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[bookmark: _Hlk176350607]Protocolo para realizar pruebas de eficacia para el control preemergente de Arvenses en presiembra en el cultivo de Piña (Ananas comosus) a campo abierto. 
ALCANCE:  
Esta guía para la elaboración de protocolo permitirá al investigador idóneo realizar de forma más completa y efectiva las pruebas de eficacia con relación al control preemergente de Arvenses en el cultivo de Piña (Ananas comosus) a campo abierto, con el fin de registrar plaguicidas sintéticos formulados y botánicos. Define los criterios generales y agronómicos mínimos que 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.
Las pruebas de eficacia de herbicidas se deben realizar en dos zonas agroecológicas distintas de importancia comercial y en la misma época del año.
Título: Con el ingrediente activo y su concentración, nombre comercial del producto y el cultivo.  Se debe definir las arvenses a controlar gramíneas, hojas anchas o ciperáceas.
Introducción: con justificación de la importancia del control de las arvenses 
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 Norte, Región Huetar Atlántica (Caribe), Región Brunca y Región Pacifico Central.
Suelos de producción comercial:  las condiciones agronómicas del cultivo (tipo de suelo, 
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 para comprobar la uniformidad de las parcelas y descripción del laboratorio encargado del análisis de suelos.  Entre los órdenes de suelos predominantes están los entisoles, inceptisoles y alfisoles. El investigador idóneo debe incluir el análisis químico y físico del suelo donde se realiza el ensayo en campo, y el análisis de correlación con las variables respuesta en caso de ser necesario. 
[bookmark: _Hlk176350842]Variedades de importancia comercial: la variedad de importancia comercial es la MD‑2 (Golden Extra-Sweet)
[bookmark: _Hlk176351061]Descripción de zona de vida según Holdridge: Se debe indicar la zona de vida que pertenece el ensayo, los cuales pueden ser Región Huetar Norte Bosque Muy Húmedo Tropical (bmh-T)
· Región Huetar Atlántica (Caribe) Bosque muy húmedo tropical (bmh-T) (predominante en el litoral Caribe), Región Brunca Bosque muy húmedo tropical (bmh-T). 
Datos meteorológicos y dato geográfico: 
El investigador idóneo deberá describir las condiciones agroecológicas presentes en la zona del ensayo, 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 de 2 semanas antes del ensayo y durante la ejecución del ensayo: 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.
[bookmark: _Hlk176351261]Ensayo de eficacia: La población de las arvenses debe corresponder al espectro de acción del producto a evaluar (por ejemplo: de hoja ancha, arbustivas, gramíneas y ciperáceas).
Se debe asegurar la presencia de las arvenses 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 las arvenses para no afectar la evaluación.  
Con el fin de evidenciar directamente la presencia de arvenses, se debe realizar un levantamiento de las arvenses antes de la aplicación del producto a evaluar. El diagnóstico de los géneros y especies presentes en el área experimental deberá ser llevado a cabo por un experto en arvenses o por una institución reconocida, ajena al equipo de investigación del investigador idóneo responsable de la prueba.
Preparar el terreno conforme a las prácticas comerciales convencionales. 
El material propagativo empleado en la siembra corresponderá a hijos basales de piña en concordancia con la práctica comercial mayormente utilizada en los sistemas productivos. 
[bookmark: _Hlk182920301]Se debe comenzar la aplicación: según las indicaciones de la etiqueta y panfleto del producto a evaluar, por lo tanto, se debe describir la información de las etiquetas y el panfleto. Para las aplicaciones se debe describir el momento, la fenología del cultivo y considerar la emergencia según las arvenses; y serán a) pre-emergencia b) emergencia c) postemergencia.
Las condiciones de las pruebas experimentales deben tener un manejo comercial durante su desarrollo, considerando dos situaciones, que ningún herbicida sintéticos, formulados y botánicos sea similar al agroquímico a evaluar, y 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:  bloques completos al azar (DBCA) o diseño completamente al azar (DCA), según variable a evaluar. 
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.
Repeticiones por tratamiento: mínimo 5 o más para garantizar la confiabilidad estadística.
[bookmark: _Hlk178859631]Unidades Experimentales: indicar la cantidad y describir las dimensiones de las parcelas experimentales.
Dimensiones y estructura de las parcelas experimentales:
Como recomendación cada parcela experimental debe ser lo más homogénea posible dentro del bloque/repetición debe tener un área mínima aproximada de 16 m2 (8 m largo y 2 m de ancho).  La zona buffer estará constituido por los 2 metros de hileras externas y 2 metros por cada cabecera (figura 1).
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Figura 1. Croquis de la estructura de la unidad observacional (imagen con fines ilustrativos).

[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 rt-1 (r: repeticiones y t: tratamientos).
DESARROLLO DEL ENSAYO:
Producto para evaluar: descripción del producto, modo y mecanismo de acción y antecedentes de uso en las arvenses a evaluar.
[bookmark: _Hlk178928152]Se debe describir el equipo de protección personal a utilizar en las aplicaciones. 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: _Hlk178928201]Volumen de caldo (agua + herbicida) aplicado por hectárea: Se debe describir la metodología de la calibración. Los volúmenes recomendables están entre 2000-3000 L/ha. 
[bookmark: _Hlk178928264]Información sobre otros plaguicidas que se usaran contra otras plagas durante el ensayo
[bookmark: _Hlk178928575]Cantidad y hora de las aplicaciones:  Se deben realizar en horas frescas de la mañana entre las 6:00am a 9:00am, con velocidad de viento no mayor a 12km/h y dando la espalda al viento. Además, se debe indicar en el Informe Final las variables del tiempo, es decir: hora de aplicación, temperatura, humedad relativa, velocidad y dirección del viento, y pH de la solución aplicada.
[bookmark: _Hlk178930379]Tipo de aplicación:  De acuerdo con las instrucciones indicadas por la empresa fabricante. Se debe asegurar que durante la aplicación no haya derrames, minimizar la deriva y que la presión sea uniforme (regulador de presión), evitando deriva entre las parcelas tratadas y las adyacentes. Por lo tanto, se debe describir la forma de aplicación, el equipo que se utilizará (se recomienda la bomba de espalda manual o motor), las boquillas (pueden ser boquillas de abanico sencillo plano), presión del equipo entre 20-30 lbs/pulg2 y durante la aplicación papel hidrosensible. 
Se debe verificar que el equipo de aplicación se encuentre registrado en la página del Servicio Fitosanitario del Estado.
[bookmark: _Hlk178339678][bookmark: _Hlk176353573]Se debe respetar el período de reingreso al área tratada según la hoja de seguridad de la empresa formuladora y constatar los momentos de evaluación para el cumplimiento.
Edad de cultivo:  Se debe considerar que el período crítico de competencia en piña comprende desde los 14 días hasta los 259 días después de la siembra, según los umbrales de pérdidas de rendimiento del 5 % y 10 % (de Oliveira et al., 2021). 
Primeros 30 días después de la siembra Durante este período, el cultivo se encuentra en los primeros estadios fenológicos según la escala BBCH, específicamente entre BBCH 000 (material recién sembrado sin crecimiento visible) y BBCH 115 (elongación activa de las primeras hojas) (Zhang et al., 2011). Se describe como la etapa más sensible. El cultivo está estableciendo su sistema radicular y comenzando la formación foliar. La competencia con arvenses por agua, luz y nutrientes durante estos primeros 30 días puede reducir significativamente el desarrollo inicial. Mantener el terreno libre de malezas en esta etapa mejora notablemente el crecimiento vegetativo temprano (De Oliveira et al., 2021).
 Entre los 7 y 8 meses después de la siembra de la piña (Ananas comosus), el cultivo se encuentra en una etapa avanzada de desarrollo vegetativo (BBCH 409–499) y, dependiendo de la variedad, las condiciones ambientales y el manejo agronómico, puede estar iniciando la fase de inducción floral (BBCH 501) o avanzando hacia la formación de la inflorescencia (BBCH 509), de acuerdo con la escala fenológica BBCH (De Oliveira et al., 2021). Durante este tiempo, la piña aún no ha generado suficiente cobertura foliar como para sombrear el suelo, lo cual permite que las arvenses continúen emergiendo. Esto implica una competencia constante con el cultivo por recursos esenciales
Es necesario aplicar un manejo sistemático del banco de semillas de arvenses en este periodo, ya que los escapes o rebrote de malezas pueden reducir el área fotosintética del cultivo e incluso facilitar la diseminación de plagas. 
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Figura 2. Etapas fenológicas de Piña (Ananas comosus) según escala BBCH (Zhang et al., 2011).


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 L PC/ha o en Kg de PC/ha. 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 HRAC. En caso de no encontrar un testigo comercial que cumpla con los requisitos se deberá omitir.
 EVALUACIÓN: 
Cantidad de evaluaciones de las variables de respuesta: Se debe justificar la cantidad de evaluaciones, según la residualidad e indicaciones del producto, posterior a la aplicación de los tratamientos. Se debe realizar una evaluación de las variables de respuesta previa a la primera aplicación de los tratamientos. Se sugiere evaluaciones previamente a la aplicación a los 10, 20, 30, 40 y 60 después de la siembra. 
[bookmark: _Hlk178853628][bookmark: _Hlk176353880]Cantidad de área por evaluación/repetición: se evaluarán 5 puntos previamente determinado (recuadros de 0,50 x 0,50 m o de 1x 1m), ver Figura 1. 
Variables para evaluar: La evaluación de las variables respuesta será principalmente por género y especie arvense a controlar. Para cada una de ellas, deben presentarse manera cuantitativa el efecto de control, por ejemplo, densidad de arvenses por unidad de área y unidades de cada especie. En la última evaluación, se recolectarán las arvenses del área evaluada; posteriormente, se identificarán por especie, se cuantificarán y se estimará su peso fresco por especie presente en cada unidad observacional.    También se podrá hacer uso de mediciones subjetivas debidamente justificadas de manera técnica.
EFECTO FITOTÓXICO DEL CULTIVO:
Se deberá evaluar el efecto fitotóxico de los productos aplicados justo 7 días después de cada aplicación.  Se debe extender las evaluaciones de fitotoxicidad al menos un mes después de la última evaluación propuesta para el control de arvenses.
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: 
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. 
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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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