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[bookmark: _Hlk176350607]Protocolo para realizar pruebas de eficacia con fundas de polietileno para el control de cochinilla (Pseudococcus elisae) o la escama (Diaspis boisduvalii) en el cultivo de Banano (Musa AAA).

ALCANCE: 
Esta guía para la elaboración de protocolo permitirá al investigador idóneo realizar de forma más completa y efectiva las pruebas de eficacia con fundas de polietileno para el control de cochinilla (Pseudococcus elisae) o la escama (Diaspis boisduvalii) en el cultivo de banano, con el fin de registrar plaguicidas sintéticos formulados y botánicos. Define los criterios generales y agronómicos mínimos que se debe considerar para entregar un protocolo completo y ordenado acorde al cultivo.
[bookmark: _Hlk178928359][bookmark: _Hlk178928301]ASPECTOS GENERALES
[bookmark: _Hlk178928376]Cuando se indican observaciones en las autorizaciones o visitas deben ser acatadas, ya que es un oficial que las solicita.  Cuando se modifica un procedimiento o metodología previamente autorizada por la entidad competente, el investigador idóneo debe notificar los cambios antes de realizar el ensayo para obtener la aprobación oficial de forma previa.
[bookmark: _Hlk184109963]Título: Con el ingrediente activo y nombre comercial del producto. Se tiene que escribir el nombre común y científico de la plaga y el cultivo.
Introducción: Con justificación de la importancia y descripción de ciclo biológico del agente causal.
Objetivos: Claros, concisos y en infinitivo. Se debe hacer énfasis en la palabra “eficacia” y descartar el uso de “prueba de eficacia biológica”. Los objetivos deben coincidir con el título del ensayo.
[bookmark: _Hlk176350733][bookmark: _Hlk176350759] CONDICIONES DEL ENSAYO:
Lugares de producción comercial:  Región Huetar Caribe (Sarapiquí, Pococí, Guácimo, Siquirres, Matina, Limón y Talamanca).
Suelos de producción comercial:  las condiciones agronómicas del cultivo (tipo de suelo, 
[bookmark: _Hlk189041348]fertilización, aradura, etc.) deben ser uniformes para todas las parcelas y concordantes con las prácticas culturales locales. Se debe realizar una descripción del tipo de suelo, drenaje y preparación de suelo (si aplica) para comprobar la uniformidad de las parcelas y también indicar el laboratorio encargado del análisis químico y textura del suelo. Entre los órdenes de suelos predominantes están los Inceptisoles y Entisoles. 
[bookmark: _Hlk176350842][bookmark: _Hlk189041419]Cultivares de importancia comercial: El cultivar que se considere para el ensayo debe ser de importancia comercial. Debe presentar información que prueben la susceptibilidad y origen de la variedad. Dentro de las variedades a considerar se encuentra Cavendish: Grand Naine o Gran enano.
[bookmark: _Hlk176351061][bookmark: _Hlk189041483]Descripción de zona de vida según Holdridge: Se debe indicar la zona de vida que pertenece el ensayo, los cuales pueden ser: Bosque Muy Húmedo Tropical transición a Premontano(bmh-Tr), Bosque Muy Húmedo Premontano(bmh-P), Bosque Pluvial Montano Bajo(bp-MB), Bosque Pluvial Premontano (Bp-P) y Bosque Pluvial Montano (Bp-M).
[bookmark: _Hlk189041525][bookmark: _Hlk189041552]Datos meteorológicos y dato geográfico: El investigador idóneo deberá describir las condiciones agroecológicas presentes en la zona del ensayo. Los datos metereológicos los puede obtener mediante la compra de datos al Instituto de Meteorológico Nacional de la estación más cercana o de las estaciones meteorológicas de instituciones públicas o privadas más cercanas al área experimental, o invertir en un equipo como un Datalogger o estaciones experimentales in situ. 
Se debe incluir los datos meteorológicos desde 2 semanas antes del ensayo y durante la ejecución del mismo: precipitación (en unidad de tipo, tiempo, intensidad y cantidad en mm), temperatura (promedio, máxima y mínima), humedad relativa (promedio, máxima y mínima), altitud (m.s.n.m), viento (intensidad y dirección), presencia o ausencia de neblinas y horas promedio de sol durante el día.
Condiciones para considerar la presencia del patógeno: Las cochinillas y las escamas poseen el mismo nicho, por lo tanto, sus poblaciones se desplazan entre sí, por esta razón el ensayo debe de enfocarse en una sola plaga predominante. Los períodos de mayor infestación de la plaga son de marzo a abril y de agosto a setiembre.
[bookmark: _Hlk181867869]Se debe asegurar la presencia del agente causal a evaluar en el área del ensayo, para lo cual se tiene que:
Escoger un lote que presente incidencia relativa y con historial de la presencia de escamas o cochinilla.
Con la finalidad de evidenciar directamente la presencia del agente causal, se debe adjuntar pruebas que confirmen la presencia de las dos plagas, con un profesional en entomología o institución reconocida que no sea del equipo de investigación. 
Se debe comenzar la aplicación: La decisión de aplicar el producto experimental se da cuando las densidades poblacionales de las escamas sean moderadas (de ¼ a menos de ½ de la circunferencia del pseudotallo) a severas (más de ½ de la circunferencia del pseudotallo), y de cochinilla sea de medias (31 a 100 individuos) a altas (mayor a 100 individuos) (Hoja divulgativa #5, 2010. CORBANA).
Las condiciones de las pruebas experimentales deben tener un manejo comercial durante su desarrollo. Considerar dos situaciones: 1. que ningún plaguicida sintético, formulado o botánico sea similar al producto a evaluar, y 2. examinar el periodo de carencia de los agroquímicos previamente incluidos en el área experimental, con la finalidad que en ninguna de las dos situaciones interfieran en los resultados de la eficacia del producto a evaluar.
 DISEÑO E INSTALACIÓN DEL ENSAYO:
Diseño del experimento:  Irrestricto al azar. Las plantas para escoger deben de tener el mismo estado fenológico y que se encuentre en el mismo momento reproductivo, es decir plantas con inflorescencia recién emitida con 0 a 2 semanas, es decir en un embolse prematuro. 
Modelo matemático del diseño experimental: Describir el modelo para el análisis de los datos.
[bookmark: _Hlk178859578][bookmark: _Hlk178859564]Croquis: Presentar una propuesta del diseño experimental en campo con georreferenciación adjunta de cada planta en la parcela experimental. 
Repeticiones por tratamiento: Se embolsarán mínimo 20 plantas por tratamiento semanalmente y se realizarán embolses consecutivos durante 6 semanas. Es decir 120 plantas por tratamiento al finalizar el experimento; de esta forma se garantiza la confiabilidad estadística.
[bookmark: _Hlk178859631][bookmark: _Hlk189041934]Unidades y parcelas experimentales: las unidades experimentales son las plantas que se encuentran distribuidas en los boquetes. 
[bookmark: _Hlk189041966][bookmark: _Hlk178847742]Grado de libertad del total: Se debe detallar el cálculo según el diseño del experimento; para el error general del ensayo se utilizará la fórmula es n-1, que n es # tratamientos * # de repeticiones, y grados de libertad en el error sería: (n-1)-(t-1).
DESARROLLO DEL ENSAYO:
Producto para evaluar: Descripción del producto, modo y mecanismo de acción y antecedentes de uso en la plaga a evaluar.
[bookmark: _Hlk178928152]Se debe describir el equipo de protección personal a utilizar en la colocación de las fundas impregnadas. El personal debe contar con su equipo de protección personal completo (botas de hule, pantalón largo, camisa manga larga, guantes de nitrilo, mascarilla con filtros de carbono, anteojos, sombrero y delantal impermeable) y cumplir con las recomendaciones de la etiqueta de los productos acerca del Equipo de Protección Personal (EPP). 
[bookmark: _Hlk178928264]Información sobre otros plaguicidas que se usaran contra otras plagas durante el ensayo.
[bookmark: _Hlk178928575]Cantidad y hora de las aplicaciones: Se realizará una sola aplicación o embolse por inflorescencia, la cual permanecerá por al menos 10-12 semanas hasta la cosecha de la fruta. La colocación de las fundas se debe realizar en horas frescas de la mañana entre las 6:00am a 9:00am. Además, se debe indicar en el Informe Final las variables del tiempo, es decir: hora de aplicación, temperatura y humedad relativa.
[bookmark: _Hlk189042520]Tipo de aplicación: Se realiza de forma manual. 
[bookmark: _Hlk189042587]Tratamientos: Se debe describir y justificar 3 diferentes dosis en gradiente del producto en estudio a evaluar. Las dosis de los tratamientos deben encontrarse en porcentaje % de extrusión de la funda de polietileno. Para el Tratamiento Testigo Comercial considerar cumplir con la normativa de COMIECO:
Estar registrado ante la autoridad competente del país.
Mismo patrón de uso en el cultivo cumplir y la plaga objetivo a evaluar. 
Mismo modo de acción del ingrediente activo del producto a evaluar, se aconseja consultar información en la base de datos IRAC. En caso de no encontrar un testigo comercial que cumpla con los requisitos se deberá omitir.
 EVALUACIÓN: 
[bookmark: _Hlk178853628][bookmark: _Hlk176353880]Cantidad de evaluaciones de las variables de respuesta: Las evaluaciones se realizarán cada dos semanas luego de la colocación de las fundas en la flor y el ensayo debe de ser llevado hasta la cosecha. Se debe realizar una evaluación de las variables de respuesta al pseudotallo, previo a la aplicación de los tratamientos, para confirmar el umbral y dar inicio con las aplicaciones.
Cantidad de plantas por evaluación/repetición: Se evaluarán 20 plantas/tratamiento, correspondientes a la semana del embolse. 
Variables para evaluar: 
6.3.1 Grado de infestación por cochinilla y escamas: 
Cuadro 1. Escala de cuantificación de cochinillas para el pseudotallo y fruta.
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Cuadro 2. Escala de cuantificación de escamas pseudotallo y fruta.
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6.3.2 Cosecha de la fruta: Además de realizar las evaluaciones de cosecha y de calidad de la fruta, se deberá indicar el grado de infestación de escama y cochinilla al racimo, y el grado de fumagina en el racimo.
6.3.2.1  Porcentaje de peso afectado por escama y cochinilla.
6.3.2.2 Porcentaje de dedos afectados.  
6.3.2.3 Número de racimos con presencia de escama y cochinilla. 

Cuadro 3. Escala de cuantificación de fumagina en la fruta.
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EFECTO FITOTÓXICO DEL CULTIVO:
[bookmark: _Hlk189042857]Se deberá evaluar el efecto fitotóxico de los productos aplicados justo 7 días después de cada aplicación.
Según la normativa COMIECO, se debe evidenciar cualquier efecto nocivo al cultivo producido por la molécula en investigación, por lo cual, se debe evaluar cualquier tipo de daño, utilizando el siguiente orden: enanismo, deformación, clorosis y necrosis. 
[bookmark: _Hlk179372384][bookmark: _Hlk179372678]Cuadro 1. Escala para evaluar el daño fitotóxico en el cultivo (EWRC, European Weed Research Society).
	[bookmark: _Hlk179372640]Valor de la escala
	Efecto sobre la maleza
	Efecto sobre el cultivo

	1
	Muerte completa
	Sin efecto

	2
	Muy buen control
	Síntomas muy ligeros

	3
	Buen control
	Síntomas ligeros

	4
	Suficiente control en la practica
	Síntomas que no se reflejan en el rendimiento

	----------
	  Hasta aquí el límite de aceptabilidad
	----------------------------------

	5
	Control medio
	Daño medio

	6
	Control regular
	Daño elevado

	7
	Pobre control
	Daño muy elevado

	8
	Muy pobre control
	Daño severo

	9
	Sin efecto
	Muerte

	Transformación de Escala Puntual Logarítmica de la EWRS ala Escala Porcentual

	Valor de la escala
	% control de maleza
	% fitotoxicidad al cultivo

	1
	99.0-100.0
	0.0-1.0

	2
	96.5-99.0
	1.0-3.5

	3
	93.0-96.5
	3.5-7.0

	4
	87.5-93.0
	7.0-12.5

	5
	80.0-87.5
	12.5-20.0

	6
	70.0-80.0
	20.0-30.0

	7
	50.0-70.0
	30.0-50.0

	8
	1.0-50.0
	50.0-99.0

	9
	0.0-1.0
	99.0-100.0



OBSERVACIONES COLATERALES: describir como se evaluará el efecto sobre otras plagas y organismo.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 
[bookmark: _Hlk189042935]Los análisis estadísticos deben ser incluidos en los Anexos del Informe Final. 
Se deberán seguir los siguientes pasos para el análisis estadístico:
[bookmark: _Hlk178340538]El investigador deberá realizar las respectivas pruebas para la comprobación de los supuestos análisis de varianza fundamentales: normalidad, homocedasticidad e independencia de las variables. En caso de que no se cumplan los supuestos revisar los supuestos de la dispersión de Poissson, Binomial y GLM. 
Si los datos no cumplen con los supuestos estadísticos, el investigador deberá transformarlos.
[bookmark: _Hlk178340590]Posterior a la transformación, se realizará de nuevo el análisis de homocedasticidad y de normalidad de los datos transformados. En caso de variables que cumplen con los supuestos estadísticos de Normalidad y homocedasticidad con o sin transformación, se presentarán los gráficos, QQ plot, predichos versus residuos y predichos versus residuos estandarizados y pruebas formales.
Para posterior realizar una prueba de comparación de medias, preferiblemente DGC, Tukey, SLD o Duncan, con niveles de confianza de 95% y 5% de probabilidad de error, para efectos de comparar los tratamientos aplicados con el testigo. 
Para efectuar los análisis estadísticos, el investigador podrá utilizar el paquete estadístico INFOSTAT o con R estadístico. 


Cualquier impresión o copia de este documento será considerada una copia no controlada. El documento vigente se encuentra en Intranet y en custodia de la Unidad de Planificación, Gestión de la Calidad y Control Interno.
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