes externos
por medio de centros y ferias agricolas.

Una vez que el cliente se decida en hacer la compra del producto, este se lo
realizara mediante una llamada telefénica para luego llenar un contrato; o
también se la puede realizar yendo directamente al vivero de Biogreen C.A

para llenar el contrato.
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2.3.3 Politica de ventas y precios

Los precios seran fijados por Biogreen C.A, los mismos que estan directamente
influenciados por la demanda y la oferta del mercado costero ecuatoriano.
Actualmente establecido en $1.05.

Biogreen C.A trabaja mediante depdsitos bancarios. Primero el cliente puede
llamar hacer la orden de produccion y, una vez comprobado que el cliente
realiza el depdsito bancario del pedido, se comenzara a procesar segun

estipula el contrato de Biogreen C.A.

2.3.4 Promocién y publicidad

Con el fin de posicionarse en el mercado de cacao, Biogreen C.A. va a realizar
una campana publicitaria continua a nivel de la region litoral.

La campana de promocion del cacao CCN-51 in vitro comprende:

¢ La presentacion del producto en ferias agricolas a nivel nacional con el fin de
captar la mayor atencion posible del mercado agricola y focalizandose

especialmente en la regidn costera.

¢ Difundir panfletos en los centros agricolas en la region litoral, los mismos que
explicaran las ventajas de las plantas de cacao CCN-51 in vitro sobre las

plantas comunes de cacao CCN-51.

¢ Realizar campafas publicitarias por medio de la pagina web de Biogreen C.A
asi como en paginas web que estén relacionadas con la agricultura para

captar mayor atencion del sector agricola.

e Se cuenta con una organizacion de comercializacion establecida con varios

agentes de ventas.
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3. INGENIERIA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

3.1 Especificaciones

Las especificaciones a continuacion trataran todo aspectos directamente

relacionados con la presente investigacion.

3.1.1 Especificaciones de la materia prima

La materia prima, para la multiplicacion in vitro de cacao CCN-51, es materia
vegetal de una planta madre de alto mérito genético. Para la presente
investigacion se utilizaron las flores no abiertas y los apices de las plantas de

cacao.

Caracteristicas fisicas de la materia prima.

La planta madre tiene que tener Optimas condiciones para ser seleccionada

antes de obtener la materia vegetal de la misma ya que de una planta madre se

podran obtener varias plantas idénticas a la madre; las caracteristicas que se

busca en una planta madre en lineas generales para ser seleccionada son:

e Constitucion, fijandose en la estructura ( Desarrollo y conformacion)

e Libre de plagas y enfermedades. El tema de seleccion genética esta a cargo
de los especialistas de Biogreen.

e Libre de deficiencias nutricionales.

e La edad que oscile entre los 8 a 20 anos, porque es la edad mas productiva
del cacao CCN-51

e Alta produccién, es decir que brinde de 100 a 200 frutos afio.

Una vez ya seleccionada la planta madre, el material que se busca en ella, en

esta investigacion son las flores de cacao antes de abrirse y los apices sanos

de la planta madre.
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3.1.2 Especificaciones Insumos

Los insumos utilizados para obtener cacao CCN-51 in vitro, dependeran del

medio que se realice, el cual variara dependiendo de la etapa de crecimiento

de la planta, laboratorio y formulacion. Los insumos que conforman un medio

nutritivo utilizado en multiplicacion in vitro son en gran parte lo que se presenté

en la Tabla 1 (Composicién de cultivos). Biogreen C.A obtiene la mayor parte de

los insumos que utiliza de la casa comercial norte americana SIGMA-ALDRICH

C.A. Los insumos que se mencionan a continuacién, son aquellos insumos que

se utilizaron en los medios donde se realizé la investigacion de obtencion de

cacao CCN-51 in vitro para Biogreen C.A.

Agua destilada:

Es agua estéril, libre de cualquier impureza inclusive libre de minerales.

Nitrato de calcio:

Es un compuesto inorganico, con el color sal, absorbe comunmente la
humedad del aire y se encuentra por lo general como tetrahidato. Es
utilizado como componente del fertilizante, se encuentra como un
florecimiento en el estiércol que este en contacto con piedra caliza o

concreta (Dinkinperu, 2009).

Nitrato de Amonio
Es un cristal blanco y sélido a temperatura ambiente y presién estandar. Es
comunmente utilizado en la agricultura como un fertilizante de alto

contenido de nitrogeno (Pollex, 2012).

Cloruro de calcio:

Es un liquido cristalino, producto de la reaccién entre carbonato de calcio y
acido clorhidrico, obtenido luego de un proceso de neutralizacion y filtracion.
Por lo regular se ocupa en plantas con el fin de dar firmeza a la corteza y

aporte de calcio en forma de fertilizante (OxyChille. 2012).
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Sulfato de potasio:
Es un fertilizante inorganico con una presentaciéon de granulos esféricos
blancos, que brinda una fuente libre de cloruros y nitraros. Es el conjunto
del azufre y potasio. Los efectos combinados en la planta producen la
estimulacion de la produccion de vitaminas, almidones y azucares
(Fertisquisa, 2007).

Sulfato de magnesio:

Es una fuente de magnesio de rapida asimilacion, el uso en una planta se
realiza por periodos prolongados de tiempo. Ya que la alta presencia de
magnesio facilita la realizacion del proceso de fotosintesis, realiza la
activacion del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, interviene
en el trasporte de fosfato, incrementa la resistencia de plantas frente a
enfermedades, potencializa la absorcidn de nutrientes de la planta,
garantiza la formacion de proteinas en las plantas, incorpora amino acidos,

y en la composicion de algunas enzimas y coenzimas (Agrimen, 2012).

Fosfato de potasio:
Es un liquido incoloro e inorganico que complementa la nutricion normal de
una planta. Su funcion es actuar como un nutriente a base de fésforo y de
potenciar las defensas naturales de las plantas por medio de la produccion
de fitoalexinas las que por accion de estimulo ayuda en el crecimiento de la
planta (Ram, 2009).

Nitrato de Zinc:

Es un cristal incoloro pero también se lo puede encontrar en forma liquida.
Es de facil absorcion; el nitrdgeno presente aumenta la eficiencia de la
planta para la absorcién de nutrientes; el zinc que esta presente estimula la
formacion de células y aumenta el desarrollo radical, incrementa el tamano

de las hojas y el crecimiento en general de la planta (Antalien, 2010).
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Sulfato de magnesio:

Es una sal blanca, procedente de fuentes salinas naturales donde queda
como residuo después de haberse evaporado el agua. Constituye la parte
central de la molécula de clorofila, por este motivo es importante debido a
que al momento de realizar la fotosintesis interviene en la absorcion y
migracion de fosforo, en la formacién lipidica, fija el nitrogeno a la planta, y

en la formacioén y acumulacién de reservas de azucares (ALECO, 2009).

Sulfato de Cobre:

Es un compuesto quimico derivado del cobre que tiene forma de cristales
azules. Sirve para suplir las funciones del cobre en el campo de las enzimas
como citocromos, plifenoles, ect. Forma parte de la plastocianina en los
cloroplastos, y participa en la trasferencia de electrones para realizar la

fotosintesis (Agrisagi, 2009).

Acido Boarico:

Es blanco y cristalino. Debido a la presencia de Boro, el cual es un
micronutriente esencial para el crecimiento de las plantas, es utilizado en
combinacion a otros compuestos quimicos para corregir deficiencias
(Minera Santa Rita, 2006).

Molibdato de sodio:
Son cristales blancos y finos como escamas. Este compuesto quimico sirve
para sintetizar y activar la enzima nitrato reductasa, ademas trasforma el

fésforo inorganico en organico (IPNI, 2008).

Sulfato de hierro:
Es un granulado de color verde manzana. Sirve para el trasporte de oxigeno

y realizar sintesis enzimatica para la respiracion (IPNI, 2008).

EDTA:

Son las siglas que significan acido etilendiaminotetraacético, es una
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sustancia utilizada como agente quelante. Ayuda en la absorcion de los
micro elementos en la planta, para que los elementos no se precipiten en el
medio de cultivo y evita fitotoxicidades (WALCO S.A, 2000).

Myo-Inositol:

Es un carbohidrato, pero no una azucar clasica. Participa en el
almacenamiento y trasporte de auxinas, en la biosintesis de acido phytico,
biosintesis de la pared celular y la produccion de moléculas de estrés
(Styer. C, 2000, pp 1).

Thiamina-HCL:
Es una vitamina utilizada para el crecimiento celular al momento de realizar

cultivos in vitro (Misawa.M, 1994, pp 1).

Acido Nicotinico:
Es una vitamina que forma parte del complejo B. Su funcion es realizar la
canalizacion de varios procesos metabdlicos (PhytoTechnology Laboratories
INC, 2003, pp 3).

Glicina:
Es uno de los aminoacidos que forma las proteinas de todos los seres
vivos. Se utiliza en medios como percusor de aminoacidos. En altas

cantidades este puede ser perjudicial (Miroginski L, 1995, pp 32).

Pyridoxina:
Es una vitamina del complejo B (B6). Tiene la funcion de hacer crecer las

células de la planta (PhytoTechnology Laboratories INC, 2003, pp 3).

Alanina:
Es un aminoacido. Que ayuda en los efectos de tolerancia hipoxica en las

raices de las plantas (Nepalao, Lucena y Olveira, 2007, pp 2)
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e Leucina:
Es uno de los aminoacidos esenciales, interviene en la sintesis de

proteinas, resistencia el estrés, y efectos en la fotosintesis.

e Lisina:
Es un aminoacido, interviene en la sintesis de proteinas, resistencia el

estrés, y efectos en la fotosintesis.

e Triptofano:
Es un aminoacido. Sintesis de proteinas, Resistencia el estrés, efectos en la
fotosintesis (AGRARES, 2005, pp 3).

3.1.3 Especificaciéon de medios de cultivo a usar

Para la elaboracion de un medio de cultivo in vitro se toma en cuenta varias
soluciones pre elaboradas denominadas madres las cuales cuenta con
vitaminas, minerales, hormonas y elementos propios de cada solucién madre.
Estas soluciones al combinarse forman un medio de cultivo. La formulacién de
soluciones madres se realiza con el fin de obtener de una manera facil y
oportuna grandes cantidades de medios para cuando se los requiera.

Los medios de cultivo elaborados en la presente proyecto de titulacion son
propiedad de la empresa Biogreen C.A, por lo cual se colocara unicamente la
formulacion de los medios en los cuales se desarrolld el presente proyecto y no
las soluciones madre que conforman los mismos medios, esto es por el sigilo
empresarial, de Biogreen C.A.

El medio de cultivo testigo, en este caso el de Pennsilvania State University,
sera colocado de manera completa, al igual que los medios de cultivo como las
soluciones madre que integran dichos medios, pues se obtuvo de documentos

de uso publico.



Medio testigo Pensilvania State University

Medio de crecimiento primario (T1)
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En la tabal a continuacion se presenta la formulacion del medio T1

Tabla 6:
Solucion del medio T1 Pensilvania State University
Componente Unidad valor

DKW macro A ( 10x) mi 100
DKW macro B ( 10x) mi 100
DKW micro (100x) mi 10
DKW vitaminas (1000x) mi 1
Glucosa g 20
Glutamina mg 250
Myo- Inositol mg 100
2,4D ml 2
TDZ ul 25
H20 Destilado I 1
pH 5.8
Phytagel g
Autoclave min 18

Tomado de Maximova Siela,

Propagation of Cacao.

2010, Integrated System

Medio crecimiento secundario (T2)

A continuacién se presenta la formulacién del medio T2

Tabla 7:

Solucion del medio T2 Pensilvania State University

for Vegetative

Componente Unidad valor
McCown’s Salts Mi 100
BS vitaminas Mi 1
Glucosa Gr 20

(Continua)
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Tabla 7:
Continuacién
Componente Unidad valor

2,4D MI 2
6-BA Ul 50
H20 Destilado L 1
pH 5.8
Phytagel G 2.2
Autoclave Min 18

Tomado de Maximova Siela,

Propagation of Cacao

Soluciones madres testigos

2010, Integrated System for Vegetative

Solucién madre DKW macro Ay B

A continuacion se presenta la formulacion de la solucion madre DKW macro Ay

B
Tabla 8:
Solucion Macro A
Componente Unidad valor
H20 Destilado I 1
Nitrato de calcio 14.16
Sulfato de potasio g 10.69

Tomado de Maximova Siela,

Propagation of Cacao

2010, Integrated System

for Vegetative
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Tabla 9:
Solucion Macro B
Componente Unidad valor

H20 destilado I 1
Cloruro de calcio g 1.49
Sulfato de potasio g 15.5
Sulfato de magnesio g 7.40
Fosfato de potasio g 2.65

Tomado de : Maximova Siela, 2010, Integrated System for Vegetative

Propagation of Cacao

DKW 100X Micro elementos.
A continuacién se presenta la formulacion de la solucidon madre DKW 100X

micro elementos.

Tabla 10:
Solucién DKW 100X Micro elementos.
Componente Unidad valor

H20 Destilado I 1
Nitrato Zinc g 1.700
Sulfato de magnesio g 3.340
Sulfato de cobre g 0.025
Acido Bérico g 0.480
Molibdato de sodio g 0.039
Sulfato de hierro g 3.380
Dihidrato de disodio g 4.540

Tomado de Maximova Siela, 2010, Integrated System for Vegetative

Propagation of Cacao



DKW 1000X Solucién de vitaminas.
A continuacion se presenta la formulacion de la solucion madre DKW 1000X

solucion de vitaminas.
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Tabla 11:
DKW 1000X Solucion de vitaminas
Componente Unidad Valor
H20 Destilado mi 100
Myo-Inositol g 10.0
Thiamina g 0.2
Acido nocotinico g 0.1
Glicina g 0.2
Tomado de Maximova Siela, 2010, Integrated System for Vegetative

Propagation of Cacao

B5 1000X Solucion de vitaminas.

A continuacién se presenta la formulacién de la solucion madre B5 1000C

solucion de vitaminas.

Tabla 12:
1000X Solucién de vitaminas.
Componente Unidad Valor

H20 Destilado ml 50
Myo-Inositol g 5.0
Thiamina mg 500
Acido Nicotinico mg 50
Pyridoxina mg 50

Tomado de Maximova Siela,

Propagation of Cacao

2010, Integrated System for Vegetative
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Aminoacidos 1000X solucién
A continuacion se presenta la formulacion de la solucion madre aminoacidos
1000X.

Tabla13:
Aminoacidos 1000X solucion
Componente Unidad Valor
H20 Destilado ml 100
Arginina mg 43.55
Glicina mg 18.76
Leucina mg 32.80
Lisina mg 45.65
Triptéfano mg 51.05

Tomado de Maximova Siela, 2010, Integrated System for Vegetative

Propagation of Cacao

Todo medio se realiza en base de soluciones madre que al final forman el
medio a utilizar; en el caso del medio testigo en las tablas 6 a la 13, son el
medio final al cual se adiciona las soluciones madres que se encuentran en sus

respectivas proporciones.
Medios Biogreen Agustin Cobos
Medio Biogreen Medio de crecimiento primario “B1” (X3)

A continuacién se presenta la formulacion de la solucién del medio de

crecimiento primario B1 (X3).
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Tabla 14:
Solucion medio B1 crecimiento primario

Componente Unidad Valor
Agar gel ar 2
X20 ml 50
X100 ml 10
X1000 ml 1
Quelato mi 16,7
Azucar ar 30
Myo- Inositol mg 100
Solucion fitohormonal ( Sigilo mi 3
corporativo)
Vitaminas mi 1
H20 Destilada litro 1
pH 55-6
Autoclave min 30

Medio Biogreen Medio de crecimiento primario “B2” (M2)

A continuacion se presenta la formulacién de la solucion del medio de

crecimiento primario B2 (M2)

Tabla 15:
Soluciéon medio B2 crecimiento primario
Componente Unidad Valor
Gel ar 2
X20 ml 50
X100 ml 10
X1000 ml 1

(Continua)
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Tabla 15:

Continuacién
Quelato ml 16,7
Azucar ar 40
Myo- Inositol mg 100
Solucién fitohormonal ( Sigilo mi 5
corporativo)
Vitaminas mi 1
H20 Destilada I 1
pH 55-6
Autoclave min 30

Medio Biogreen Medio de crecimiento secundario “BS” (X3 AG)

A continuacion se presenta la formulacion de la solucion del medio de

crecimiento primario BS (X3 AG)

Tabla 16:
Solucion medio BS crecimiento secundario.
Componente Unidad Valor

Gel gr 2
X20 ml 50
X100 ml 10
X1000 ml 1
Quelato ml 16,7
Azucar gr 30
Myo- Inositol mg 100
Solucion fitohormonal 1 ( ml 3
Sigilo corporativo)
Vitaminas ml 1

(Continua)
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Tabla 16:
Continuacion.
Componente Unidad Valor
H20 Destilada litro 1
pH 55-6
Solucion fitohormonal 2 ( mi 1

Sigilo corporativo)

Autoclave min 30

Medio Biogreen de desarrollo “BD” (MCO)
A continuacion se presenta la formulacién de la solucion del medio de
desarrollo BD (MCO)

Tabla 17:
Solucion medio BD medio desarrollo.
Componente Unidad Valor

Gel Agar gr 2
X20 ml 50
X100 ml 10
X1000 ml 1
Quelato ml 16.7
2.4d ml 8
Solucién  fitohormonal 3 ml 0.44

(Sigilo corporativo)

Azucar Sigilo corporativo

Myo- Inositol mg 100
Vitaminas ml 1
H20 destilada I 1
pH 55-6

Autoclave min 30
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Por motivo de sigilo empresarial no se pondran las férmulas madre de Biogreen
C.A. Por formula madre nos referimos a X20, X100, X1000, Quelato,
Vitaminas, AG3.

3.1.4 Especificaciones de material que contiene los medios de cultivo

Los empaques o lugares donde se coloca el medio para realizar la
multiplicacion in vitro, es un material exclusivo de Biogreen C.A para el uso
respectivo y es fruto de una investigacién que realizo el personal de Biogreen
C.A por afios. Por motivos de sigilo empresarial, no se va a mencionar en la
presente investigacion, pero cabe recalcar que éste no permite la entrada de

hongos o patogenos.

3.1.5 Especificaciones de producto terminado

El producto terminado en la presente investigacién, se considera el hecho de
lograr que el cacao CCN-51 se multiple en un medio éptimo obtenido por
formulacion y eliminacion de los medios de cultivos que no nos dieron éxito.
Una vez obtenido el cacao CCN-51 por multiplicacién in vitro, Biogreen C.A se
encargara de endurecer las plantas en su vivero con el fin de obtener plantas
de CCN-51 in vitro, las cuales tienen todas las bondades de los cultivos de
tejidos. Las cuales son las siguientes:

e Plantas estériles (libre de enfermedades).

e Genéticamente superior por la seleccion realizada.

e En el caso del cacao en particular plantas hermafroditas.

e Porcentajes de mutantes bajo.

¢ Homogeneidad del cultivo.

e Mayor tiempo de la vida util en la plantacion.

e Resistencia a enfermedades ya que en la seleccion, se han tomando

en cuenta estos factores.
e Plantas con mejor adaptabilidad a un cultivo comercial de alto

rendimiento.
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e Rentabilidad alta por los factores mencionados anteriormente ya que

el caracter genético confiere a la planta un buen promedio productivo.

3.2 Maquinarias y equipos

Para la maquinaria y equipos utilizados por motivo de sigilo de sus
instalaciones, las figuras presentadas a continuacion no pertenecen a las

utilizadas en Biogreen C.A:

e Autoclave:

Es un dispositivo basico para empezar la operacion, sirve para esterilizar
material de laboratorio, utilizando vapor de agua a alta presion y temperatura,
la alta presidn evita que el agua llegue a ebullicibn a pesar de su alta
temperatura. El fundamento de esterilizacion de la autoclave es que coagula
las proteinas de los microrganismo debido a la presion y temperatura

produciendo finalmente una desnaturalizacion del ADN (F.A.C, 2008).

Figura 1. Autoclave
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Tomado de Absolute Medical Equipment., 2012

e Mecheros:

Existen varios tipos de mecheros en el mercado, el mas comun es el mechero
Bunsen para el uso de laboratorio a la final todos cumplen la misma funcion de
dar un fuente controlada de calor por medio del fuego. El mechero Busen esta
constituido por un tubo vertical que va enroscado a un pie metalico con ingreso
para el flujo de combustible el cual es regulado por una llave (Laboratorio
Quimico 3.0, 2010).

3

Figura 2. Mechero

Tomado de eNasco 2012

e Camara de crecimiento o cuarto de crecimiento:

Estas camaras son disenadas con el fin de simular las condiciones del dia o la
noche para ayudar en el crecimiento y desarrollo de una plantula antes de
entrar en la etapa de crecimiento. Una camara de crecimiento tiene la facultad
de controlar la temperatura y humedad de la misma mediante programacion
previa (SHEL LAB, 2012). El cuarto de crecimiento persigue el mismo principio
que la camara de crecimiento pero la diferencia es que los aparatos utilizados

para regular la temperatura y humedad son mayores y la superficie requerida
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es mayor, ya que esta va ha tener acogida para un mayor numero de plantas

en crecimiento. En el caso de cacao la temperatura ideal es 25 C° - 30 C°.

—

an ELri

PTE LA

W

Figura 3. Camara de crecimiento
SHEL LAB, 2012

Dimensiones: Ancho x Dimension Alto/34.5 x 34.5 x 77.5 (cm)

¢ Incubadora (Obscura):

Esto se puede considerar como el cuarto de crecimiento o la camara de
crecimiento con la unica diferencia que éste se encuentra con las luces
apagadas, por el simple motivo que en algunas etapas del crecimiento las

plantas necesitan horas de obscuridad.

e Camara de flujo laminar:

Este equipo es uno de los mas importantes de la operacién ya que, la mayor
parte de las actividades en un laboratorio in vitro se realizan dentro de este.
Una camara de flujo laminar brinda un ambiente casi estéril, mediante el cual
pasa el aire por filtros HEPA (high efficency particulate), estos filtros remueven
99.99% de los materiales que se encuentren en el aire como (polvo, esporas,


javascript:window.close();
javascript:window.close();

46

micelas) y brinda aire filtrado a un lugar cerrado con una saliente pequefa

(Forister y Burger, 2008, pp 1).

&
Air Science

Figura 4. Camara de flujo laminar
LABX Scintific Marketpleace 2012
Ancho X Dimension Alto,40.4 x 29.25 x 47.25 (cm)

e pH metro:

Un pH metro mide el pH de las soluciones utilizando un electrodo de vidrio. El
electrodo esta hecho de un vidrio bien delgado que permite el paso de los iones
de hidrégeno. El aparato mide el potencial eléctrico y convierte esta
informacion en una lectura de pH de una muestra (University of Wisconsin
Madison, 1996).

Figura 5. pH metro

Tomado de Professional Equipment, 2012
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e Refrigerador:

Es parte importante de los materiales de un laboratorio ya que algunas
formulaciones, enzimas, vitaminas y minerales requieren estar en temperaturas
bajas por un periodo de tiempo prolongado caso contrario estas pueden
producir cambios en ellas. Una refrigeradora de laboratorio garantiza que la
misma, no va tener fluctuaciones de temperatura como una refrigeradora
normal, la cual puede experimentar cambios en sus temperaturas dependiendo

de los cambios de voltaje.

v ,
¥

Figura 6 Refrigerador uso de laboratorio
Mc Queen Laboratory Supply Company, 2012

Dimensiones:77.5 X34 X 35.5
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e Balanza:

Es un instrumento basico en cualquier laboratorio ya que da con exactitud
cualquier peso que se requiera, en un laboratorio de meristemos es aun mas
indispensable ya que este instrumento puede pesar inclusive en microgramos,

lo cual en ocasiones es necesarios para la formulacién de medios.

Figura 7. Balanza
Fuente:Lab X Scientific Marketplace, 2012.

e Pinzas y bisturi:

Las pinzas son un instrumento indispensable en el laboratorio, es un sistema
simple de palancas que pueden ser operados mecanicamente con las manos,
en este caso se utiliza las pinzas para no producir contaminacién por contacto
con las manos, de esta manera se mantiene la inocuidad.

Los Bisturi es un instrumento utilizado para realizar cortes de manera inocua en
este caso es un estilo de bisturi al que se le cambia la hoja cada vez que se

utilice la camara de flujo laminar.

Figura 8. Pinzas
Tomado de AUXILAB S.L. 2012
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Figura 9: Bisturi
Tomado de Bio Materiales, 2012.

3.3 Metodologia

3.3.1 Pruebas de medios de cultivo:

Se van ha probar dos medios de cultivo Biogreen C.A frente a un medio cultivd
testigo de la Pensilvania State University. Se realizé monitores semanales y las

formulaciones de los mismos son registradas.

3.3.2 Tipo de diseno experimental

Se escogid un disefio completamente al azar (DCA) y una prueba de igualdad
de hipétesis CHI cuadrado (prueba no paramétrica) con el fin de evaluar los
distintos parametros en la presente investigacion, en lo referente a lo que es los

explantos en el medio:

e Explantos contaminadas
e Explantos muertas

e Formacion de callo

Se estudiaron 3 tratamientos (Procedimientos de obtencion in vitro hasta
multiplicacion) con 30 replicas por tratamiento las cuales estaran en 3 medios

para poder tener de manera estandarizada a los individuos (plantas) dentro de
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cada medio. La unidad experimental es plantas de cacao selectas de las cuales

extrajimos sus flores.

3.3.3Pruebas estadisticas utilizadas

Se realizdé analisis de varianza (ANOVA) para comprobar la hipotesis referente
a los parametros mencionados en el numeral 4.3.2 para que de esta manera
encontrar de una manera estadistica cual de los procedimientos de

multiplicacion in vitro es el 6ptimo.

El nivel de significancia utilizado para la ANOVA es de 95%.

En el caso de rechazar la hipotesis para poder comprobar que tratamientos
(Procedimientos de multiplicacion in vitro) son distintos se utilizara el método de

comparacion de medias LCD a un nivel de significancia del 95%.

Para garantizar la hipotesis de igualdad entre los procedimientos se realizo una
prueba de igualdad de hipotesis CHI cuadrado (Prueba no paramétrica) con el

fin de descartar la igualdad.

Todos los calculos se efectuaron en el software estadistico Minitab.

3.3.4 Formulacion de medios

Las formulaciones de todos los medios de cultivo en la presente investigacion
cumplen con los requerimientos necesarios para que finalmente se obtenga un
callo.

Para comprobar en estudio, los medios se van a dividir en medio de
crecimiento primario, medio de crecimiento secundario y medio de desarrollo.
Las tablas 18,19 y 20 detallan los ml o gr requeridos de las distintas soluciones

para cada medio de cultivo.



Tabla 18:
Comparacién de medios de crecimiento primario

o1

MEDIOS

MEDIO DE CRECIMIENTO PRIMARIO ( mly gr)

X20 X20

DKW macroA
100ml 50ml 50ml
DKW macroB X100 X100
100ml 10ml 10ml
DKW micro X1000 X1000
10ml 1ml 1ml
DKW Vitaminas Vitaminas Vitaminas
1ml 1ml 1ml
Glucosa Azucar Azucar
20 gr 30gr 40gr
Glutamina Quelato Quelato
250 mg 16.7 16.7
Myo-inositol Myo-inositol Myo-inositol
100mg 100mg 100mg
2,4D Solucién Solucién
2mi fitohormonal ( fitohormonal (
Sigilo corporativo) | Sigilo corporativo)
3ml 5ml
TDZ N/A N/A
25
pH pH pH
5.8 55-6 55-6
Phytagel Gel Gel
249 2gr 2gr
H20 Desti H20 Desti

H20 Desti

11

11

11




Tabla 19:
Comparacién de medios de crecimiento secundario.
MEDIOS
MEDIO DE CRECIMIENTO
SECUNDARIOS (mly gr)

McCown'’s Salts X20
100 ml 50ml
BS5 vitaminas X100
1 ml 10ml
6-BA Solucién fitohormonal
20 gr ( Sigilo corporativo)
3ml
Glucosa Azucar
20 gr 30gr
N/A Quelato
16.7
N/A Myo-inositol
100mg
N/A Vitaminas
1ml
N/A Solucion fitohormonal
2 ( Sigilo corporativo)
1ml
pH pH
5.8 55-6
Phytagel Gel
22g 2gr
H20 Desti H20 Desti
11 11




Tabla 20:
Medio Desarrollo
MEDIOS

MEDIO DE DESARROLLO

X20
50ml
X100
10ml

X1000
1ml
2.4D
8ml
Solucion fitohormonal 3 ( S.C)
0.44ML
Azucar
30gr
Quelato
16.7

Myo-inositol
100mg

Vitaminas

1ml
pH
55-6
Gel
2gr
H20 Destilada
11
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3.3.5 Tratamientos

Se formulan 3 tratamientos (Medios de cultivo) con distintas vitaminas,
minerales y aditivos. Cada tratamiento es representado por siglas establecidas.

En la tabla 21 se presenta una breve descripcion de los tratamientos.

Tabla 21:

Tratamientos de la investigacion

Tratamiento Descripcién Replicas

Medio de crecimiento T1 (Los sobrevivientes
contindan al medio de crecimiento T2). Es un 30

sistema de propagacion in vitro.

Medio  Biogreen X3 (Los sobrevivientes
continuaran al medio BS y BD). Es un sistema de 30

propagacion in vitro,

Medio Biogreen M2 (Los sobrevivientes

continuaran al medio BS y BD). Es un sistema de 30

propagacion in vitro.

3.3.6 Presentacion de medios de cultivo

La presentacion, de los medios de cultivo para los 3 tratamientos, sigue un
procedimiento de trasferencias en 3 partes que son medios de iniciacion,

medios secundarios y medios de desarrollo.

Medios de crecimiento primario:

En la etapa de iniciacion es un gel trasparente, el mismo que se diferencia en
el contenido de vitaminas, minerales, hormonas y otros sustancias, las cuales
se puede ver puntualmente en las especificaciones de los medios de cultivo en
la tabla 17 .A continuacién se presentan los medios de iniciaciéon con los
nombres de tratamiento T1, B1 (M2), B2 (X3).



Figura 10.Tratamiento T1

Figura 11.Tratamiento B1 (M2)
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Figura 12. Tratamiento B2 (X3)

Medios de crecimiento secundarios:

Para el proceso de multiplicacion in vitro se realiza varias trasferencias es por
eso que el material genético que se encontraba en el medio de crecimiento
primario se trasferira a un medio de crecimiento secundario.

Los medios de crecimiento secundario son aquellos donde el callo que se
obtuvo por los medios de crecimiento primario entra a una nueva etapa (etapa
de corazon y torpedo) de si mismo para que, de esta manera pueda
estabilizarse para entrar a la siguiente etapa de crecimiento. Las diferencias
presentadas en los medios se puede observar en las tablas 17,18 y19. Los
medios de iniciacion de Biogreen C.A (B1, B2) utilizaron el medio secundario de
crecimiento BS (X3 Ag); el tratamiento testigo (T1) utilizé el medio secundario
T2; ambos medios secundarios BS y T2 cuentan con una consistencia
gelatinosa e incolora. En las figuras 13, 14 se presenta los medios secundarios
BS (X3 AG), T2.
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Figura 13. Tratamiento BS (X3 AG)

Figura 14.Tratamiento T2
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Medios de desarrollo:

El medio de desarrollo es donde los callos ya estan en su etapa final (etapa de
torpedo) y se preparan para seguir a la siguiente etapa que es la de
enraizamiento, en estos medios se podra apreciar una carga hormonal menor,
la misma que se puede observar en la tabla 18. El medio utilizado por Biogreen
C.Afue BD (MCO) el medio tiene una consistencia gelatinosa y un color verde
claro el cual es conferido por la baja carga hormonal. No existieron medios de
desarrollo del testigo por el motivo que en la presente investigacion, el testigo
no logro pasar de la etapa secundaria y la creacion del medio era injustificada

para Biogreen C.A.

Figura 15:Tratamiento BD (MCQO)

3.4 Programa de manejo
3.4.1 Uso de protocolos in vitro.
El proceso de cultivo que se va utilizar para la presente investigacion es un

protocolo patentado por Biogreen C.A frente a un protocolo internacional o

testigo de la Universidad de Pensilvania Estados Unidos de Norte América.
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3.4.2 Protocolo internacional o testigo (Universidad de Pensilvania)

a. Eleccion:

Por el proceso de eleccion se refiere, al material genético elite el cual a

comprobado ser el mejor en todos sus aspectos. Dentro del proceso de

eleccion hay pasos a seguir:

Recoleccion

1)

2)

Una hora antes de la recoleccion del material genético, se prepara una
solucién al 1% de hipoclorito de calcio, el agua utilizada en la solucion
tendra que ser auto clavada y la solucion tendra que estar en un envase
estéril.

Realizar la recoleccién del material genético (Flores, apices), colocarlo en
contenedores estériles con agua fria. La recoleccién se debe realizar con
pinzas estériles. En el caso de tomar el material genético de flores fijarse en

el estado de madurez es preferible recolectar las mas cerradas.

b. Establecimiento

Este proceso consta de otros procesos los cuales son:

Desinfeccion:

1)

2)

Al recibir el material genético, botar el agua presente en el medio de
recoleccion y al material vegetal enjuagarlo con agua destilada 3 veces,
luego de esto pasarlas a un contenedor con la solucion de hipoclorito de
calcio.

Transferir el material vegetal a un nuevo contenedor de hipoclorito de
calcio, asegurarse que el material vegetal este completamente cubierto por
la solucion. Esperar durante 20 minutos moviendo el recipiente cada 5

minutos.
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Remover completamente el hipoclorito de calcio y enjuagar con agua
destilada auto clavada, repetir el procedimiento 2 veces. Finalmente

remover toda el agua del material vegetal.

Siembra:

1)

2)

3)

4)
5)

Utilizando pinzas esterilizadas trasferir las flores hacia el plato Petri, no
dejar mas de 3 horas.

Con un bisturi estéril extraer las partes florales de las flores cerradas (las
partes mas utilizadas son los estamoides y las bases de los pétalos). De los
tallos tomar las partes apicales.

Trasferir las partes florales o apices a un plato Petri que contenga el medio
de crecimiento primario la cantidad de medio en el plato Petri es de 30-32
ml. Asegurarse que parte vegetal tenga contacto completo con el medio. Se
recomienda poner 10 partes vegetales en caso de flores por medio y en
caso de apices 1 por medio.

Cerrar el medio con film plastico de manera doble.

Dejar reposar en lugar obscuro durante 15 dias a una temperatura de 26-
28C.

Transferencia:

1)

2)
3)

4)

Pasado los 15 dias trasferir las partes florales al medio de crecimiento
primario con pinzas y bisturies estériles de manera que el medio y las
partes vegetales tengan un contacto completo.

Cerrar el medio con film plastico de manera doble.

Dejar reposar en lugar obscuro durante 14 dias a una temperatura de 26-
28C (se podra apreciar callos al final de este).

Luego de 14 dias realizar monitoreo.

c. Multiplicacion:

1)

Cuando se observa la aparicion de un callo, este se transfiere a una

superficie estéril.



2)

3)
4)
5)

6)
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Se realiza el corte del callo en partes diferentes y se colocan los nuevos
explantos en medios de crecimiento secundario, se colocan 10 plantas por
medio, 30-32 ml.

Cerrar el medio con film plastico de manera doble.

Dejar reposar en lugar obscuro durante 15 dias.

Pasado los 15 dias observar el crecimiento individual de cada callo en
distintas etapas o formas, realizar una nueva trasferencia a medio de
crecimiento secundario sellando el medio con film plastico y colocandolo en
la obscuridad. Se realizara chequeo cada 14 dias por un periodo
aproximado de 6-8 semanas.

Cuando ya se note que el callo se encuentra maduro se realiza la
trasferencia a un medio de desarrollo. Cada 15 dias realizar revisiones para

proceder a una trasferencia.

d. Enraizamiento:

1)
2)

Alos 14 dias se notara el crecimiento de una raiz.
Trasferir las plantulas a medios de almacenamiento que tengan medios de
enraizamiento con 130-140ml donde permitira el crecimiento de la raiz para

el siguiente paso (Maximova y Guiltinan , 2010, pp 10-18)

3.4.3 Protocolo Biogreen C.A

a.

Eleccion:

Se seleccionara material elite, elegidos de plantas madre previamente

seleccionadas por el personal técnico de Biogreen C.A, por las caracteristicas

favorables de las mismas.
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Figura 16.Planta de caca

Recoleccion:

1) Se prepara el material de recoleccion; esto es pinzas, medios de trasporte

(material pre esterilizado).

2) Realizar la recoleccion del material genético de las plantas pre
seleccionado; una vez recogido el material genético, colocar en agua fria

esterilizada que mantenga una temperatura aproximada de 12 a 15C°.

Figura 17.Flor de cacao
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b. Establecimiento:

Va constar de varios procedimientos

Desinfeccion:

1) Al llegar el material genético (Flores) de campo, se retira el agua que
transporte el mismo. Luego se realiza un enjuague con agua destilada tres
veces por un periodo de 10 minutos cada vez. Dependiendo el grado de
inocuidad del material genético se podra utilizar sulfato de cobre 5% del
volumen total de la solucién o fungicidas varios. Mantener el material
genético en el agua destilada luego del proceso y de inmediato llevarla a la

camara de flujo laminar (Previamente esterilizada).

Figura 18.Lavado inicial explantos

2) En la camara de flujo laminar realizar dos lavados moviendo el contenedor
donde se encuentre el material genético (flores) con alcohol al 70% por 12
minutos cada lavado. Terminado el lavado con alcohol realizar un ultimo
lavado con cloro liquido por un periodo de 12 minutos. Enjuagar finalmente

con agua destilada.
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Figura 19.Lavado final de explantos.

Siembra:

1)

2)

3)

4)
5)

Con pizas estériles coger el material genético (flores) y colocarlo en un plato
Petri.

En el plato Petri realizar el corte de la flor con un bisturi estéril de tal manera
que se pueda obtener el 6 los estamoides y bases de pétalos.

Colocar el explanto en un plato Petri estéril. Colocar el material genético
(flores) dentro del envase (Material exclusivo Biogreen C.A) que contenga el
medio de crecimiento primario (B1 o B2) a utilizar, debe haber una cantidad
de medio de 35-50 ml donde se colocaran 10 flores por medio. Hay que
mantener el mayor cuidado posible al momento de realizar la siembra ya
que es donde se produce el mayor indice de contaminacién.

Cerrar el medio con film plastico de manera doble.

Colocar el medio con el explanto en el lugar (Camara de crecimiento
adecuada) obscuro a una temperatura de 26-28 C°, por un periodo de 15

dias.
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Figura 21.Mira microscopica de stamoide de siembra

Tomado de : Maximova Siela, 2010, Integrated System for

Vegetativ Propagation of Cacao.
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R

Figura 22.Explantos sembrados en medios B1, B2y T1. En

camara obscura.

Figura 23. Camara de maduracion de medios
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Trasferencia:

1) Se realiza una inspeccion visual del medio (B1 o B2) de manera externa
cada 15 dias, y se ira documentando los datos del presente proyecto.

2) Cogemos el medio (B1 o B2) de la camara obscura (Camara de
crecimiento) y llevamos el medio hacia la camara de flujo laminar.

3) En la camara de flujo de laminar, quitamos el film plastico del medio de
cultivo (B1 o B2), abrimos de la manera mas cuidadosa procurando que
nada vaya sobre ella.

4) Sacar del medio de cultivo (B1 o B2) los explantos, asi en una superficie
estéril de preferencia vidrio, y con un bisturi estéril eliminar las partes que
se encuentren de mas y no tengan potencial genético.

5) Colocar el material genético en el nuevo medio (B1 o B2) de cultivo con
pinzas estériles. Cerrar el medio (B1 o B2) de cultivo.

6) Colocar film plastico en el medio de cultivo.

7) Colocar en camara obscura (Camara de crecimiento) durante un periodo de
15 dias a una temperatura de 26-28 C°. Para este momento ya tendra que
haber aparecido callos en el medio (B1 o B2) de cultivo.

8) Realizar un monitoreo continuo cada 15 dias.

Figura 24. Revision semanal de tratamientos
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Figura 25. Corte de material genético invalido previo a siembra.

c) Multiplicacién:

1) Cuando la aparicién de callo ocurra, este se transfiere a una superficie
estéril.

2) Con un bisturi estéril se procedera al corte del callo dejando el material
genético que sirva y eliminando aquel que no tiene potencial, el material
genético que sirva se colocara en un medio de crecimiento secundario (BS),
mediante el uso de pinzas estériles, un maximo de 10 callos por medio con
un contenido de 35 a 40 ml.

3) Se procede a cerrar el medio (BS) con film plastico para evitar el ingreso de
patogenos.

4) Dejar los medios (BS) en la camara de crecimiento obscura por un periodo
de 15 dias.

5) Finalizados los 15 dias se puede apreciar el desarrollo individual de cada



6)
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callo, se realizara la trasferencia a un medio de crecimiento secundario (BS)
cada 15 dias, con el fin que los callos se encuentren siempre en un medio
nutritivo, esto tendra una duracion de 8 semanas. Los medios trasferidos
tendran que ser puestos en la obscuridad y monitoreados cada 15 dias
donde se realiza la trasferencia, esto puede ser por un periodo de tiempo
aproximado de 12 meses a partir de la siembra.

Se notara la aparicién de un explanto aproximadamente a las 8 semanas en
el medio de crecimiento secundario, a partir de la trasferencia al mismo,
entonces se llevara a los explantos a un medio de desarrollo (BD), ésta
etapa podra durar aproximadamente de 24 a 28 semanas. Se tendra que
realizar trasferencias a un medio nuevo cada 15 dias hasta la aparicién de

raiz.

Figura 26 Etapa globular de callo
Tomado Maximova Siela, 2010, Integrated System for

Vegetative Propagation of Cacao
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Figura 27. Etapa torpedo de callo
Figura. Maximova Siela, 2010 Integrated System for

Vegetative Propagation of Cacao.

Figura 28. Callos maduros en medio
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Figura 29. Corte de callos maduros

c. Enraizamiento

1) A los 14 dias los explantos daran inicio a una pseudo raiz, lo cual le va
conferir el nombre de plantula a los explantos.

2) Trasferir las plantulas a medios de almacenamiento que tengan medios de
enraizamiento con 130-140ml, el cual permitira el crecimiento de la raiz para

el siguiente paso.
3.4.4 Programa de monitoreo
El programa de monitoreo de manera semanal, tuvo una duracion de 14

semanas tratando de fijarse en las especificaciones del método utilizado, ya

que aqui se encuentra indicadores donde nos puntualizaremos.
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Tabla 22:

Registro semanal Inicio y Final

16/12/11
Inicio

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO

23/03/12
Finalizacion

TERMINADO

B2 ( MCO) TERMINADO

1
2
K
1
2
3
1
2
K
1
2
K
1
2
3




73

4 .RESULTADOS

4.1 Resultados de programa de monitoreo semana a semana

En el presente proyecto de titulacion se realizo monitores semana a semana
con el fin obtener datos objetivos planteados. En la tabla a continuacion se
presenta el monitoreo completo realizado en las 14 semanas de la duracién del

proyecto.

Tabla 23:
Registro semanal de investigacion.

1
2
3
- 1
S ;
2 3
1
2
3
1
2
3
- 1
S 2
2 3
-
2
3

(Continua)
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Tabla 23:
Continuacion

<
O
pd
- uw
S
g (T
s 2
<
Y
|_
3
1 ‘TERMINADO
2 TERMINADO
3 ‘2
o 1 ‘TERMINADO
S B1(X3) 2 4
3 3 ‘2
1 ‘TERMINADO
2 ‘4
>
1 ‘TERMINADO
2 ‘TERMINADO
< 3 ‘2
O
o é 1 ‘TERMINADO
% .:%J B1 (X3AG) 2 ‘
= <Z: 3 ‘2
E 1 ‘TERMINADO
B2 (X3AG) 2 ‘
3

(Continua)



Tabla22:

Continuacion

20/01/12

27/01/12
TRANSFERENCIA

03/02/12

B1 (X3AG)

B2 (X3AG)

B1 (X3AG)

B2 (X3AG)

B1 (X3AG)

B2 (X3AG)

1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
3
1
2
K
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TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

‘ TERMINADO

‘ TERMINADO
|
|

(Continua)



Tabla 22:
Continuacion

17/02/12 10/02/12
TRANSFERENCIA

24/02/12
TRANSFERENCIA

B1 (X3AG)

B1 (X3AG)

B1(X3AG)

1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO
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(Continua)



Tabla 22:

Continuacion

09/03/12T 02/03/12

TRASFERENCIA

16/03/12

B1 (X3AG)

B1 (X3AG)

B1 (X3AG)

1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K
1
2
K

TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

77

I

T

(Continua)
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Tabla22:
Continuacion

TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO
TERMINADO

TERMINADO
TERMINADO

23/03/12
TRASFERENCIA FINAL
W N =~ WD W N -~

4.2 Formacion de callo.

La presente investigacion busca encontrar el procedimiento in vitro para
multiplicacion de cacao CCN-51. El éxito en la multiplicacién in vitro se alcanza
al momento que se obtiene la formaciéon de callo de los explantos en el medio
de crecimiento. Por este motivo, en base a los registros obtenidos se realizara
una comprobacién de varianzas y pruebas de medias en el caso de ser la

hipotesis rechazada.

Inicialmente se colocé en 3 medios de cultivo de iniciacién (T1, B1, B2) 10
explantos por medio, los explantos que sobrevivian siguen el proceso in vitro

hasta el punto de multiplicacion.

Se tomaran en cuenta 2 fechas cruciales en la presente investigacion, 27/01/12
que es cuando los explantos son colocados en un medio secundario y 23/03/12
es cuando la investigacion culmina y los callos ya multiplicados son colocados

en el medio de desarrollo.
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4.2.1 Trasferencia a medio secundario 27/01/12

En base a los datos obtenidos de los medios de cultivo el dia 27/01/12, se
puede obtener resultados iniciales del procedimiento de multiplicacion in vitro ,
los callos obtenidos en este punto son callos iniciales ya que estos tiene que
atravesar algunas etapas, hasta ser callos viables para la trasferencia a un

medio de desarrollo

Tabla 24
Resumen supervivencia de callos 27/01/12
Tratamientos
Medios
1 0 0 0
2 0 4 2
3 2 6 8

Se realiza una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de comprobar
la hipétesis:
HO: Todos los tratamientos son iguales

HA: Por lo menos un tratamiento es diferente.

Tabla 25:
ANOVA supervivencia de callos 27/01/12
FV

Tratamientos

Error

Total

No hubo diferencias significativas en las medias (valor p>0.05), por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa; es decir todos los procesos de multiplicacion

de tejidos son iguales.
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4.2.2 Trasferencia a medio de desarrollo

Una vez que ya los callos hayan pasado las distintas etapas de maduracion
estos se consideran maduros y son trasferidos a un medio de desarrollo. En el
presente proyecto los unicos procedimientos in vitro que alcanzaron este punto
son B1y B2.

Tabla 26:

Resumen supervivencia callos. Trasferencia medio desarrollo

Tratamientos
Medios
1 0 0 0
2 0 2 0
3 0 5 4

Tabla 27:

indice produccién de callo al final de la investigacién.

indice produccién de callos

0%| 23.33%| 13.33%

Se realiza una prueba de analisis de varianza (ANOVA) con el fin de comprobar
la hipdtesis:
HO: Todos los tratamientos son iguales
HA: Por lo menos un tratamiento es diferente.
Tabla 28:
ANOVA supervivencia de callos. Trasferencia medio de desarrollo
FV

Tratamientos

Error

Total




81

No hubo diferencias significativas en las medias (valor p>0.05), por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa; es decir todos los procesos de multiplicacion

de tejidos son iguales.

Mas adelante se aplicara una prueba CHI cuadrado para comprobar la
igualdad. Ya que los indices porcentuales muestran diferencias entre los

tratamientos.

4.3 Explantos contaminadas

Un explanto se puede considerar que esta contaminado cuando éste es
atacado por patogenos, puede ser el caso de bacterias y hongos. Esto puede
ser causado por multiples razones como asepsia al momento de siembra en el
medio, el explanto proviene de una madre que ésta infectada de algun
patdégeno, malas practicas de desinfeccion. Biogreen C.A cuenta con un
protocolo que garantiza el 95% de todos los medios realizados en Biogreen no

cuente con contaminacion.

Figura 30.Contaminacion bacteriana
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Figura 31.Contaminacion por hong_;os

A continuacion se presenta el resumen global de los procedimientos aplicados

en los medios, durante toda la presente investigacion.

Tabla 29:

Resumen contaminacién medios.

Tratamientos

Tabla 30:

indice de explantos contaminados final de la investigacion

indice Explantos contaminados

67% 33.33% 33.33%
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Se realiza una prueba de analisis de varianza (ANOVA) con el fin de comprobar
la hipdtesis:
HO: Todos los tratamientos se contaminan.

HA: Por lo menos un tratamiento no se contamina

Tabla 31:
ANOVA contaminacién medios.

FV

Tratamientos

Error

Total

No hubo diferencias significativas en las medias (valor p>0.05) ya que el valor p
es menor al intervalo de confianza, por lo tanto se rechaza la hipdtesis

alternativa; es decir todos los tratamientos son contaminados.

Mas adelante se aplicara una prueba CHI cuadrado para comprobar la
igualdad.. Ya que los indices porcentuales muestran diferencias entre los
tratamientos. Se realiza mas adelante prueba por el hecho que ente momento
se estan corriendo pruebas paramétricas y la prueba CHI Cuadrado es una

prueba no paramétrica y necesita una tabla de distribucion de tratamientos.

4.4 Explantos muertos

Un explanto se considera muerto cunado se encuentra seco por falta de

hormonas o humedad relativa (esto puede ocurrir en cualquier etapa).

Los resultados se basaran en los resultados globales obtenidos al final de la

presente investigacion.
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Tabla 32:

Resumen de explantos muertos.

Tratamientos

1 0 0 0
2 0 8 10
3 10 5 6

Tabla 33:
indice de explantos muertos al final de la investigacién.

indice Explantos Muertos

33% 43.33% 53.33%

Se realiza una prueba de analisis de varianza (ANOVA) con el fin de comprobar
la hipétesis:
HO: En todos los tratamientos mueren explantos

HA: En por lo menos un tratamiento no mueren los explantos.

Tabla 34:
ANOVA Explantos muertos

FV

Tratamientos

Error

Total

No hubo diferencias significativas en las medias (valor p>0.05) ya que el valor p
es menor al intervalo de confianza, por lo tanto se rechaza la hipdtesis
alternativa; es decir en todos los procesos de multiplicacion de tejidos mueren

los explantos en algun punto del proceso.
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Mas adelante se aplicara una prueba CHI cuadrado para comprobar la
igualdad.. Ya que los indices porcentuales muestran diferencias entre los
tratamientos. Se realiza mas adelante prueba por el echo que ente momento se
estan corriendo pruebas paramétricas y la prueba CHI Cuadrado es una prueba

no paramétrica y necesita una tabla de distribucion de tratamientos.

4.5 Aparicién del primer callo en dias.

Ya que el tiempo de obtencion de callo en la multiplicacion de tejidos es un
factor importante se tomo en cuenta para la evaluacion de resultados. Ya que si
un callo se obtiene de manera mas apresurada se puede considerar hacer

cambios en un futuro en ciertas partes del tratamiento in vitro aplicado

Los resultados son tomados en base al numero de dias necesarios para

aparezca el callo en el medio dentro del tratamiento.

Tabla 35:

Numero de dias para aparicion de primer callo.

Tratamientos

1 0 0 0
2 0 15 15
3 21 15 15

Se realiza una prueba de analisis de varianza (ANOVA) con el fin de comprobar
la hipdtesis:
HO: En todos los tratamientos se producen callos antes de los 30 dias

HA: Por los menos un tratamiento produce callo después de los 30 dias.
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Tabla 36:
ANOVA Numero de dias para aparicion de primer callo.
FV

Tratamientos

Error
Total

No hubo diferencias significativas en las medias (valor p>0.05) ya que el valor p
es menor al intervalo de confianza, por lo tanto se rechaza la hipdtesis
alternativa; es decir en todos los tratamientos se producen callos antes de los
30 dias.

Lo que se puede apreciar es que los 2 tratamientos B1 y B2 muestran unos 7

dias de adelanto a la obtencion de callo.

4.6 Prueba de igualdad de hipétesis no paramétrica CHI cuadrado

Dado que el p valor es mayor al nivel de significancia del 5% en las pruebas de
igualdad de medias ANOVA en las tablas 63, 66,69 se concluye que no existe
suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis nula de
supervivencia de callos, explantos contaminados y explantos muertos, con este
resultado no se esta afirmando o aceptando la hipétesis nula, sino que no se

puede determinar con la muestra actual el rechazo de la hipotesis nula.

Por otro lado, al observar los indices (porcentuales) se puede notar una clara
diferencia en los tratamientos por resultado obtenido.

Por este motivo se procedera a realizar un contraste de hipétesis donde no solo
considere el parametro porcentaje de callos sino mas bien la distribucién de los

resultados por tratamiento.

Para esto se aplica la prueba no paramétrica de homogeneidad CHI cuadrado,

donde se contrasta lo siguiente
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Tabla37:
Tabla de distribucion de tratamientos
CATEGORIAS
Tratamientos | Callo | Contaminados Muertos | Total
0 20 10 30
7 10 13 30
4 10 16 30

Ho: la distribucidn de los resultados por tratamiento son iguales
Vs.

Ha: Al menos una de las distribuciones de los tratamientos difiere entre ellas.

Chi-Square Test: Callo, Contaminados, Muertos

Expected counts are printed below observed counts
Chi-Square contributions are printed below expected counts

Callc Contaminados Muertos Total

1 a 20 10 30
3.487 13.33 13.00
3.647 3.333 0.892

2 ) 10 13 30
3.a7 13.33 13.00
3.030 0.833 0.000

3 4 10 1a 30
3.a7 13.33 13.00
0.030 0.833 0.892

Total 11 40 39 90

Chi-5q = 13.112, DF = 4, P-Value = 0.011
3 cells with expected counts less than 5.

Figura 32. Contrastes Callos, Contaminados y muertos.
Prueba CHI cuadrado

Se rechaza la hipétesis nula con un P valor de 0.011 es decir hay suficiente
evidencia estadistica para rechazar que la distribucidn de los resultados para
cada procedimiento difiere.

Basandose en este resultado que establece la diferencia entre los tratamientos

y en los indices por tratamiento en las tablas 62, 65 y 68. Se concluye que el
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tratamiento B1 es el mas viable con un indice de producciéon de callo de
23.33%, indice de contaminacién de 33.33% y un indice de muerte de 43.33%.
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5. DISENO DE PROPUESTA DE PLANTA DE MULTIPLICACION IN
VITRO

5.1 Infraestructura

Todo el material que se encuentra dentro de la planta de multiplicacién in vitro,
se tendra que manejar de la manera mas aseéptica posible, en especial en el
area donde se encuentran las camaras de flujo laminar y el cuarto de
crecimiento obscuro, ya que es el lugar donde se encuentran las plantas y

donde se presenta el mayor riesgo.

No se va a permitir el paso a personal ajeno a Biogreen cia Itda; sobre todo si
no cuentan con la vestimenta adecuada para prevenir la contaminacién dentro

de la planta de Biogreen C.A.

Todo el material de superficies, como es el caso de superficies de trabajo,
seran de material no poroso como acero inoxidable. De esta manera se evitara

la contaminacion dentro del laboratorio.

5.2 Localizacion de la planta

La nueva planta de Biogreen C.A debe ser construida donde Biogreen C.A se
encuentra ubicada actualmente, con el fin de eliminar el costo de compra de un
predio, ya que la hacienda Aispur cuenta con el espacio suficiente para la

construccion de una planta de produccidon meristematica.

5.3 Fundamentos generales

La planta se construira en un area de 41 X 18 metros cuadrados, las areas de
trabajo de la planta seran distribuidas de tal manera, que el trabajo se realice
mas eficientemente y sin ningun retroceso en lo posible, con el fin de eliminar la
contaminacion que se podria encontrar.

Los materiales para la construccion en si, seran adecuados para una planta de
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produccion in vitro, los cuales deberan prevenir la contaminaciéon dentro de la

planta.

5.4 Techo e iluminacién

Los techos de la planta seran planos, lisos e inclinados. En los lugares donde
se presenten uniones, estas tendran que ser curvados y cerrados
herméticamente. ElI material a ser utilizado podra ser cualquier resina
reforzada con el fin de que no se produzca el desarrollo de mohos.

Se necesita una iluminacion en especial en la zona de siembra, ya que
ademas de la luz brindada por la camara de flujo laminar, ésta tendra que ser
complementada con luz artificial, por el motivo que en esta zona no se cuenta
con ventanas, para reducir al maximo el peligro de contaminacion. En la zona
de desarrollo de las plantas para prevenir contaminacion tampoco se cuenta
con ventanas, uUnicamente se contara con iluminaciéon artificial (Sylvana
daylithe) ya que, de esta manera se podra controlar el desarrollo de la planta,
pues en la camara de desarrollo hay una parte de la misma que se puede usar

como camara obscura con el fin de economizar costos.

5.5 Paredes

Las paredes que se encuentren en el camino de la linea de produccion seran
de materiales que no sean porosos, con el fin que éstos no se conviertan en
focos de contaminacion. Lo que es el cuarto de desarrollo son paredes
especiales hechas para la regulacién de la temperatura, que asi sea 6ptima

para el crecimiento de la planta.
5.6 Pediluvios
Se localizara en la entrada de la planta de multiplicacién in vitro y en cada

ingreso a lo que fuera el proceso de produccion de las plantas. Esto se hara en

una solucion de sulfato de cobre en un proporcién del 5%.
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5.7 Suelos

Tendran que ser suelos que no cuenten con grietas o imperfecciones, para que
no se produzcan focos de contaminacion, preferiblemente tendran que ser

pintados con una resina antideslizante que sea de facil limpieza.

5.8 Ventilacion

Sera controlada mediante un sistema de membranas que emularan a una

camara de flujo laminar esto con el fin de eliminar cualquier contaminante en el

aire. También se contara con un sistema de ventiladores especialmente en las

camaras de desarrollo donde expulsen el aire y ingrese aire puro.

5.9 Layout

Es la distribucién de la planta de acuerdo con las funciones para que de esta

manera se pueda visualizar las actividades de la empresa de manera global.
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Figura 33. Layout por actividades.




5.10 Planta en general
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La distribucion de la planta incluyendo pasillos y areas dentro de la empresa.

La nueva propuesta de planta de Biogreen C.A permite que se llegue a una

mayor produccion de plantas para vivero.

18

i

Figura 34. Disefio de planta en general
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5.11Flujo de producto

Es el flujo de producto dentro del layout de planta, para que de esta manera se
pueda tener una visualizacion global de como un producto se mueve dentro de
una planta.

Siempre tendra que ser suave y rapido con el minimo gasto de tiempo de los

trabajadores. De manera que no existan retrocesos de ninguna especie.
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Figura 35: Flujo de producto




5.12 Flujo de personal

Es la manera como se mueve el personal dentro del layout de la planta. Tiene

que seguir una secuencia adecuada con la minima cantidad de retrocesos de

esta manera prevendra la contaminacion en los medios.
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6. PLAN FINANCIERO

6.1 Introduccion

El presente plan financiero esta conformado por dos opciones utiles para
Biogreen C.A ya que la misma es una empresa consolidada. El primer plan
financiero se lo realizé sin tomar en cuenta la construcciéon de la nueva planta
de produccidn in vitro, sino que unicamente se tomo en cuenta lo que seria la
adicion del costo de la linea de cacao a su operacion actual. La segunda se la
hizo tomando en cuenta la construccion de la nueva planta in vitro y la adicion
de costos de la linea actual.

La linea de cacao adicionada es resultado de la investigacion de la presente
tesis la cual nos indica que el mejor medio de cultivo para cacao in vitro es el

medio B1 (X3) de la empresa Biogreen C.A.

6.2 Plan financiero para adicion de nueva linea para cacao in vitro CCN-51

El medio que mostro mejores resultados en la presente investigacion fue el
B1(X3) y los medios que le seguian, es por ese motivo que se realizard un
costeo y un analisis financiero del mismo. Hay que tomar en cuenta que en el
plan financiero de la adiciéon de una nueva linea in vitro, en este caso de cacao
CCN-5, no se toma en cuenta inversiones ya que, inversién en obras fisicas no
se ve reflejado por el hecho que ya existe Biogreen C.A. Inversion de
maquinarias y equipos no se ve reflejada por el hecho que se vaya a correr una

nueva linea pues, no existe diferencia en la maquinaria utilizada en la misma.

6.2.1 Costo de fabricacion.

Para la presente investigacion se va suponer que se va realiza un 1litro de B1
(X3), 1 litro de BS (X3 AG) y 1 litro de BD (MCO); por sigilo corporativo se dara
los costos directos de cada formula madre (20X, 100X, 1000X, Quelato, BA) en

lugar de desglosar los costos de cada formula madre ya que esto seria divulgar
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el contenido de cada una. Por cada litro de medio de B1 (X3), BS (X3 AG) y BD
(MCO) se obtendra 22 medios donde se puede colocar individuos, esto quiere
decir que se colocara 45ml por recipiente de medio.

Hay que tomar en cuenta dentro del costo de fabricacion que, el personal no va
a dedicar su tiempo en la totalidad para la produccion de cacao CCN-51 ya que
la produccion de otras especies vegetales también tiene gran importancia para
Biogreen C.A.

6.2.1.1 Requerimientos de materias primas

Para los costos de fabricacion se tomaran en cuenta las materias primas
directas, es decir, las soluciones que se incorporan al medio y no las
soluciones madres por sigilo corporativo de Biogreen C.A. Estas soluciones

madres estan compuestas por elementos que tienen costos distintos.

Solucién 20X
El costo que se tomo en cuenta para la elaboracion de la solucion 20X es el de

11, la cual se desglosa en el uso individual de cada medio.

Tabla 38:
Costo de solucion 20X
Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucién
B1 (X3) 50 0.29
5.98 BS (X3 AG) 50 0.29
BD (MCO) 50 0.29

Solucién 100X
El costo que se tomd en cuenta para la elaboracion de la solucion 100X es de

11, la cual se desglosa en el uso individual de cada medio.
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Tabla 39:
Costo de solucion 100X
Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucion

B1 (X3) 10 0.02
1.6 BS (X3 AG) 10 0.02
BD (MCO) 10 0.02

Solucion 1000X

El costo que se tomo en cuenta para la elaboracion de la solucion 1000X es de

11, la cual se desglosa en el uso individual de cada medio.

Tabla 40:
Costo de solucién 1000X

Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucion
B1 (X3) 0.002
2.01 BS (X3 AG) 0.002
BD (MCO) 0.002

Soluciéon Quelato

El costo que se tomd en cuenta para la elaboracion de la solucién Quelato es

de 11, la cual se desglosa en el uso individual de cada medio.
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Tabla 41:

Costo de soluciéon Quelato

Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucion
B1 (X3) 16.7 0.04
2.24 BS (X3 AG) 16.7 0.04
BD (MCO) 16.7 0.04

Solucion fitohormonal 1 (Sigilo corporativo)
El costo que se tomé en cuenta para la elaboracién de la Solucion fitohormonal

(Sigilo corporativo) es de 1l, la cual se desglosa en el uso individual de cada

medio.
Tabla 42:
Costo Solucion fitohormonal 1 (Sigilo corporativo)
Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucion

B1 (X3) 3 0.004
1.27 BS (X3 AG) 3 0.004
BD (MCO) N/A N/A

Azucar
Cada medio cuenta con una cantidad especifica de azucar. Tomando en cuenta

el valor del saco de 50kg actualmente.
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Tabla 43:

Costo Azucar

Costo 50 kg Medio Uso gr Costo unitario
B1 (X3) 30 0.02

36 BS (X3 AG) 30 0.02

BD (MCO) 30 0.02

AGAR

Cada medio cuenta con una cantidad especifica de agar, la cuenta se obtiene
de la firma SIGMA.

Tabla 44:
Costo AGAR
Costo 5 kg Medio Uso gr Costo unitario
B1 (X3) 2 0.410
1025 BS (X3 AG) 2 0.410
BD (MCO) 2 0.410

Solucion fitohormonal 2 (Sigilo corporativo)

Cada medio cuenta con una cantidad especifica de la solucién AG3, la cual se

desglosa de manera individual en cada medio, por costos se realiza pequefas
cantidades de este medio.



Tabla 45:

Costo Solucion fitohormonal 2 (Sigilo corporativo)

Costo 10 ml Medio Uso gr Costo unitario
B1 (X3) N/A

344 BS (X3 AG) 1ml 344
BD (MCO) N/A

Solucién Vitaminas
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El costo que se tomo en cuenta para la elaboracion de la solucién Vitaminas

es de 11, la cual se desglosa en el uso individual de cada medio.

Tabla 46:

Costo de solucién vitaminas

Costo Total
Medio Uso ml Costo unitario
solucion
B1 (X3) 1 0.001
1.39 BS (X3 AG) 1 0.001
BD (MCO) 1 0.001
Myo-Inositol

Cada medio cuenta con una cantidad especifica Myo-Inositol, el cual se

obtiene de Sigma.

Tabla 47:

Costo Myo-Inositol

Costo 1kg Medio Uso mg Costo unitario
B1 (X3) 0.1 0.044

442 BS (X3 AG) 0.1 0.044
BD (MCO) 0.1 0.044




H20 Destilada

El agua es la base para la formacion de medios de cultivo.

Tabla 48:
Costo Agua Destilada

Costo 10 It Medio Uso It Costo unitario
B1 (X3) 1.2

12 BS (X3 AG) 1.2

BD (MCO) 1.2

6.2.1.2 Requerimientos material fisico medio
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Por material fisico se entiende el material donde se coloca al medio, para el

cual Biogreen C.A cuanta con un amplio stock de los mismos. EI medio fisico

no tiene variacion mas que en la etapa de enraizamiento, debido a esto en la

presente tesis no se contemplara el tema.

El costo aproximado del material fisico para colocar el medio es de $0.03

centavos, no se puede brindar informacion muy a fondo del tema ya que es uno

de los secretos empresariales de Biogreen C.A.

6.2.1.3 Requerimientos servicios auxiliares

Electricidad

Se considerara el 10% del rubro total el cual sera para la nueva linea de cacao

CCNb51. Se utilizara un fluido eléctrico trifasico para el funcionamiento de los

motores de los equipos seleccionados los cuales se muestran en la tabla 34.
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Tabla 49:

Requerimientos eléctricos.

OPERACIO
N
NOMBRE
Cantidad
Consumo
KWH
Consumo
anual * KW
Valor KWH*
Valor total
Consumo / h
Valor consumo
anual

Siembra, |Camara de

trasferenci | flujo laminar 7
28 81760 0.05 14 | 4088

a )
Desarrollo
Laboratori | Autoclave, 2
) 2.28 5991 0.05 0.114| 420
0 Refrigerador 1

Crecimien | Incubadora y| 1(en el
to y | cuarto de | caso de
desarrollo |crecimiento |Biogree
n C.A 32.2 65800 0.05 1.61 | 4701.2

los 2
forman
1
Base
_ 0.2 584
Industrial
TOTAL

153551 | COSTO $ |3.324 | 9793.2

Seguridad Industrial

En el siguiente cuadro se va a detallar los equipos de seguridad industrial
dentro en un ano. Hay que notar que los mandiles, mascarillas y cofias del
personal operativo son de tela y al comienzo del afo se realiza una sola
compra. Las mascarillas y cofias para visitantes se realizaran de material
desechable y las compras se las hara mes a mes ya que Biogreen C.A no
recibe visitantes a no ser estrictamente necesario. El costo aproximado que
absorbera la produccién de cacao CCN 51 es del 10%. Del costo total de los

mismos
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Tabla 50
Costos equipos seguridad industrial
RUBRO PERIODOS
TOTLAE
1 2 3|4 |5|6|7|8]|]9]|10|11]|12 S
15

Mandiles 300 |- |- |- |- |0 |- |- |- |- |- |- 450
Guantes 15 {15 |15 (15 |15 |15 |15 |15 |15 |15 |15
Quirargicos |150 |0 |0 |0 |O |O (0O [0 |0 |0 |0 |O |1,800
Cofias 270 (10 (10 (10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |380
Mascarillas [300 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 |520
Extinguidor
es 410 |- |20 |- |20 |- |20 |- |20 |- |- - 1490

1,43 |18 |20 (18 |20 (33 |20 (18 |20 (18 |18 |18
TOTAL O O |O |O |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 3,640

Mano de obra directa

Para la presente investigaciéon se tomara en cuenta el 10% de los esfuerzos
del personal de la planta de produccioén in vitro debido a que Biogreen, tiene ya
su mercado garantizado en otros de sus productos estrellas, los mismos que
presentan contrato de cumplimiento. En el proceso de multiplicacién in vitro,

intervendra el siguiente personal:

¢ Un jefe de laboratorio

Cuyo perfil ocupacional sera un profesional en el area de la biotecnologia que
tenga conocimientos del manejo de laboratorios asi como de las normas de
limpieza basicas del mismo. Debe tener la capacidad de ser lider de un grupo
de personal y de coordinar actividades; ademas de tener plena capacidad del

manejo de reactivos.
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e 5 Obreros ( Laboratorio vegetal)

Seran trabajadores no calificados a los que se les brindara capacitacion sobre
el manejo y actividades relacionadas a una camara de flujo laminar para
realizar multiplicacion in vitro de distintos materiales vegetales; lo cual con la

experiencia y manipulacion iran mejorando sus actividades.

Tabla 51:
Requerimientos de mano de obra
PUESTO N° MESES SALARIO TOTAL
MENSUAL
JEFE DE LABORATORIO 1 12 650 7800
OBREROS 5 12 377 17400
TOTAL ANUAL 23400

*Incluye cargas sociales

6.2.1.4 Resumen de costos de fabricacion.

A continuacion se podra apreciar el costo de fabricacion por medio B1 (X3), BS
(X3 AG) Y BD (MCO). Los costos de fabricacion se tomaran en cuenta para un
litro de las soluciones mencionadas, las mismas que utilizaron un 10% de la
capacidad ya instalada de la planta.

Costo de planta actual

Se consideran los servicios operativos de la planta actual donde vamos a
encontrar suministros, seguridad industrial y sueldos con cargas sociales. de
estos costos se le va cargar un 10% a la nueva linea de cacao CCN-51 el
mismo que sera repartido en las distintas por el presente proyecto de titulacién
unicamente esta establecido hasta el punto de multiplicacion estos costos
seran cargados en las etapas presentes.



Tabla 52:

Costo de planta actual
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COSTOS FIJOS DE PLANTA

SEGURIDAD Y SERVICIOS BASICOS (S y

SS) Total Usd afio
Electricidad KWH 9793.2
Mantenimiento 10% de Equipos 3417
Limpieza 1200
Agua potable 91.25
Total Costo Sy SS 14501.45
SEGURIDAD IND. Y SEGURO
Seguridad Ind. 3640
Total Costo seguridad 3640
SUELDOS con cargas sociales Cantidad Costo/ Unidad
Jefe de laboratorio 1 500 6000
Operativos 5 290 17400
Total Costo sueldos 23400
TOTAL COSTO
FIUO PLANTA 41541.5
ANO
PLANTA COSTO 4154.15
PARA CACAO
(10%)
COSTOS DE 1384.72
PLANTA POR
MEDIO (1/3)




X3
Tabla 53:

Costos solucion X3

MATERIAS PRIMAS
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Materias directas e indirectas unidad |Cantidad |Costo para 1l (=22m) [Costo para 12| en un afio (= 264m)
Solucion 20 X ml 50 0.29 3.48
Solucion 100 X ml 10 0.02 0.24
Solucion 1000 x ml 1 0.002 0.024
Solucion KELATO mi 16.7 0.04 0.48
Solucion BA ml 3 0.004 0.048
Azucar gr 30 0.02 0.24
Solucion AG3 ml N/A 0
Agar gr 2 0.41 4.92
Solucion Vitaminas ml 1 0.001 0.012
Myo- Inositol mg 0.1 0.04 0.528
H20 Destilado It 1 1.20 14.4
Total Costo 1 2.031 24.4

COSTO DE

FABRICACCION 1409.09

ANUAL

Costos 1 callos (10 053

callos por medio)

Costo planta (20 003

plantas por callo)

X3 AG
Tabla 54
Costos solucion X3AG
MATERIAS PRIMAS
Materias directas e indirectas unidad |Cantidad [Costo para 1l (=22m) |Costo para 12l en un afio (= 264m)
Solucion 20 X ml 50 0.29 348
Solucion 100 X ml 10 0.02 0.24
Solucion 1000 x ml 1 0.002 0.02
Solucion KELATO ml 16.7 0.04 0.48
Solucion BA ml 3 0.004 0.05
Azucar gr 30 0.02 0.24
Solucion AG3 ml 1 34.40 412.80
Agar gr 2 041 4,92
Solucion Vitaminas ml 1 0.001 0.01
Myo- Inositol mg 0.1 0.04 0.53
H20 Destilado It 1 1.20 14.40
Total Costo 1 36.431 437.2

COSTO DE

FABRICACCION 1821.89

ANUAL

Costos 1 callos_ (10 069

callos por medio)

Costo planta (20 0.03

plantas por callo)
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MCO
Tabla 55:
Costos solucién MCO
MATERIAS PRIMAS
Materias directas e indirectas unidad [Cantidad |Costo para 11(=22m) |Costo para 12| enun afio (= 264m)
Solucion 20 X ml 50 0.29 348
Solucién 100 X ml 10 0.02 0.24
Solucién 1000 x ml 1 0.002 0.02
Solucion KELATO ml 16.7 0.04 048
Squmoq fitohormonal 1 (Sigilo - N/A 0
corporativo)
Azlicar ar 30| 0.02 0.24
Squmoq fitohormonal 2 (Sigilo - N/A 0
corporativo)
Agar agr 2 041 4.92
Solucién Vitaminas ml 1 0.001 0.01
Myo- Inositol mg 0.1 0.04 0.53
H20 Destilado It 12 144
Total Costo 1 2.027 24.3

COSTODE

FABRICACCION 1409.02

ANUAL

Costos 1 callog (10 053

callos por medio)

Costo planta (20 003

plantas por callo)

5.2.1.5 Costos Fijos y Variables

Basandose en los costos de fabricacion obtenidos en las tablas anteriores, se

obtendra un costo fijo y variable de la produccién de plantas in vitro hasta el

punto de multiplicacion. Hay que tomar en cuenta que este calculo esta

proyectado para un litro mensual. Se debe tener presente que el costo

operacional final se divide para 30, tomando en cuenta que se obtiene un

mayor numero de individuos a partir de la multiplicaciéon donde se repartiran los

costos de maneras mas equivalentes.



Tabla 56:

Costos fijos y variables de procedimiento B1.

Tabla 57:

Total de costos fijos y variables linea CCN51 hasta multiplicacion

Costos Variables 1209.1

B1(X3) |Costo Fijos 200
Total 1409.1

Costos Variables 1621.9

BS(X3 AG) [ Costo Fijos 200
Total 1821.9

Costos Variables 1209.1

BD(MCO) | costo Fijos 200
Total 1409.1

Total Costos Variables y Fijo
Costos Variables 4040
Costo Fijos 600
Total Anual 4640
Costo operacional anual 154.67

6.2.2 Capital de trabajo
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Se comprendera como la inversion a corto plazo por parte de Biogreen C.A. ya

que los calculos estan establecidos para 1 litro, se hara los calculos para el

mismo valor y con el precio establecido por Biogreen C.A como esta reflejado

en el capitulo 2.
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Tabla 58:
Capital de trabajo para linea cacao CCN51
TIEMPO (VES) Aflo1
PRODUCTOS 1 A T T T A T O O O N

Ingresos (22 un) By B4 B4 BY BY BY BY BY BY By BY Bl
(- Costos operacionales 08 08 08 0% 08 0 0K 0 0% 0% 0y 10y
3 medlos
Utlidad/ Pérdida 0 N0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1)
Utiidad/Pérdida Acumulada ) I | | A AN N NN N7/ N1/ N ) I

6.2.3 Necesidad De Capital

Es el capital que Biogreen C.A requiere para el funcionamiento normal para
correr una linea de Cacao CCN-51. Hay que tomar en cuenta que unicamente
se va a tener activos corrientes y que es la implementacién de una nueva linea
en una planta de produccion in vitro ya existente donde tienen su mercado bien
establecido para otras especies vegetales y cuentan con los activos fijos ya

establecidos e inclusive devuelta la inversion inicial.

Tabla 59:
Necesidad de capital para linea cacao CCN51
Necesidades de Capital usD
Activos Fijos 0.00
Activos Corrientes 154.66
Costos de Constitucion 0.00
Total 154.66

6.2.4 Financiamiento

Debido a que Biogreen C.A es una empresa consolidada, esta ya cuenta con
un flujo de caja el mismo que por sigilo corporativo no se puede divulgar. No
cuenta con la necesidad de financiamiento, por el hecho de ser una empresa

ya inmiscuida en el mercado.
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6.2.5 Pérdida y Ganancia

La cuenta de pérdida y ganancia nos ayuda a tener una referencia de los
beneficios o pérdidas de una empresa, en el caso de Biogreen C.A, se realizara
unicamente la pérdida y ganancia de lo que es Cacao CCN-51 hasta la etapa

de multiplicacion.

Tabla 60:
Pérdida y ganancia de linea de cacao CCN51 en afio 1.
_ Ao
TENROINE e~ e
, s T T T A
DESCRRCION
Iests BB B 5 % ® ® & u & & L
Tl s B® 4 8 % & 3 3 ® 5 H f M
INVERSON /| L /R N N N | N I B
AdsFios | N N | A l
Ao Comees g0 0 0 0 o0 o0 o0 6 o0 o0 0 0 0
(s de Conttn | |
l
Coss pertonls B 5 & 5 % & & 4§ & 6 § 5 0
Cosos g |
Ineses s 1 1) 1 ) 1 1 11 R
Depecadones) Anorzacones O0f oy 0o 000 00 ONf OO om0 0o OMf omp
l
Hot | I A | | N/ O B
| ] N ] O O N O N | N ]
UTILOAD BRUTA ANTESOE IPLESTQS 1 1 1 1 ] 1 1 ¢
Prgaionde Tt 1 S D N S N NN D A S N
Imuestoalaent /A I N I I I N (R I BN N N B
UTLDAD NETA | | | | | | | N | N | | B |
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Tabla 61:

Pérdida y ganancia de linea de cacao CCN51 en afio 10.

TEUPOOS) Aiod | Aio? | Aiod | Kiod | Aio5 | Ao | Ko7 | Kiod | Kiod | Kol

DESCRRCION

e m-m - m m m m m m m 0
Toal s m o m m m m m m m 0
Cosos Operacioneles o T I N N I
CostosFinanleros

meeesprcedtdl 0 o000 o 0 4 o 4 O
DoececionesAmotzecionesl. O 00 00 0 0 0

no0 0 0 0
= Tt Eyesi 1 O O L D D D D B
MUDWBTAAVESDENPET fy m oW oM oo oW oW m o m W
Prciaion e T )P ) ) O 4 A A
Imuesog afent L)) O O 1 1 e 1
UTLIDAD NETA w8 8 " 8 B K B OB

6.2.6 Flujo de caja

En el flujo de caja se calcula los ingresos y gastos que se realizan en el
proyecto de la empresa durante un determinado periodo de tiempo. Esto nos

da la libertad de tomar decisiones acertadas sobre el futuro en el presente.
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Tabla 62:
Flujo de caja de linea de cacao en 1 afo.
TIEVPO[VES] Periodo ANO1
) RN 5 7| s o | 1| o |ow
DESCRIPCION operacional
Ingresos 3 3 3 3 3 N 3 N 3 N 3 N 217
Total Ingresos 0 23 23 23 23 23 2 23 2 23 2 23 2 Al
INVERSION 13
Activos Fijos 0 0
A. Corrientes 13
Costos de Constitucion 0 0
Costos Operacionales 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 156
Costos Financieros
Intereses por créditos 0
Depreciaciones y Amortizaciones 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000] 000f 000] 000 000 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= Total Egresos 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 156
FLUJO OPERACIONAL -13 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 121
Participacion de Trabajadores 10% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ImpuestoalaRenta 25% 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
FLUJO DESPUES DE IMPUESTOS 13 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 9
Cuota Préstamo 0
Depreciaciones y Amortizaciones 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FLUJO NETO DE EFECTIVO 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 79
Tabla 63:
Flujo de caja de linea de cacao en 10 afios
TIEMPO (ANOS)
Descripcion o 1 2 3 4 5 7 8 9 10
Ingresos 217 217 217 217 217 217 217 217 217 217
Total Ingresos 277 277 277 277 277 277 277 277 277 277
INVERSION 155
Activos Fijos 0
Activos Corrientes 155
Costos de Constitucion 0
Costos Operacionales 155 155 155 155 155 155 155 155 155 155
Costos Financieros
Intereses por créditos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Depreciaciones y Amortizaciones 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
= Total Egresos 155 155 155 155 155 155 155 155 155 155
FLUJO OPERACIONAL -155 122 122 122 122 122 122 122 122 122 122
Participacion de Trabajadores 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Impuesto alaRenta 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
FLUJO DESPUES DE IMPUESTOS 0 80 80 80 80 80 80 80 80 80
Cuota Préstamo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Depreciaciones y Amortizaciones 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ingreso prestamo 0
FLUJO NETO DE EFECTIVO -155 73 80 80 80 80 80 80 80 80 80
FLUJO NETO DE EFECTIVO -155 -82 2 78 158 238 318 398 478 558 638
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6.2.7 Indicadores Financieros

TIR quiere decir tasa interna de retorno: es la tasa que iguala el valor presente
neto a cero, también se puede comprender como la tasa de rentabilidad
producto de la reinversion de un flujo neto de efectivo. La evaluacion que se
debe tomar en cuenta se basa en la tasa de descuento. Si la tasa interna de
retorno es mayor que la tasa de descuento, se puede aceptar el proyecto ya
que estima que el rendimiento del proyecto en cuestion es mayor al minimo
requerido.

En la presente investigacién obtenemos un TIR del 49% el cual es mayor a la

tasa de descuento que es 20% por lo que el rendimiento del proyecto es alto.

VAN quiere decir valor actual neto, es un indicador que nos permite ver si se va
a maximizar la inversion. La manera mas acertada, si dicho indicador es
positivo, significa que el valor del proyecto tendra un incremento al monto del
valor presente, si el valor es negativo es que el proyecto tendra una perdida
equivalente al VAN vy si el valor fuese 0 es que no habra ningun cambio. En la

presente investigacion se puede apreciar un VAN positivo.

Cabe aclarar que el TIR y VAN obtenidos estan en base unicamente en la
adaptaciéon de una nueva linea con miras hacia el futuro y que por este motivo

ya se considera que se ha obtenido mas individuos en base a la multiplicacién.

Tabla 64

Indicadores Financieros TIR y VAN linea cacao CCN51
TIR 49%
VAN (Tasa de desc. %) $174.56

PERIODO DE RECUPERACION

Tasa descuento 20%
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6.3 Plan financiero de construccion de nueva planta de multiplicacion in

vitro para Biogreen C.A

A continuacién se presenta el plan financiero de lo que seria la construccion de
una nueva planta de produccion in vitro en conjunto de la nueva linea de
produccion de cacao CCN-51 in vitro. En este plan financiero se podra
encontrar la diferencia que se realizara en la inversion en Obras fisicas, pero
no en maquinaria ya que se utilizaria la misma existente en la planta anterior.
6.3.1 Inversiones

Por inversion se comprende todos los desembolsos que Biogreen C.A incurrira

6.3.2 Inversion en obras fisicas.

Por inversion en obras fisicas se va comprender la inversion que Biogreen C.A

realizaria en terreno, planos y programas de construccion.

Tabla 65:
Inversidn obras fisicas, nueva planta Biogreen C.A
Costos (en
Descripcion USD)
Terreno 0.00
Construccion 50,000.00
Total 50,000.00

6.3.3 Inversidn en maquinarias y equipos

No se realizara inversion en maquinarias y equipos ya que Biogreen C.A cuenta
con equipos de punta en los cuales se han aplicado investigaciones propias
para poder obtener mejores resultados en la planta. Los equipos de la vieja

planta formaran parte de la nueva.
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6.3.4 Activos fijos

Son todas las propiedades, maquinarias, equipos y bienes, que seran utilizados
en un plazo considerable mayor a un afo, que son utilizados en las
operaciones normales de la empresa , las cuales generan utilidades ya que
provocan ingresos. Los gastos por los activos fijos son conocidos como la
depreciacion; y por lo regular la excepcion son los terrenos ya que estos no se

devaluan en el tiempo (Horngre T, 2004, pp334).

Tabla 66:
Activos fijos de nueva planta Biogreen C.A
Costos (en
Descripcion USD)
Inversién en Obras Fisicas 50,000.00
Inversion Maquinaria y Equipo 0.00
Total 50,000.00

6.3.5 Costos de fabricacion.

Los costos de fabricacién son los mismo que en el numeral 7.2.1 ya que se va
correr la misma linea de cacao CCN-51, hay que tomar en cuenta que para
que la operacion se vuelva rentable, se tendra en cuenta las otras lineas de
plantas de Biogreen C.A, las mismas que, por sigilo corporativo, no se podran
poner sus costos de fabricacion unicamente se mencionaran de manera global

mas adelante en la presente investigacion.

6.3.6 Capital de trabajo.

Es el capital de trabajo que Biogreen C.A va requerir para que se pueda

trabajar. Biogreen C.A cuenta con un basto inventario de especies vegetales,
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por este motivo la construccién de una nueva planta in vitro no seria justificada
unicamente por la produccidn de una nueva linea vegetal, se tomaran en

cuenta 1500 U de varias especies por sigilo corporativo.

Tabla 67:
Capital de trabajo de nueva planta Biogreen C.A

TEVPOIES Aot
PRODUCTOS I A A I R O
s a1 (2 O 1 1 A O N I
e mospsBpen (00 | SO0 AN SO M) &) &) S0 &) & & &) &)
1 Crts opercorles I 15 L T A O 1 T
ot nerones ot s k) 0.8 IR R K I K 0 8 R
e P 1 O 1 1 I
P it O O 1 1 1 D¢ IO

6.3.7 Depreciacion.

Ya que unicamente se realizara la inversibn en una construccion vy los
equipos seran utilizados de la anterior planta, la unica depreciacion que se

encuentra es la de la construccion.

Tabal 68:
Depreciacion, nueva planta Biogreen C.A
Tiempo de Depreciacion | Depreciacion Anual
Vida(en |Depreciacion| Anual (Aos 1-3) | (Aflos4%) | pepreciacion
Descripcion USD | afios) (%) (en USY) (enUS$) | Mensual Afio 1
Costruccion de lugar fisico nueva planta in
vitro 50000 2 10% 5,000 5000 416,67
TOTAL 5,000 5000 41667
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6.3.8 Necesidad de capital.

Es el capital que Biogreen C.A requiere para el funcionamiento e

implementacion de la nueva planta de multiplicacion in vitro.

Tabla 69:

Necesidad de capital, nueva planta Biogreen C.A

Necesidades de Capital uUsD

Activos Fijos 50,000.00

Activos Corrientes produccion de otras especies

vegetales (8) 1636.36
Activos Corrientes Cacao CCN-51 12.89
Costos de Constitucion 0.00
Total 51649.25

6.3.9 Financiamiento.

Por el motivo que Biogreen C.A es una empresa consolidada ésta no necesita
de financiamiento sino que la misma puede invertir en la creacion de la nueva
planta de produccion in vitro.

6.3.10 Pérdida y ganancia.

En la cuenta de pérdida y ganancia, vamos a mostrar los beneficios que podria

obtener por la implantacion de una nueva planta de produccion in vitro
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Tabla 70:
Pérdida y ganancia de nueva planta Biogreen C.A en el primer afo.
Period A0 1
TIENPO(VES eP"rZ[’
a , 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 1 1 | TOTAL
DESCRIPCION operacional
Ingresos por 22 u de cacao CCN-51 I 3 Ji) 3 B I B I B I B J2 )
Ingresos por ofras especies vegetales 1500 u 45000 45000 45000 45000 4500[ 45000 4500[ 4500[ 45000 45000 4500{ 45001 54,000
Total Ingresos 45| 45| 452 4523| 452 4523|4523 4523 4523 4523 4523 4523 54277
INVERSION 51,649 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ()
Activos Fijos| 50,000 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0)
Activos Corrientes 1,649 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ()
Costos de Constitucion 0 0
0
Costos Operacionale ( CCN-51 )y otras plantas 1609 1649 1649 1649 1649 1649 1649 1649 1649 1649 1649 L1649 19791
Costos Financieros 0
Intereses por créditos 000 000 000f 000] 00O 00O 000f 000] 000 000 000] 000 0)
Depreciaciones y Amortizaciones 41667| 41667 41667 41667 41667 41667 41667 41667 41667) 41667 41667 41667 5,000
0
A1 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0)
51649| 2066| 2066 2066 2066 2066 2066 2006 2086 2066 2066 2066 2066| 24,79
UTILIDAD BRUTA ANTES DE IMPUESTOS SL649) 2457|2457 2457 2457( 2457 2457| 2457( 2457 2457| 2457( 2457 2457| 2948
Participacidn de Trabajadores 0% 6| 26 6| 6| 26| 6| 26| e[ M| 26 6| 6| 2949
Impuestoala Renta 5% 614 614 614 614 614 614 614 614 614 614 614 ol 731
|UTILIDAD NETA SL649)  1597| 1597( 1597 L597| L1597| 1597| 1597( 1597| 1597| L1597( 1597 1597| 19166
Tabla 71:
Pérdida y ganancia de nueva planta Biogreen C.A en 10 afios.
TIEMPO (ANOS) Aol | Afio2 | Afo3 | Afiod | Afio5 | Afio6 | Afo7 | Afio8 | Afio9 | Afio 10
DESCRIPCION
Ingresos 54277\ 54271 54271\ 54277\ 54271 54271\ 542771 54,2770 54271 54,277
Total Ingresos 54271 54271 54271 54277\ 54271 54277 54277( 542771 54,277 54,277
Costos Operacionales 19791 19791 19791 19791 19791 19791 19791 19,791 19,791 19,791
Costos Financieros

Intereses por créditos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Depreciacionesy Amortizaciones| 50001 5000 5000 5000[ 5000, 50000 5000 5000 5000 5000

0 0 0 0 0

= Total Egresos U791 24791 24791 24791 24791 24791 24791 24791 24791 24791
UTILIDAD BRUTA ANTES DEIMPUESTOS |  29,486] 29,486 29486 29486] 29486] 29,486] 29,486 29486 29486| 29486
Participacion de Trabajadores 2949.00[ 2949.00] 2949.00( 2949.00[ 2949.00] 2949.00] 2949.00[ 2949.00{ 2949.00| 2949.00
Impuesto ala Renta 7312.000 7372.00] 7372.00{ 7372.00{ 7372001 7372.00] 7372.00[ 7372.00[ 7372.00] 7372.00

UTILIDAD NETA 19,165 19,165 19165 19165 19,165[ 19,165 19,165 19165 19165 19,165
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5.3.11 Flujo de caja

Nos da a conocer los movimientos econémicos de la empresa, en este flujo de
caja se presentan los ingresos totales por cacao CCN-51 (22 u) y otras

especies vegetales (1500).

Tabla 72:
Flujo de caja, nueva planta Biogreen C.A en 1 anos.
Periodo K1
EMPO(VES) "
DESCRPCION operaciorl o NN L NI B A L B B B
Ingrests U34S 45D A5l ASB A3 43| 45D 4Nl 4S8 43 453
Total Ingresos O 455 458 45 A%8 4%3 AR A5 453 A%3 4R 45D 45K MM
NVERSION 51,649
ActivosFijos| 50,000 0
A, Corienies 1609
Costos de Constitucion 0 0
Costos Operacionales L6016 L6 L] 1ol 164 164 LG 16| 1640l 164 L6 19790
Costos Financieros
Intreses porcréditos 0
Depreciaciones y Amorizaciones UosTl 46T, 4667 4667 4l66T| 4l6fT) 4l6fT) 1667 dl6en| 4l66T| LT l6gT) 5000
0 o o o o o0 9 o 0 o o o 0 0
o o o o o q o 0 o o g 0 0
= Total Egresns SLG| 16| 169| 1640 L1649 L1640\ LG9| LG9 1640( LG9 LG9 LG9| L6 247
FLUJO OPERACIONAL DLOA0( 28741 2814 2674| 2814) 2874| 2814) 2814 2814| 28°4( 2814\ 2804 264 20486
Partiipacion de Trabajadores 0% Mo{ Me| MG Mol Mo M| M| G| Mo M| | M| 2%
Impuestoala Renta ey I 3 N O 1 N A K1
FLUJO DESPUES DE INPUESTOS SLOO| 2007( 207( 20| 20m 200m| 2007) 2007\ 2007) 2007) 2007\ 2007( 2007( 19,169
Cliota Préstamo 0
Depreciaciones y Amortzaciones A O O U S O VT
FLUJO NETO DE EFECTIVO D[ 24| 24| 24| 24| Q4| 24| 24| 24| 24| 24| 2034|165
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Tabla 73:

Flujo de caja de nueva planta Biogreen C.A en 10 afios

TIEMPO (Afi0S)

Descripcion 0 1 . 3 4 5 6 T 8] 9 | W
Ingresos ST ST STy Sy ST Samy o sam sam o Sy sam
Total Ingresos ST\ SA2TT| ST\ SA2TT| SA2TT| SA2MT( SA2TT| MA2TT| SA2TT| ST

INVERSION 69,791

Activos Fijos 50,000

Actios Corientes 19791

Costos de Constitucion 0
Costos Operacionales 1979L| 19791 1979L| 19791 1979L| 19791 19791| 1979L| 19791| 1979

Costos Financieros

Intereses por créditos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Depreciaciones y Amortizaciones 50000 50000 50000 5000 5000{ 5000{ 5000 5000{ 5000{ 5000
= Total Egresos A0\ 24791\ 24791| 24TOL| 24791| 24TOL| 24791( 24791| 2479L| 24791
FLUJO OPERACIONAL GO791) 29486| 20486) 29486| 20486| 29486| 29486 29486| 29486( 20.486| 29486
Participacion de Trabajadores |, 2000 29| 20491 2949 2091 2049| 2%9( 2049| 2949 2%49
Impuestoala Renta LR 17 WA S T/ KT 4 B T/ ST/ B T/ R T/ I KT VA K
FLUJO DESPUES DE IMPUESTOS 25| 10065 19165 19165 19165 19265 19,165( 19.165| 19,165| 1965
Cuota Préstamo 0 0 0 0 0 0 0f 0 0 0
Depreciaciones y Amortizaciones 5000( 50000 5000( 5000 50000 50001 5000] 5000( 5000 500

Ingreso prestamo 0
FLUJO NETO DE EFECTIVO 9790 22365| 24165| 24165 24165 24165| 24165 24165| 24165( 24165 24,165
FLUJONETO DEEFECTIVO GOTOL) 47426| -23260) 04| 25,069| 492341 T3309] 97564 (120,729 145,894| 170,09

6.2.12 Indicadores financieros.

En el numeral 7.2.6 explica a fondo el TIR y el VAN. Lo que refleja el siguiente
analisis financiero es que con un TIR de 32%, el cual es superior a la tasa de
descuento que es 20%, el proyecto si es factible, siendo respaldado por un

VAN que es positivo, lo cual garantiza tener buenos ingresos.
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Tabla 74:

Indicadores financieros TIR y VAN de nueva planta Biogreen C.A

TIR 32%
VAN (Tasa de desc. %) $30,020.09

PERIODO DE RECUPERACION

Tasa descuento 20%
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7 .CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

e El balance hormonal de un medio in vitro va depender de la etapa donde se
encuentre el explanto y la planta productora por el echo que cada planta

cuenta con sus formulaciones propias.

e Enlatabla 18 se puede apreciar las diferencias marcadas del balance
hormonal entre los medios crecimiento primario. El medio T1 cuenta con la
utilizacién de mayor cantidad de soluciones madre como DKW macro A,
DKW macro B, DKW micro, DKW vitaminas, TDZ, glutamina; mientras que
los medios de B1 y B2 utilizan cantidades menores de soluciones madre
como X20, X100, X1000 Vitaminas, Quelato, solucion fitohormonal ( sigilo
corporativo) , esto indica que el balance hormonal en el medio de
crecimiento primario es mayor en el medio T1 que en los medios B1y B2 no
obstante por los resultados obtenidos en el preste proyecto de titulacion se
puede apreciar que se considera que los medios B1 y B2 cuentan con un
balance hormonal optimo por el echo de haber obtenido la aparicion del
primer callo en 15 dias mientras que el medio T1 en 25. Esto demuestra
que no es la cantidad de soluciones madre que se coloque en un medio lo
que la hara optimas sino el balance hormonal en la que se encuentra la

misma.

e Enlatabla 19 se puede apreciar las diferencias marcadas del balance
hormonal entre medios de crecimiento secundario. El medio T2 cuenta con
la utilizacion de una menor cantidad de soluciones madres e incluso omite
la utilizacion de otras; mientras que en el medio BS se utiliza una mayor
cantidad de soluciones madre que los medios de crecimiento primario e
incluso se incorpora mas soluciones madre como solucién fitohormaonal 2
(Sigilo corporativo). Esto indica que el balance hormonal es mayor en el
medio BS que en el medio T2 por este motivo el medio BS se considerara
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con un balance hormonal optimo por el echo de tener una cantidad menor

de explantos muertos el resultado se refleja en la tabla 22.

En la tabla 20 se encuentra el balance hormonal del medio BD de Biogreen
C.A, por motivo de que los explantos colocados en el medio T2 no lograron
sobrevivir para entrar a la etapa de desarrollo, no se encuentra presente
ningun medio de desarrollo testigo. El medio BD muestra ser un medio
optimo por el echo de haber llegado la obtencion de un callo final listo para
ser desarrollado hacia planta. Esto muestra que su balance hormonal es

optimo para el desarrollo de un explanto hacia callo final.

El medio X3 (B1) muestra menor cantidad de fitohormona 1 y Azucar en
comparaciéon del medio M2 (B2), esto produce una gran diferencia ya que
es un medio de crecimiento y un exceso o una deficiencia puede provocar

la muerte del explanto.

Se valido un sistema de reproduccion clonal con alta reproducibilidad y que
mantuvo estable las caracteristicas genéticas. En la presente investigacion,
por los indices de supervivencia de callos, se concluye que el procedimiento
B1 es mejor para establecer como un sistema de reproduccién clonal y que
puede mantener las caracteristicas genéticas ya que el procedimiento B1
cuenta con la elucidacion hormonal 6ptima en los medios para mantener las
caracteristicas de explantos nuevos, debido a que es una investigacion que
llega hasta la multiplicacion in vitro y no mas alla, se puede observar las

caracteristicas en los explantos nuevos.

El analisis del procedimiento T1 (Testigo). Por medio estadistico muestra
que varia en resultados entre los procedimientos B1 y B2 (procedimientos
Biogreen C.A y Agustin Cobos) el momento de aplicar la prueba CHI
cuadrado el cual respalda a los indices porcentuales no obstante es el que
muestra el mayor indice de muerte y contaminacion. Los callos trasferidos

al medio secundario no lograron llegar a una etapa madura de callo, por lo
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cual no fueron trasferidos al medio de desarrollo. La muerte de callos nos
da a pensar que el medio testigo obtenido de medios bibliograficos guarda
sigilo ya que por experiencia de Biogreen C.A hay faltantes de insumos en

los medios dentro de los procedimientos,

En el analisis del procedimiento B1 (Biogreen C.A y Agustin Cobos) por
medio estadistico muestra existe variacion entre el procedimiento T1 y B2
mediante el uso de la prueba CHI cuadrado, esto respalda a los indices de
supervivencia de callos, explantos muertos y explantos contaminados. Los
cuales muestran que el procedimiento B1 (Biogreen C.A y Agustin Cobos)
es el procedimiento mas viable para la aplicacion a condiciones reales de la

empresa Biogreen C.A.

En el analisis al procedimiento B2 (Biogreen C.A y Agustin Cobos), por
medio estadistico muestra que existe variacion entre los tratamientos el
momento que se aplica la prueba CHI cuadrado , no obstante este
tratamiento no se lo tomara en cuanta para una aplicacion real ya que

muestra indices de contaminacion y muerte mayores a al procedimiento B1

Tomando en cuenta la obtencidon de callo por numero dias se puede
observar que todos los procedimientos obtiene callos bajo los 30 dias. Y en
la prueba de medias se observa esto, no obstante se puede observar que
los procedimientos de Biogreen C.A obtienen callos de manera mas rapida
en promedio 7 dias antes.

Producto de esta investigacion se establece que la caracterizacion del
explanto ideal dependera de la planta madre, en la cual se puede medir sus
caracteristicas productivas y fenotipicas que a la larga las mismas seran

conferidas a los explantos que se utilicen en los procedimientos in vitro.

En la presente proyecto de titulacién se determino que los costos para
elaborar una linea nueva de cacao CCN51 para Biogreen C.A, es rentable

ya que los indicadores financieros los indican con un TIR de 49% que es



126

mayor a la tasa de retorno establecida del 20% y VAN de $174.56 el cual es
positivo ; los beneficios se obtendrian en un periodo de dos afos. Esto
unicamente realizando la venta de 22 plantas y contrastando costos de

pantas anteriores.

La construccidon de una nueva planta de multiplicacién in vitro para Biogreen
C.A se puede considerar rentable unicamente si se compensa el valor de la
inversion por lo menos con la venta de 1500 U vegetales variadas de
Biogreen C.A al mes, esto también considerando la venta 22 U de cacao
CCN51 al mes. Los beneficios netos de la instalacion de la nueva planta de
Biogreen C.A se podra ver a partir del 3 afio de la inversién. Hay que
mencionar que es inversion neta en la construccion ya que Biogreen C.A
cuenta con el terreno, y la maquinaria cuenta con modificaciones hechas

en ellas propias de Biogreen C.A.

Se obtuvo una linea genética superior de cacao CCN 51 ya que en el
procedimiento realizado por Biogreen C.A tiene el menor numero de cortes
a los callos por lo cual hay menos dediferenciacion y por ende menos

variacion somatica.

7.2 Recomendaciones

El momento de realizar la formulacion de las soluciones es de vital
importancia obtener los valores exactos para no producir una deficiencia o

una intoxicacion en los explantos.

El trasporte de los explantos de la planta madre de cacao CCN51 hacia la
planta de produccién in vitro tiene que realizarse o mas rapido posible para
que las células que se encuentran en los explantos no pierdan humedad y

terminen muriendo.
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Los explantos trasportados hacia la planta de produccion in vitro tienen que
estar en agua refrigerada y estéril hasta llegar a la planta, de esta manera

reducen las oportunidades de muerte de los explantos.

Se debe tener el conocimiento de una adecuada metodologia de
desinfecciéon de los explantos en especial cuando estos son tomados de
medios silvestres o plantaciones reales, ya que estos pueden contener

patdogenos y podrian perjudicar por completo a la investigacion.

Toda siembra y trasferencia in vitro se tendra que realizar con una previa
desinfeccion de la camara de flujo laminar de manera completa con alcohol,
asi como la desinfeccion completa de los utensilios (bisturi pinzas) dentro
de la camara de flujo laminar los cuales tendran que ser flameados por el

mechero busin dentro de la camara laminar

Todos los objetos que entren a la camara de flujo laminar tendran que estar

estériles, esto incluye los medios realizados para la siembra.

Hay que procurar en el momento de siembra o trasferencia no pasar las
manos sobre el medio, sino utilizar Unicamente los utensilios dentro de la

camara.

Utilizar un maximo de 10 explantos por medio caso contrario se podria
producir la muerte de los explantos dentro del medio porque no habra la

cantidad necesaria de nutrientes y hormonas para cada uno.

Se debe procurar mantenerse dentro de los margenes de tiempo entre
siembra y trasferencia caso contrario podria producirse una deficiencia

entre las etapas para llegar a la multiplicacion.

Se tiene que mantener un monitoreo constante de los explantos ya que es

la unica manera de mantener todo bajo control.
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