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Especies de Colletotrichum asociados a la produccion de café (Coffea arabica L.) y su

control in vitro con fungicidas

1. RESUMEN

La antracnosis del café, causada por especies de Colletotrichum, constituye un problema fitosani-
tario de relevancia en Costa Rica debido a su impacto sobre el rendimiento y la calidad del
grano. El objetivo de este estudio fue determinar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Colle-
totrichum spp. procedentes de Coto Brus y la Zona de los Santos frente a cuatro fungicidas de
uso comun: piraclostrobina y azoxistrobina (Qol, FRAC 11), y epoxiconazol y ciproconazol
(DMI, FRAC 3). Se evaluo el efecto de cinco concentraciones (0,08; 0,4; 2; 10 y 50 mg/L) sobre
tres variables de respuesta: inhibicion del crecimiento micelial (ICM), inhibicion de la germina-
cion de conidios (IGE) e inhibicion de la longitud del tubo germinativo (ILT). Los datos se ana-
lizaron mediante ANOVA y prueba de Tukey (p < 0,05), y se estimaron valores de Clso mediante
regresion lineal en escala logio(dosis). Piraclostrobina y epoxiconazol mostraron la mayor efica-
cia global, con inhibiciones superiores al 80 % desde dosis intermedias. Piraclostrobina presento
la Clso mas baja para IGE, mientras que epoxiconazol destacd en ILT por su efecto sobre la elon-
gacion hifal. Azoxistrobina y ciproconazol requirieron dosis mas altas para alcanzar niveles de
inhibicidn similares. Los resultados evidencian diferencias marcadas en la eficacia segiin el mo-
do de accion y la fase del ciclo del patégeno, y respaldan la priorizacion de piraclostrobina y
epoxiconazol dentro de programas de manejo integrado de antracnosis en café, bajo esquemas de

rotacion de grupos FRAC para minimizar el riesgo de resistencia.

ABSTRACT

Coffee anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is a major disease affecting yield and bean
quality in Costa Rica. The objective of this study was to assess the in vitro sensitivity of
Colletotrichum spp. isolates from Coto Brus and Zona de los Santos to four widely used
fungicides: pyraclostrobin and azoxystrobin (Qol, FRAC 11), and epoxiconazole and
cyproconazole (DMI, FRAC 3). Five concentrations (0.08, 0.4, 2, 10 and 50 mg/L) were tested
on three response variables: inhibition of mycelial growth (ICM), inhibition of conidial

germination (IGE), and inhibition of germ tube length (ILT). Data were analyzed using ANOVA
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and Tukey’s test (p < 0.05), and Clso values were estimated through logio(dose) linear regression.
Pyraclostrobin and epoxiconazole exhibited the highest overall efficacy, achieving inhibition
levels above 80% at intermediate doses. Pyraclostrobin showed the lowest Clso for IGE, whereas
epoxiconazole was the most effective at suppressing germ tube elongation (ILT). Azoxystrobin
and cyproconazole required higher concentrations to reach comparable inhibition levels. These
findings demonstrate phase-specific differences in fungicide performance and support the
preferential use of pyraclostrobin and epoxiconazole within integrated management strategies for
coffee anthracnose, emphasizing FRAC-based rotation to reduce the risk of resistance

development.

2. INTRODUCCION

El cultivo de café (Coffea arabica L.) es uno de los principales pilares agricolas de Costa Ri-
ca, con 93 697 ha establecidas y un aporte estimado del 3,01 % al PIB agricola nacional,
ademas de constituir una fuente relevante de empleo para las familias productoras (ICAFE,
2020b; FAOSTAT, 2025). La sanidad del cultivo es un factor determinante para mantener su
competitividad, y entre las enfermedades de mayor importancia se encuentra la antracnosis,

causada por especies del género Colletotrichum.

A nivel mundial, se han reportado al menos dieciséis especies asociadas al café, incluyendo
C. gloeosporioides, C. kahawae, C. acutatum, C. coffeanum, C. fructicola, C. siamense 'y C.
karstii, entre otras, cuyos complejos presentan variabilidad morfologica, genética y patogéni-
ca (Armesto et al., 2016; Yaling et al., 2015; Guevara-Suérez et al., 2022). Estas especies se
caracterizan por ser patdgenos oportunistas capaces de infectar hojas, flores, frutos y tallos,
generalmente a través de heridas provocadas por viento, insectos o condiciones de estrés, y
pueden generar pérdidas de rendimiento entre el 10 % y el 50 % en fincas afectadas (Ogoshi

et al., 2015; ICAFE, 2020a).

El manejo de la enfermedad combina précticas culturales, control biologico y el uso de fun-
gicidas, siendo este ultimo uno de los métodos mas empleados por su eficacia y rapidez de
accion (Arcila-Moreno, 2020). Entre los compuestos utilizados destacan los triazoles —como
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tebuconazol, propiconazol, difenoconazol, epoxiconazol y ciproconazol y las estrobilurinas
como azoxistrobina, piraclostrobina y trifloxistrobina—, todos con efectividad documentada
en el control de Colletotrichum spp. en diversos cultivos (Carrefio et al., 2021; Rodriguez,
2024; Varveri & Tsitsigiannis, 2024; ICAFE, 2020a). No obstante, estudios recientes advier-
ten sobre la aparicion de resistencia en especies como C. siamense y otros complejos, inclu-
yendo mutaciones asociadas a la pérdida de sensibilidad a Qol y benzimidazoles, asi como
riesgo potencial de resistencia cruzada con triazoles (Hu et al., 2023a; Hu et al., 2023b). Esta
situacion evidencia la necesidad de evaluar la sensibilidad local de los aislamientos presentes

en cada region cafetalera.

En este contexto, resulta fundamental generar informacion cuantitativa sobre la eficacia
comparativa de los fungicidas utilizados por los productores. Por ello, el objetivo de este es-
tudio fue evaluar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Colletotrichum spp. provenientes
de Coto Brus y la Zona de los Santos ante cuatro fungicidas de uso frecuente, mediante la de-
terminacion de su efecto sobre el crecimiento micelial, la germinacion de conidios y la elon-

gacion del tubo germinativo.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Localizacion del estudio
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Fitoproteccion del Centro de Investigaciones en Café
(CICAFE) del Instituto del Café¢ de Costa Rica (ICAFE), ubicado en Barva de Heredia. Las
muestras vegetales se recolectaron en dos regiones cafetaleras del pais: Coto Brus y la Zona de
los Santos. En Coto Brus, la temperatura media anual oscila entre 18 °C y 29 °C, con una
precipitacion aproximada de 3050 mm y altitudes entre 780 y 1060 m s. n. m. (Solano &
Villalobos, s.f.; CNE, 1994). La Zona de los Santos presenta temperaturas entre 16 °C y 25 °C,
precipitacion anual cercana a 2370 mm y altitudes entre 1440 y 2221 m s. n. m. (Madrigal-Mora,

2002).

3.2.Establecimiento del ensayo in vitro

3.2.1. Toma de muestras

Se recolectaron hojas del tercio medio de plantas con sintomas tipicos de antracnosis. Para cada
sitio se registro la fecha de muestreo, localidad, altitud, coordenadas geograficas, variedad, edad
del cultivo y practicas de manejo. Las muestras fueron trasladadas en condiciones de refrigera-

cion al Laboratorio de Fitoproteccion del ICAFE.

3.2.2. Aislamiento de Colletotrichum spp

Las hojas se lavaron con agua corriente y, en cdmara de flujo laminar, se desinfectaron mediante
inmersion en NaClO al 1 % por 60 s, seguida de etanol al 70 % por 30 s y tres enjuagues con
agua destilada. Posteriormente, se colocaron fragmentos de tejido en placas con papa dextrosa
agar (PDA) acidificado con acido lactico al 0,1 %. Las placas se incubaron a 25-28 °C durante
siete dias o hasta observar el crecimiento del patdogeno. Se transfiriéo micelio joven a nuevos me-

dios para obtener cultivos puros (ICAFE, 2021).

3.2.3. Establecimiento de cultivos monosporicos

Se prepard una suspension conidial a partir del cultivo puro mediante raspado del micelio y

transferencia a tubos Eppendorf con 1,5 mL de agua destilada desionizada. La concentracion se

ajusto a 1000 esporas/mL utilizando la cdmara de Neubauer (Wei et al., 2020; ICAFE, 2021). Se
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sembraron 100 pL de la suspension en agar agua (AA) y se incub6 24 h a 25 °C con fotoperiodo
de 12 h. Las conidias en germinacion se transfirieron individualmente a placas con PDA acidifi-
cado, donde se incubaron bajo las mismas condiciones para obtener cultivos monosporicos (Hil-

je-Rodriguez & Molina-Bravo, 2020).

3.3.Identificacion del agente causal

3.3.1. Identificacion molecular de los aislamientos

La identificacion molecular de los aislamientos se realizd6 mediante la amplificacion con dos
marcadores validados para especies asociadas a la antracnosis del café: CALCt y M2, siguiendo
el protocolo desarrollado por el ICAFE en el proyecto EF 605-07-22. E1 ADN gendmico se
extrajo a partir de micelio joven cultivado cinco dias en PDA, utilizando el kit DNeasy Plant

Mini Kit (Qiagen®). La concentracion del ADN se ajust6 a 50 ng pL™".

El marcador CALCt se empled para la deteccion especifica de Colletotrichum theobromicola.
Las reacciones se prepararon con 1x Dream buffer, 2 mM MgClz, 0.025 mM dNTPs, 0.07 uM de
cada cebador (CALCtF y CALCtR), 4 % de DMSO, 0.025 U Taq polimerasa y 0.75 uL de ADN.
Las condiciones de termociclado fueron: 95 °C por 4 min; seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30

s, 51 °C por 30 s y 72 °C por 45 s; mas una extension final de 72 °C por 7 min.

El marcador M2 se utiliz6 para discriminar C. siamense, C. fructicola y especies relacionadas
mediante diferencias en el peso molecular del amplicon. Las reacciones incluyeron 1% Dream
buffer, 2 mM MgCl., 0.1 mM dNTPs, 0.1 uM de cada cebador (M2F y M2R), 4 % de DMSO,
0.03 U Taq polimerasa y 0.75 uL de ADN. El programa de amplificacion consistio en 95 °C por
4 min; 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30 s 'y 72 °C por 45 s; y una extension final de 72

°C por 5 min.

Los productos amplificados se separaron en gel de agarosa al 1.5 %, tefiido con GelRed®. La
interpretacion de especies se basod en los patrones reportados en la validacion ICAFE: CALCt
positivo (~225 pb) indica C. theobromicola; M2 ~600 pb corresponde a C. siamense o especies
afines; M2 ~1200 pb a C. fructicola; y ausencia de amplificacion en ambos marcadores es

caracteristica de C. karstii, C. cigarro 'y C. costarricense.



3.3.2. Identificacion morfoldgica del agente causal

La identificacion morfologica de los aislamientos monosporicos de Colletotrichum spp. se reali-
z6 siguiendo criterios taxondémicos utilizados para la caracterizacion del complejo en frutales,
similares a los descritos por Wang et al. (2024). Para ello, los cultivos monospdricos se sembra-
ron en papa dextrosa agar (PDA) acidificado y se incubaron a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h

durante 7—10 dias, con el fin de garantizar un desarrollo uniforme de las estructuras fungicas.
3.4.Pruebas de sensibilidad a fungicidas

La sensibilidad de Colletotrichum spp. se evalud frente a cuatro fungicidas mediante los ensayos
de crecimiento micelial, germinacién de conidios y elongacion del tubo germinativo, siguiendo
metodologias adaptadas del ICAFE (2021). Los fungicidas y formulaciones se detallan en la Ta-
bla 1.

Tabla.1. Fungicidas evaluados en pruebas de sensibilidad in vitro.

Grupo Concentracion
Grupo FRAC Fungicida Formulacion
quimico (g/L)
11 Estrobirulina piraclostrobina 25 EC
11 Estrobirulina azoxistrobina 50 WG
3 Triazol epoxiconazol 12,5 SC
3 Triazol ciproconazol 10 SL

Nota: EC: Emulsion concentrada. WG: Granulos dispersables en agua. SC: Suspension

concentrada. SL: Solucion Liquida.

3.4.1. Inhibicion de crecimiento de micelio (ICM)
3.4.1.1.Preparacion de medios de cultivo con las diferentes concentraciones de los fungici-

das



El PDA esterilizado (45-50 °C) se suplement6 con los fungicidas a concentraciones de 0,08; 0,4;
2; 10 y 50 mg/L. Se dispensaron 15 mL por placa y se almacenaron a 4 °C en oscuridad hasta su

uso.
3.4.1.2. Inoculacion

En cada placa se coloco un disco de 7 mm de un cultivo monospoérico. Cada tratamiento incluyé

tres repeticiones. Las placas se incubaron a 28 °C durante seis dias con fotoperiodo de 12 h.
3.4.1.3. Evaluacion

Se midio el diametro de las colonias mediante dos lecturas perpendiculares. El porcentaje de in-
hibicion se calculd mediante:

Dc - Dy

Dc
ICM (%) = ( De ) X 100

donde Dc es el didmetro en el control y Dfen el tratamiento con fungicida.

3.4.2. Inhibicion de germinacion de esporas

3.4.2.1. Preparacion de medios de cultivo

Se utilizo Agar Agua (AA) esterilizado, a una temperatura entre los 45-50°C. En la cdmara de
flujo laminar se le agregaron las soluciones de los fungicidas con una concentracion de 0, 0,08,
0,4, 2, 10 y 50 mg/L de cada ingrediente activo. Se vertié 15 mL de AA acidificado, junto con el
fungicida, en placas de Petri, las cuales fueron almacenadas en condiciones de oscuridad a una

temperatura de 4°C hasta el momento en el que se inocularon con las diferentes cepas.

3.4.2.2. Inoculacion

Se aplico una alicuota de 10 pL de una suspension de 100 000 conidios/mL en cada placa. Se in-

cluyeron tres repeticiones por tratamiento y se incub6 a 28 °C durante 21 h.



3.4.2.3.Evaluacion de germinacion de conidios Colletotrichum spp.

Las muestras se fijaron con azul de lactofenol y se contabilizaron conidios germinados y no ger-
minados. Se considerd conidio germinado aquel cuyo tubo germinativo duplicara la longitud del

conidio. La inhibicién se calculd mediante;

If —1Ic

[GE(%) = (o0 —7¢

) X 100

Donde:
Ic es el germinado en el control

If en el tratamiento

3.4.3. Inhibicion del crecimiento del tubo germinativo (ILT)

3.4.3.1.Preparacion de medios de cultivo con las diferentes concentraciones de los fungici-
das
Se utiliz6 Agar Agua (AA) esterilizado, a una temperatura entre los 45-50°C. En la camara
de flujo laminar se le agregaron las soluciones de los fungicidas con una concentracion de 0,
0,08, 0,4, 2, 10 y 50 mg/L de cada ingrediente activo. Afiadié 15 mL de AA acidificado, junto
con el fungicida, en placas de Petri, las cuales fueron almacenadas en condiciones de oscuridad a

una temperatura de 4°C hasta el momento en el que se inocularon con las diferentes cepas.

3.4.3.2.Inoculacion de Colletotrichum spp in vitro para prueba de inhibicion de crecimiento

del tubo germinativo

Se realizaron soluciones de esporas a partir de los cultivos monosporicos, a una
concentracion de 100,000 conidios/mL. Posteriormente, inocularon los platos petri con una
alicuota de 10uL de la solucién de conidias, se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.
Después, las placas se almacenaron a 28°C durante 21 horas aproximadamente y con fotoperiodo

de doce horas.

3.4.3.3.Evaluacion del largo del tubo germinativo de conidios de Colletotrichum spp.



Se aplicaron 10 pL de azul de lactofenol sobre cada muestra para fijar las esporas.
Posteriormente, se seleccion6 un campo 6ptico aleatoriamente y con ayuda de un microscopio a
un aumento de 4X y se tomaron fotografias con una camara. Seguidamente, se midio el largo del

tubo germinativo de las conidios en la aplicacion Imagel.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento del tubo germinativo de las conidias se calculo

con la siguiente férmula:
ILT (%) = (L1 -La2/ I;) x 100
Donde:
ILT: Indice de inhibicion de tubo germinativo.
I1: longitud del tubo germinativo del tratamiento sin fungicida.
I: longitud del tubo germinativo de los tratamientos con fungicida.

3.5.Analisis de los datos
El analisis de los datos se realizo con el software R Studio (V: 2025.09.1-401). Se utilizaron
datos individuales por repeticion. La respuesta de inhibicion se acot6 al intervalo tedrico de 0%-

100%, fijando en 0 los valores negativos atribuibles a variacién experimental no bioldgica.

Se compararon los fungicidas mediante analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo a cada dosis,
seguido de la prueba Tukey HSD con nivel de significancia de p<0.05, con el fin de identificar

diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada una de las concentraciones.

Se ajusté un modelo de regresion lineal por agente y variable de respuesta (%ICM, %IGE,

%ILT), utilizando la escala logaritmica base 10 de la dosis:
y=a+b-log10(dosis)

Donde:

y: Porcentaje de inhibicidon observado.

a: Intercepto del modelo.

b: Pendiente del modelo.



log 1o (dosis): Transformacion logaritmica de la concentracion aplicada.

La Concentracion Letal Media (C150) se calculo:

50—a
Clsp =10 5

El intervalo de confianza del 95% para la Clso se estim6 mediante simulacion paramétrica,
incorporando la covarianza entre los coeficientes ay b. Cuando se detectd heterocedasticidad, se

aplicaron errores estandar robustos tipo HC3.
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4. RESULTADOS

Identificacion molecular

Los marcadores CALCt y M2 permitieron identificar con precision las especies presentes en los
aislamientos procedentes de las zonas Los Santos y Coto Brus. En la regién de Los Santos, se
detectaron tres especies: C. siamense (F1, F2), C. theobromicola (F3) y C. karstii (F4, F5, F6).
La cepa F3 presentd amplificacion positiva con CALCt (~225 pb), confirmando su identidad
como C. theobromicola. Las cepas F4, F5 y F6 no mostraron amplificaciéon con ninguno de los

dos marcadores, patrén consistente con C. karstii.

En Coto Brus, los aislamientos correspondieron a cuatro especies. Las cepas F7 amplificaron
con M2 (~600 pb), clasificandose como C. siamense. Las cepas F8 y F10vic presentaron el
amplicén de ~1200 pb caracteristico de C. fructicola. Las cepas F12 y F13 no amplificaron con
ninguno de los marcadores, coincidente con C. cigarro. Finalmente, F14 amplific6 con CALCt,

confirmandose como C. theobromicola.

La distribucion molecular indicé mayor diversidad de especies en Coto Brus. En contraste, Los
Santos presentd menor diversidad, pero incluyd especies relevantes epidemioldgicamente,

como C. theobromicola.

Inhibicion de crecimiento micelial

La evaluacion del crecimiento micelial mostrd respuestas diferenciadas entre los cuatro
fungicidas a lo largo del gradiente de dosis. En términos generales, Epoxiconazol y
Piraclostrobina presentaron las inhibiciones mas altas y consistentes, especialmente a
concentraciones intermedias y altas. Epoxiconazol alcanzé valores de 95-98 % en el rango de
10-50 mg/L, con desviaciones estandar reducidas (5—6 %), lo que evidencia alta estabilidad en la

respuesta. Piraclostrobina super6 el 84 % en estas mismas dosis, con variabilidad moderada.

Ciproconazol mostré un incremento progresivo en la inhibicidn, pasando de valores bajos en
concentraciones iniciales hasta 72.7 % en 50 mg/L, donde su variabilidad también disminuy6. En
contraste, Azoxistrobina presentd el desempefio mas moderado, con medias entre 41-59 % y

dispersiones relativamente amplias, patron que anticipa una Clso mas elevada.
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ICM: Curvas por agente

CI50
100 4 P : o & CI50 Azoxistrobina: 6.12 mg/L
* B CI50 Prraclostrobina: 0.10 mg/L
A CI50 Epoxiconazol: 0.51 mg/L
® CI50 Ciproconazol: 8.48 mg/L
751
- Promedio
=
= ®  Azoxistrobina
=~
N
= 504 ® Piraclostrobina
% ® Epoxiconazol
= ® Ciproconazol
254
Ajuste CDR
= Azoxistrobina
=  Piraclostrobina
04 « = Epoxiconazol

0 10 20 30 40 50 + = Ciproconazol
Dosis [mg/L]

Figura 1. Ajuste de la curva dosis—respuesta (CDR) para el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial (ICM) de cuatro agentes. Se muestran, para cada agente, la linea de ajuste
en escala log10 de la dosis, los promedios observados por dosis y el marcador de la CI50 ubicado
en el 50% de inhibicion. La interpretacion se basa en datos a nivel de repeticion y la CI5S0 reporta

la concentracién a la que se alcanza la mitad del efecto maximo bajo las condiciones del ensayo.

Las cuatro curvas exhiben el patron esperado, la inhibicién aumenta con la dosis. Piraclostrobina
y Epoxiconazol destacan por su alta efectividad; alcanzan niveles elevados de inhibicion con
dosis muy bajas y sus CI50 son pequeiias (piraclostrobina ~ 0.10 mg/L; epoxiconazol= 0.51
mg/L). La azoxistrobina y el ciproconazol requieren dosis mayores para lograr el mismo efecto,
con CI50 mas altas (azoxistrobina = 6.12 mg/L; ciproconazol~ 8.48 mg/L). A 10 mg/L,
epoxiconazol ya se aproxima al techo del 100% y piraclostrobina supera con holgura el 80%,
mientras que azoxistrobina ronda la mitad del efecto y ciproconazol se mantiene por debajo de
ese nivel. Las CI50 de los cuatro agentes se ubican dentro del rango ensayado, por lo que las

comparaciones son confiables en el marco experimental. En términos practicos, la jerarquia de
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potencia es clara: menor CI50 implica mayor eficacia a bajas concentraciones y queda ordenada
como Piraclostrobina> Epoxiconazol>> Azoxistrobina> Ciproconazol. Para decisiones
operativas, los resultados sugieren que Piraclostrobina y Epoxiconazol logran control efectivo
con menor cantidad de producto, mientras que Azoxiestrobina y Ciproconazol requieren

concentraciones mas altas y, aun asi, muestran ganancias mas moderadas al aumentar la dosis.

El patrén por dosis muestra diferencias consistentes entre agentes. A 0.08 mg/L, Piraclostrobina
y Azoxistrobina integran el grupo con mayor inhibicion (Tabla 2), Epoxiconazol queda
intermedio y Ciproconazol inferior, lo que sugiere ventajas tempranas de Piraclostrobina y
Azoxistrobina. A 0.40 mg/L se consolida el liderazgo de Piraclostrobina frente a los otros tres
agentes (Tabla 3). En 2.00 mg/L, Epoxiconazol y Piraclostrobina conforman el grupo superior,
superando a Azoxistrobina y Ciproconazol (Tabla 4). En 10.00 mg/L y 50.00 mg/L se observa
una separacion nitida, con Epoxiconazol en el tope, seguido por Piraclostrobina y, por debajo,
Azoxistrobina y Ciproconazol (Tabla 5 y Tabla 6). La trayectoria por dosis es coherente con la
jerarquia de potencia inferida por CI50: Epoxiconazol y Piraclostrobina alcanzan niveles altos de
inhibicion a concentraciones menores, mientras que Azoxistrobina y Ciproconazol requieren

dosis superiores para efectos comparables.

Tabla 2. ICM — Dosis 0.08 mg/L

Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (%) (Tukey)
0.08 Azoxistrobina 31.6 <.001 a
0.08 Ciproconazol 14.2 <.001 b
0.08 Epoxiconazol 293 <.001 ab
0.08 Piraclostrobin 44.1 <.001 a
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Tabla 3. ICM — Dosis 0.40 mg/L

Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (%) (Tukey)
0.4 Azoxistrobina 426 <.001 b
0.4 Ciproconazol 289 <.001 b
0.4 Epoxiconazol 38.7 <.001 b
0.4 Piraclostrobina 61.6 <.001 a
Tabla 4. ICM — Dosis 2.00 mg/L
Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (%) (Tukey)
2.0 Azoxistrobina 41.5 <.001 b
2.0 Ciproconazol 28.3 <.001 b
2.0 Epoxiconazol 71.5 <.001 a
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2.0 Piraclostrobina 72.3 <.001

Tabla 5. ICM — Dosis 10.00 mg/L

Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (Y0) (Tukey)
10.0 Azoxistrobina 527  <.001 b
10.0 Ciproconazol 455 <.001 b
10.0 Epoxiconazol 953 <.001 a
10.0 Piraclostrobina 84.1 <.001 a

Tabla 6. ICM — Dosis 50.00 mg/L

Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (%0) (Tukey)
50.0 Azoxistrobina 59.0 <.001 d
50.0 Ciproconazol 72.7  <.001 c
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50.0 Epoxiconazol 979 <.001 a

50.0 Piraclostrobina 85.1 <.001 b

Nota. ANOVA de un factor por dosis; post hoc de Tukey con a = 0.05. Media y DE en

porcentaje. Medias con la misma letra no difieren entre si.

Inhibicion de germinacion de esporas

Piraclostrobina exhibe una CI50 muy baja (0.249 mg/L) con intervalo estrecho y dentro del
rango de ensayo, lo que indica alta potencia y estimacion precisa. En contraste, Azoxiestrobina
requiere una concentracion muy elevada para alcanzar 50% de inhibicion (178.82 6mg/L) y su
CI50 queda fuera del rango observado. En términos practicos, para inhibir la germinacion de

conidias, la piraclostrobina supera ampliamente a asoxyestrobina en eficacia a bajas dosis.

16



IGE: Curvas por agente
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Figura 2. Ajuste de la curva dosis—respuesta para el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial, comparando los agentes Azoxistrobina y Piraclostrobina. Se muestran las lineas de

ajuste en escala logaritmica de la dosis, los promedios observados por dosis y los marcadores de

la CI50 ubicados en el 50% de inhibicion.

Tabla 7. ANOVA por dosis y Tukey entre fungicidas (IGE)

Dosis  Agente Media p Grupo
(mg/L) (%) (Tukey)
0.08 Azoxistrobina 159 0.012 b
0.08 Piraclostrobina 31.2 0.012 a
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04 Azoxistrobina 30.1 0.002 b

0.4 Piraclostrobina 55.2 0.002 a
2.0 Azoxistrobina 342 <.001 b
2.0 Piraclostrobina 83.0 <.001 a
10.0 Azoxistrobina 39.7  <.001 b
10.0 Piraclostrobina 913 <.001 a
50.0 Azoxistrobina 42,5 <.001 b
50.0 Piraclostrobina 924 <.001 a

Nota. ANOVA de un factor por dosis; post hoc de Tukey con a = 0.05. Media en porcentaje.

Medias con la misma letra no difieren entre si.

En todas las dosis evaluadas Piraclostrobina supera significativamente a Azoxistrobina, con
distancias que aumentan al crecer la concentracion (Tabla 7). A partir de 2.00 mg/L,
Piraclostrobina alcanza inhibiciones cercanas al techo, mientras Azoxistrobina se mantiene en
niveles intermedios con mayor dispersion relativa. El patrén dosis dependiente consolida la
ventaja de Piraclostrobina para prevenir la germinacion, comenzando desde dosis bajas y

acentuandose en el tramo medio-alto del gradiente.

Inhibicion de longitud de tubo germinativo.
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El Epoxiconazol alcanza niveles relevantes de inhibicion con concentraciones mucho menores
que Ciproconazol. Su CI50 es alrededor de cinco veces mas baja, lo que evidencia mayor
potencia en términos de reduccion de la longitud del tubo germinativo. A dosis bajas
(2.867mg/L) la curva del Epoxiconazol se eleva con rapidez y supera pronto el umbral del 50%,
mientras que el Ciproconazol necesita dosis bastante superiores (14.832 mg/L)para cruzar ese
nivel y progresa de forma mas lenta hacia la meseta. En el extremo mas alto del rango ensayado
ambas curvas tienden a estabilizarse, aunque el epoxiconazol conserva una ventaja en magnitud
de respuesta. Como ambas CI50 se ubican dentro del rango de dosis observado, las estimaciones
son consistentes con la evidencia experimental. En aplicaciones donde se busca una respuesta

eficaz con menor cantidad de producto, los resultados favorecen al Epoxiconazol frente al

Ciproconazol.

ILT: Curvas por agente

100 4

CI50
A C150 Epoxiconazol: 2.87 mg/L

@® CI50 Ciproconazol: 14.83 mg/L

e === ""g Promedio
° =
50 A — &

® Epoxiconazol

Ciproconazol

Inhibicion (%)
o

Ajuste CDR

b
LN
L

« «  Epoxiconazol
o I

Ciproconazol

0 10 20 30 40 50
Dosis [mg/L]

Figura 3. Ajuste de la curva dosis—respuesta para el porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial, comparando los agentes Epoxiconazol y Ciproconazol. Cada curva corresponde al
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modelo lineal en la escala log10 de la dosis. Los puntos indican los promedios observados por

dosis y el simbolo rojo marca la CI50 de cada agente, ubicada sobre la linea horizontal del 50%.

Tabla 8. ANOVA por dosis y Tukey entre fungicidas (ILT)

Dosis  Agente Media P Grupo
(mg/L) (%) (Tukey)
0.08 Ciproconazol 13.9 0.210 a
0.08 Epoxiconazol 18.8 0.210 a
0.4 Ciproconazol 21.0 <.001 b
0.4 Epoxiconazol 474 <.001 a
2.0 Ciproconazol 30.8 <.001 b
2.0 Epoxiconazol 549 <.001 a
10.0 Ciproconazol 46.3 0.012 b
10.0 Epoxiconazol 61.8 0.012 a
50.0 Ciproconazol 62.2 0.378 a
50.0 Epoxiconazol 56.9 0.378 a
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Nota. ANOVA de un factor por dosis; post hoc de Tukey con o = 0.05. Media y DE en

porcentaje. Medias con la misma letra no difieren entre si.

En 0.08 mg/L no se observan diferencias entre Epoxiconazol y Ciproconazol (Tabla 8). Desde
0.40 mg/L hasta 10.00 mg/L, Epoxiconazol presenta medias de inhibicion significativamente
mayores, lo que indica un mejor control de la elongacion del tubo germinativo en el rango
operativo. En 50.00 mg/L las medias no difieren, probablemente por proximidad al techo de
efecto y aumento de la variabilidad residual. En conjunto, el contraste por dosis confirma una
ventaja consistente de Epoxiconazol en ILT en el tramo intermedio de concentraciones, con

convergencia de respuestas en los extremos del gradiente.

5. DISCUSION
La sensibilidad de Colletotrichum spp. a los fungicidas evaluados mostré un patron
consistentemente fase-especifico, lo que confirma que las etapas del ciclo infectivo requieren
aproximaciones diferenciadas para caracterizar la eficacia quimica. Los resultados obtenidos
permiten interpretar de manera integrada el comportamiento de fungicidas FRAC 11 (Qol) y
FRAC 3 (DMI) en tres niveles biologicos: germinacion de conidios (IGE), elongacion del tubo
germinativo (ILT) y crecimiento micelial (ICM). Este enfoque es congruente con la literatura
reciente que destaca la necesidad de caracterizar las respuestas por etapas debido al metabolismo

diferencial de Colletotrichum durante la infeccion (Hu et al., 2023; Chen et al., 2021).
5.1. Inhibicion del crecimiento micelial (ICM)

Los resultados en ICM evidenciaron la notable eficacia de Epoxiconazol, el cual alcanzé
inhibiciones cercanas al 100 % en dosis intermedias y altas, mostrando consistencia en todas las
repeticiones. Piraclostrobina también se comporté como un fungicida eficaz en esta fase, con
inhibiciones superiores al 80 %. En contraste, Azoxistrobina y Ciproconazol mostraron
incrementos mdas graduales, con inhibiciones moderadas incluso en las concentraciones mas

elevadas.

Este comportamiento ha sido reportado ampliamente en estudios recientes. Chen et al. (2021)
demostraron que Colletotrichum spp. asociadas a antracnosis presentan una sensibilidad

marcadamente superior a ciertos triazoles (incluidos Epoxiconazole y Difenoconazole), lo cual se
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relaciona con diferencias en la afinidad del compuesto por el sitio de accion Ergll.
Complementariamente, investigaciones realizadas en C. fructicola y C. siamense asociadas a
durazno han mostrado que la eficacia de DMI sobre el crecimiento micelial es elevada aun en

presencia de variabilidad genética intraespecifica (Pang et al., 2022).

Los resultados de este estudio también reflejan tendencias documentadas en sistemas tropicales.
Por ejemplo, Carvalho et al. (2021) reportaron sensibilidad reducida a Azoxistrobina en
poblaciones de C. gloeosporioides, mientras que Piraclostrobina conservaba su eficacia. Esto
coincide plenamente con el desempefio comparativo observado aqui entre ambas Qol. Asimismo,
Poti et al. (2023) demostraron que C. truncatum puede mostrar multirresistencia, lo que subraya
la importancia de interpretar variaciones como las detectadas en ICM como una manifestacion de

diversidad poblacional.

La principal implicacion es que Epoxiconazol sobresale en la etapa de crecimiento micelial,
posiblemente por su capacidad para interferir en procesos dependientes de la sintesis de

ergosterol, crucial para la estabilidad de membranas durante el crecimiento hifal activo.
5.2. Inhibicion de la germinacion de conidios (IGE)

La fase de germinacion mostrd que Piraclostrobina posee la CIS0 mas baja entre todos los
fungicidas evaluados. Azoxistrobina, aunque pertenece al mismo grupo FRAC, present6 una

eficacia inferior, requiriendo dosis considerablemente mas altas para inhibir la germinacion.

Este patron estd ampliamente documentado. Hu et al. (2023) demostraron que aislamientos de C.
asianum resistentes a Azoxistrobina conservaban sensibilidad a Piraclostrobina, atribuido a
diferencias especificas en la afinidad del compuesto por el complejo III mitocondrial. Asimismo,
Pang et al. (2022) confirmaron que C. siamense puede perder sensibilidad a Azoxistrobina sin

mostrar resistencia cruzada a otros Qol.

Otras investigaciones en pasifloras también reportan sensibilidad diferencial durante la
germinacion, etapa donde Qol altamente especificas presentan mayor eficacia que compuestos

con menor afinidad respiratoria.

Por tanto, Piraclostrobina destaca como fungicida 6ptimo para interrumpir la germinacion, lo que

es clave epidemioldgicamente para evitar la formacion de apresorios y la penetracion.
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5.3. Inhibicion de la elongacion del tubo germinativo (ILT)

En ILT, Epoxiconazol mostré6 nuevamente una ventaja clara, con una Clso notablemente baja y
un efecto pronunciado desde dosis intermedias. El comportamiento de Ciproconazol fue

significativamente inferior.

Este patron coincide con estudios que demuestran que los DMI no solo afectan el crecimiento
micelial, sino que son altamente eficaces para interrumpir procesos de elongacion polarizada. Shi
et al. (2022) demostraron que triazoles como Epoxiconazole y Difenoconazole afectan
directamente el crecimiento polarizado y la germinacién, actuando antes de que el hongo inicie
colonizacidn significativa. Igualmente, Nguyen et al. (2022) reportaron que la sensibilidad de C.

gloeosporioides a DMI es particularmente alta en etapas tempranas.

El estudio de de Morais et al. (2023) aporta informacion importante: aunque aislamientos de C.
musae pueden presentar resistencia a Qol, los DMI conservan eficacia elevada y, ademads, los
genotipos resistentes muestran costos de fitness que reducen su competitividad. Esto implica que
Epoxiconazol puede no solo inhibir ILT, sino también desacelerar el establecimiento y

propagacion de biotipos menos sensibles.
5.4. Integracion fase-especifica de la sensibilidad
El patron integrado de sensibilidad puede sintetizarse asi:
e IGE (germinacion): Piraclostrobina >> Azoxistrobina
e ILT (tubo germinativo): Epoxiconazol > Ciproconazol

e ICM (crecimiento micelial): Epoxiconazol > Piraclostrobina >> Azoxistrobina > Cipro-

conazol
Estas tendencias reflejan:

o La alta dependencia respiratoria del conidio durante la germinacion por ende mayor sen-

sibilidad a Qol (Hu et al., 2023).

o La intensa actividad biosintética durante la formacion del tubo germinativo y por lo tanto

mayor sensibilidad a DMI (Shi et al., 2022).
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o La influencia de la variabilidad genética intraespecifica tuvo un desempefio diferenciado

dentro del mismo FRAC (Poti et al., 2023; Carvalho et al., 2021).

Esta estructura fase dependiente también explica por qué algunos fungicidas, aunque menos

eficaces en fases iniciales, presentan poder fungistatico elevado en fases tardias.

El modelo logl0(dosis) empleado mostrd ser adecuado para los datos generados, permitiendo
identificar tendencias lineales claras. Este enfoque es respaldado por Ritz et al. (2015) y

adoptado en estudios recientes de resistencia en Colletotrichum (Chen et al., 2021).

El uso de errores robustos (HC3) permiti6 corregir heterocedasticidad, habitual en bioensayos de
fungicidas. La winsorizacion aseguré estabilidad en la estimacion de Clso y evitdé que valores

atipicos sesgaran la interpretacion.

6. CONCLUSIONES

El estudio evidenci6 diferencias significativas en la sensibilidad de Colletotrichum spp. a los
fungicidas evaluados, con respuestas dependientes de la fase del ciclo del patégeno. Piraclostro-
bina (FRAC 11) mostr6 la mayor eficacia en la inhibicion de la germinacion de conidios, alcan-
zando la Clso mas baja, lo cual coincide con reportes de alta sensibilidad de las etapas iniciales
del patogeno a estrobilurinas de alto desempefio (Hu et al., 2023; Canarte et al., 2022). En con-
traste, Azoxistrobina presentd menor actividad, coherente con estudios que documentan pérdida

de sensibilidad en varias especies del género (Carvalho et al., 2021).

En la inhibicion de la elongacion del tubo germinativo y del crecimiento micelial, Epoxiconazol
(FRAC 3) sobresaliéo como el fungicida mas eficaz, con una Clso considerablemente menor que
Ciproconazol. Este comportamiento es congruente con investigaciones que destacan el impacto
de los DMI en procesos dependientes de la sintesis de ergosterol y crecimiento hifal (Chen et al.,

2021; da Aguiar Carraro et al., 2024).

La integracion de los resultados permitio establecer un patron claro de eficacia relativa:
Piraclostrobina fue superior en germinacion (IGE), mientras Epoxiconazol destacé en elongacion

hifal (ILT) y crecimiento micelial (ICM). Este comportamiento coincide con la literatura que re-
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porta diferencias intra—grupo y casos de resistencia parcial en Colletotrichum spp. (Poti et al.,
2023; de Morais et al., 2023).

A nivel aplicado, los hallazgos respaldan la rotacion estratégica entre FRAC 11 y FRAC 3, en
concordancia con las guias internacionales de manejo antiresistencia, priorizando Piraclostrobina
en etapas tempranas y Epoxiconazol en etapas de establecimiento del patdgeno. Ademas, se re-
salta la necesidad de mantener programas de vigilancia de sensibilidad en poblaciones locales de

Colletotrichum, dada la variabilidad reportada en otras regiones productoras.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Comandos utilizados para determinar el C150 del ICM, IGE, ILT
pkgs <- c("tidyverse","readxl","janitor","here","scales")
for (p in pkgs) {
if (IrequireNamespace(p, quietly = TRUE)) {
if (requireNamespace("renv", quietly = TRUE)) renv::install(p) else install.packages(p)
}

}
lapply(pkgs, library, character.only = TRUE)

# scripts/01_import_clean.R
# Objetivo: importar los 3 Excel, estandarizar nombres de columnas,

# limpiar textos y nimeros, y guardar versiones "procesadas".

library(tidyverse)
library(readxl)
library(janitor)
library(here)
library(scales)

# 1) Rutas y carpetas de salida

raw_dir <- here("dataraw")
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proc_dir <- here("dataprocessed")

dir.create(proc_dir, showWarnings = FALSE, recursive = TRUE)

# 2) Utilidades de limpieza
# - Limpia espacios repetidos
# - Convierte "1,23" a "1.23" cuando corresponde
clean_text <- function(x) {
if (lis.character(x)) return(x)
X <- stringr::str_squish(x)
X

}

char to num_if possible <- function(x) {

if (!is.character(x)) return(x)

x2 <- gsub(",", ".", X) # cambia coma decimal por punto

ok numeric <- grepl("*[-+]?[0-9]*\\.?[0-9]+$", x2) | x2 =="" | is.na(x2)

if (all(ok numeric)) suppressWarnings(as.numeric(ifelse(x2 == "", NA, x2))) else x
}

# 3) Funcion genérica para leer-unificar-guardar
load clean save <- function(file name, out stub) {
message("Leyendo: ", file_name)
df <- readxl::read_excel(here::here(raw_dir, file_name), guess max = 5000) |>
janitor::clean_names() >
mutate(across(where(is.character), clean_text)) [>

mutate(across(where(is.character), char to num_if possible))

# Sugerencia de tipado minimo:
# Si existen estas columnas, se tipan como factor para analisis posteriores
for (col in c("zona","finca","fungicida","tratamiento")) {

if (col %in% names(df)) df[[col]] <- factor(df[[col]])
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}

# Dosis suele ser numérica
for (col in c("dosis","concentracion","conc","mg 1","dose")) {
if (col %in% names(df)) {
dff[col]] <- suppressWarnings(as.numeric(df[[col]]))
names(df)[names(df) == col] <- "dosis" # estandariza el nombre a "dosis"

break

}
j

# Reporte rapido a consola
message("Columnas: ", paste(names(df), collapse =", "))

print(glimpse(df), width = 80)

# Guarda como RDS y CSV en dataprocessed
readr::write_rds(df, here::here(proc_dir, pasteO(out_stub, ".rds")))
readr::write_csv(df, here::here(proc_dir, pasteO(out_stub, ".csv")))

invisible(df)

# 4) Importacion de cada archivo
cm <- load clean save("Crecimineto miceliar.xlsx", "crecimiento miceliar")
nn

gc <-load clean save("Germinacion de conidias.xlsx","germinacion_conidias")

It <- load clean_save("Longitud conidias.xlIsx", "longitud conidias")

# 5) Nota util:
# En pasos siguientes se generara una variable 'log10 dosis' cuando 'dosis' exista:

# df > mutate(log10 dosis = log10(dosis)) ...

scripts/02b_8 3 curvas y CI50 APA.R

# Seccion 8.3: Ajustes media ~ log10(dosis) y CI5S0 con IC95%, por agente.
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# Salidas: Tablas 2—4 (CSV + DOCX simple) y Figuras 4-6 (PNG) en formato APA.

# Paquetes
ensure pkgs <- function(pkgs){
for (p in pkgs){
if (IrequireNamespace(p, quietly = TRUE)) {
if (requireNamespace("renv", quietly = TRUE)) renv::install(p) else
install.packages(p)
}
suppressPackageStartupMessages(library(p, character.only = TRUE))
§

§
ensure_pkgs(c("tidyverse","here","readr","ggplot2","MASS","officer"))

# Rutas

proc_dir <- here::here("dataprocessed")

fig_dir <- here::here("outputsfigures")

tab_dir <- here::here("outputstables")

dir.create(fig_dir, showWarnings = FALSE, recursive = TRUE)
dir.create(tab_dir, showWarnings = FALSE, recursive = TRUE)

# Utilidades
pick col <- function(df, candidates, label){

hit <- intersect(candidates, names(df))

if (length(hit) == 0) stop(sprintf("No se encontré columna para '%s'. Nombres: %s",
label, paste(names(df), collapse=", ")))

hit[1]
}

find response col <- function(df, candidates){
hit <- intersect(candidates, names(df)); if (length(hit) > 0) return(hit[1])
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pat <- "(percent|porc|inhib|icm|ige|ilt)"

hit2 <- grep(pat, names(df), ignore.case = TRUE, value = TRUE)
hit2 <- setdiff(hit2, c("dosis","dose","conc","concentracion","mg_1"))
if (length(hit2) > 0) return(hit2[1])

num <- names(df)[sapply(df, is.numeric)]

num <- setdiff(num,

nn nn

c("dosis","dose","conc",

nn nn

concentracion","mg_1","rep","repeticion"))

is_pct <- function(v){v <- suppressWarnings(as.numeric(v)); v <- v[is.finite(v)]; if
(Iength(v)<5) return(FALSE); rng <- range(v, na.rm=TRUE); mg[1]>=-1 &&
mg[2]<=101}

cand3 <- num[sapply(num, function(c) is_pct(df[c]]))]

if (length(cand3) > 0) return(cand3[1])

stop(sprintf("No se encontr6 columna de respuesta. Nombres: %s", paste(names(df),

collapse=", ")))
§

prep_df <- function(df, resp_candidates){
agente col <- pick col(df, c("fungicida","tratamiento"), "agente")
dosis_col <-pick col(df, c("dosis","conc","concentracion","mg_1","dose"), "dosis")
resp_col <-find response col(df, resp_candidates)
df >
rename(agente = !!sym(agente col), dosis = !!sym(dosis_col), respuesta =
sym(resp_col)) [>
mutate(
agente = as.factor(agente),
dosis = suppressWarnings(as.numeric(dosis)),

resp_clip = pmin(pmax(as.numeric(respuesta), 0), 100)

)

# Tema APA para ggplot
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set apa theme <- function(base size = 12, base family = "Times New Roman"){
theme set(theme classic(base size = base size, base family = base family))
theme update(
plot.titte  =element text(hjust =0.5),
legend.position = "none",
strip.background = element_rect(fill = "white"),

strip.text = element_text(face = "bold")

)
}
save apa <- function(p, file, w=6.5, h=4.5, dpi=300){

ggsave(file, p, width=w, height=h, units="in", dpi=dpi); message("Guardado: ", file)
}

# Resumen medias por agentexdosis
resumir <- function(df){
df >
group by(agente, dosis) [>
summarise(n = dplyr::n(),
media = mean(resp_clip, na.rm = TRUE),
sd = sd(resp_clip, na.rm = TRUE),
se = sd/sqrt(n), .groups="drop")

# Ajuste lineal de media ~ log10(dosis) y CI50 con IC95%
ajusta_y ci50 <- function(df mean){
df mean <- df mean [> dplyr::filter(is.finite(dosis), dosis > 0)

if (nrow(df mean) < 3) return(NULL)

df mean <- df mean |> mutate(log10_dosis = log10(dosis))
mdl <- Im(media ~ logl0_dosis, data = df mean)
coefs <- coef(mdl)
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a <- unname(coefs[1]); b <- unname(coefs[2])

r2 <- summary(mdl)$r.squared

ci50 log<-(50-a)/b
ci50 <- if (is.finite(ci50_log)) 10”ci50 log else NA real

V <- tryCatch(vcov(mdl), error = function(e) NULL)
if (lis.null(V) && is.finite(ci50) && b 1= 0){
Sims <- tryCatch(MASS::mvrnorm(n = 5000, mu = coefs, Sigma = V), error =
function(e) NA)
if (is.matrix(Sims)){
a_s <- Sims[,1]; b_s <- Sims][,2]
ci50 s<-(50-a s)/b s
ci50 s <-10"ci50 s
ci50 s <- ¢ci50_s[is.finite(ci50 s) & c150 s > 0]
if (length(ci50_s) >= 100){
ci_lwr <- quantile(ci50_s, 0.025, na.rm = TRUE)
ci_upr <- quantile(ci50_s, 0.975, na.rm = TRUE)
} else { ci_Iwr <- NA real ;ci upr <- NA real }
} else { ci_Iwr <- NA real ;ci upr <- NA real }

} else { ci_Iwr <- NA real ;ci upr <- NA real }

min_d <- min(df mean$dosis, na.rm = TRUE); max_d <- max(df mean$dosis, na.rm =
TRUE)
in_range <- is.finite(ci50) && (c150 >=min_d) && (c150 <= max_d)

tibble(
intercepto = a, pendiente = b, 12 =12,
ci50 = ¢i50, ¢i50_Iwr = as.numeric(ci_Iwr), ci50_upr = as.numeric(ci_upr),
dosis min =min_d, dosis_ max = max_d, ci50_en rango = in_range

)
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# Figura de curvas ajustadas
figura ajustada <- function(sum_mean, params_tbl, titulo var, fig name){
grid <- sum_mean [>
group by(agente) [>
summarise(dmin = min(dosis), dmax = max(dosis), .groups="drop") [>
mutate(x = purrr::map2(dmin, dmax, ~ seq(.x, .y, length.out = 100))) [>
tidyr::unnest(x) [>
rename(dosis = x) [>
left join(params_tbl > mutate(agente = as.factor(agente)), by = "agente") |>
mutate(pred = ifelse(is.finite(pendiente),
intercepto + pendiente*log10(dosis),
NA real ))

p <- ggplot() +
geom_line(data = grid, aes(dosis, pred), size =0.7) +
geom_point(data = sum_mean, aes(dosis, media), size = 2) +
facet wrap(~ agente, scales = "free_y") +
labs(title = paste("Curvas ajustadas por agente -", titulo_var),

x = "Dosis [mg/L]", y = "% inhibicién (promedio)")
save_apa(p, file.path(fig_dir, fig_name))
}

# Detecta un estilo de tabla disponible en el DOCX
safe table style <- function(doc, preferred = ¢("Table Grid","Light Grid","Table Grid
Light","Normal Table","Plain Table 1")){

info <- try(officer::styles_info(doc), silent = TRUE)

if (inherits(info, "try-error")) return(NULL)

cols <- names(info)
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name _col <- if ("style_ name" %in% cols) "style name" else if ("name" %in% cols)
"name" else NULL
type_col <-if ("style type" %in% cols) "style type" else if ("type" %in% cols) "type"
else NULL
if (is.null(name_col) || is.null(type_col)) return(NULL)
tab <- info[ info[[type col]] %in% c("table","Table"), , drop = FALSE ]
if (nrow(tab) == 0) return(NULL)
for (p in preferred){
hit <- which(tolower(tab[[name col]]) == tolower(p))
if (length(hit) > 0) return(tab[[name col]][hit[1]])
§
tab[[name col]][1]

}

# DOCX de pardmetros y CI50 (sin flextable), usando estilo disponible
export_params_docx <- function(df params, tabla_num, titulo){
df out <- df params |>
transmute(
Agente = agente,
Intercepto = round(intercepto, 3),
Pendiente = round(pendiente, 3),
‘R¥ = round(r2, 3),
"CI50 (mg/L) = ifelse(is.finite(ci50), round(ci50, 3), NA),
"1C95% CI50 (mg/L)" = ifelse(is.finite(ci5S0_Iwr) & is.finite(ci5S0_upr),
pasteO(round(ci50_Iwr,3), "—", round(ci50 upr,3)), NA),
"En rango” = ifelse(ciS0_en_rango, "Si", "No")

)

doc <- read_docx()

style name <- safe table style(doc)
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doc <- body add fpar(doc, fpar(ftext(pasteO("Tabla ", tabla num), fp text(bold =
TRUE))))

doc <-body add fpar(doc, fpar(ftext(titulo, fp text(italic = TRUE))))

doc <- body add par(doc, "")

if (is.null(style name)) {
doc <-body add table(doc, value = df out)

} else {
doc <- body add table(doc, value = df out, style = style name)
}
outdoc <- file.path(tab_dir, pasteO("Tabla ", tabla num, " ", gsub("[ .]", " ", titulo),
".docx"))

print(doc, target = outdoc)
message("Guardado: ", outdoc, " (estilo usado: ", ifelse(is.null(style_name),

"predeterminado”, style name), ")")

}

# Cargar datos --------------------
cm <- readr::read_rds(file.path(proc_dir, "crecimiento_miceliar.rds"))
gc <-readr::read rds(file.path(proc_dir, "germinacion_conidias.rds"))

It <- readr::read _rds(file.path(proc_dir, "longitud conidias.rds"))

resp_cm_candidates <-

non: n"non: n"nmn

c("percent_icm","icm","inhibicion_crecimiento_miceliar","porcentaje_inhibicion","inhibi
cion"

resp_gc_candidates <-

nn nn nn

c("percent_ige","ige","indice germinacion","inhibicion_germinacion","porcentaje_inhibi

cion","inhibicion")
resp_lt candidates <-

nn

c("percent_ilt","ilt","inhibicion_longitud tubo","porcentaje inhibicion","inhibicion")
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cm_p <- prep_df(cm, resp_cm_candidates)
gc p <-prep df(gc, resp gc candidates)
It p <-prep df(lt, resp It candidates)

# Medias por agentexdosis

cm_m <- resumir(cm_p)
gc_m <- resumir(gc_p)

It m <- resumir(lt_p)

# Ajustar y calcular CI50
ajusta_por_agente <- function(df m){
df m >
group by(agente) [>
group_modify(~ ajusta_y ci50(.x)) [>
ungroup()
}
cm_params <- ajusta_por_agente(cm_m)
gc_params <- ajusta_por_agente(gc_m)

It params <- ajusta_por_agente(lt m)

# Guardar tablas CSV

write_csv(cm_params |> mutate(agente = as.character(agente)),
file.path(tab_dir, "Tabla 2 Param_y CI50 ICM.csv"))

write_csv(gc params |> mutate(agente = as.character(agente)),
file.path(tab_dir, "Tabla 3 Param y CI50 IGE.csv"))

write_csv(lt params [> mutate(agente = as.character(agente)),

file.path(tab_dir, "Tabla 4 Param_y CI50 ILT.csv"))

# Exportar DOCX (APA)

export_params_docx(cm_params [> mutate(agente = as.character(agente)),
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tabla num = 2,

titulo = "Parametros del modelo y CI50 por agente (ICM)")
export_params_docx(gc params [> mutate(agente = as.character(agente)),

tabla num = 3,

titulo = "Parametros del modelo y CI50 por agente (IGE)")
export_params_docx(It params [> mutate(agente = as.character(agente)),

tabla num = 4,

titulo = "Parametros del modelo y CI50 por agente (ILT)")

# Figuras 4—6 (APA) ------m-mmemmmemem-

set apa theme()

figura_ajustada(cm_m, cm_params [> mutate(agente = as.factor(agente)),
"ICM", "Figura 4 ICM_Curvas_ajustadas APA.png")

figura ajustada(gc_m, gc_params |> mutate(agente = as.factor(agente)),
"IGE", "Figura 5 IGE Curvas_ajustadas APA.png")

figura_ajustada(lt m, It params [> mutate(agente = as.factor(agente)),

"ILT", "Figura 6 ILT Curvas ajustadas APA.png")
message("'Listo: Tablas 2—4 y Figuras 4-6 generadas con formato APA.")
Anexo 2. Comandos utilizados para ANOVA y pruebas Tukey.

# scripts/02f anova_tukey por dosis APA.R
# ANOVA por dosis + Tukey entre agentes (ICM, IGE, ILT)

# Exporta CSV por variable + 1 CSV consolidado vy, si hay officer/flextable, 3 DOCX en
formato APA.

# paquetes

ensure_pkgs <- function(pkgs){

for (p in pkgs){
if (IrequireNamespace(p, quietly = TRUE)){
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if (requireNamespace("renv", quietly = TRUE)) renv::install(p) else
install.packages(p, dependencies = TRUE)
}
suppressPackageStartupMessages(library(p, character.only = TRUE))
}
}

ensure_pkgs(c("tidyverse","here","readr",""broom","multcompView"))

FT OK <- FALSE
suppress Warnings( {
if (requireNamespace("officer", quietly = TRUE) && requireNamespace("flextable",
quietly = TRUE)){
library(officer); library(flextable)
FT OK <- TRUE

}
1)

# rutas -

proc_dir <- here::here("dataprocessed")
tab_dir <- here::here("outputstables")

dir.create(tab_dir, showWarnings = FALSE, recursive = TRUE)

# utilidades de columnas -------------————-—-

pick col <- function(df, candidates, label){
hit <- intersect(candidates, names(df))
if (length(hit) == 0){
stop(sprintf("No se encontr6é columna para '%s'. Nombres: %s",

label, paste(names(df), collapse=", ")))

hit[1]
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find_response col <- function(df, candidates){
hit <- intersect(candidates, names(df))
if (length(hit) > 0) return(hit[1])
pat <- "(percent|porc|inhib|icm|ige|ilt)"
hit2 <- grep(pat, names(df), ignore.case = TRUE, value = TRUE)
hit2 <- setdiff(hit2, c("dosis","dose","conc","concentracion","mg_1"))
if (length(hit2) > 0) return(hit2[1])
stop(sprintf("No se encontré columna de respuesta en: %s", paste(names(df),

collapse=", ")))
§

prep_df <- function(df, resp_candidates){

nmn

agente_col <- pick col(df, c¢("fungicida","tratamiento","agente"), "agente")
dosis_col <-pick col(df, c("dosis","conc","concentracion","mg_1","dose"), "dosis")

2

resp_col <-find response col(df, resp_candidates)

df %>%
dplyr::rename(
agente = !lrlang::sym(agente col),
dosis = !lrlang::sym(dosis_col),

respuesta = !!rlang::sym(resp_col)
) %>%
dplyr::mutate(
agente = as.factor(agente),
dosis = suppressWarnings(as.numeric(dosis)),
resp_clip = pmin(pmax(as.numeric(respuesta), 0), 100)
) %>%
dplyr::filter(is.finite(dosis), is.finite(resp_clip))

# cargar datos
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cm <- readr::read rds(file.path(proc_dir, "crecimiento miceliar.rds"))
gc <- readr::read_rds(file.path(proc_dir, "germinacion_conidias.rds"))

It <- readr::read rds(file.path(proc_dir, "longitud conidias.rds"))

resp_cm_candidates <-

c("percent_icm","icm","inhibicion_crecimiento _miceliar","porcentaje inhibicion","inhibi
cion"

resp gc candidates <-

nn nn nn

c("percent_ige","ige","indice germinacion","inhibicion germinacion","porcentaje inhibi
cion","inhibicion")
resp_lt candidates <-

nn nn

c("percent_ilt","ilt","inhibicion_longitud tubo","porcentaje inhibicion","inhibicion")

cm_p <- prep_df(cm, resp_cm_candidates)
gc p <- prep_df(gc, resp_gc_candidates)
It p <-prep_ df(lt, resp It candidates)

# letras de Tukey
get tukey letters <- function(fit){
thsd <- TukeyHSD(fit, which = "agente", conf.level = 0.95)
L <- multcompView::multcompLetters4(fit, thsd)
obj <- L$agente
if (is.list(obj) && !is.null(obj$Letters)) obj <- obj$Letters
data.frame(
agente = names(obj),
grupo = gsub("\\s+", "", as.character(obj)),
stringsAsFactors = FALSE
)
}

# ANOVA + Tukey por dosis --------------------
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do _anova tukey por dosis <- function(df, var label){
res <- list()
for (d in sort(unique(df$dosis))){
sub <- df %>% dplyr::filter(dosis == d)
if (dplyr::n_distinct(sub$agente) < 2 || nrow(sub) < 3) next

fit <- aov(resp clip ~ agente, data = sub)
a_tbl <- anova(fit)

if (!("agente" %in% rownames(a_tbl))) next

dfl <-as.numeric(a_tbl["agente","Df"])
df2 <- as.numeric(a_tbl["Residuals","Df"])
Fval <- suppressWarnings(as.numeric(a_tbl["agente","F value"]))

pval <- suppressWarnings(as.numeric(a_tbl["agente","Pr(>F)"]))

if (!is.finite(df2) || df2 <= 0) next

letras <- tryCatch(get tukey letters(fit), error = function(e) NULL)

sumario <- sub %>%
dplyr::group by(agente) %>%
dplyr::summarise(
n = dplyr::n(),
media = mean(resp_clip, na.rm = TRUE),
de =sd(resp clip, na.rm =TRUE),
.groups = "drop"

)

out <- sumario %>%
dplyr::left_join(letras, by = "agente") %>%
dplyr::mutate(
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variable = var_label,
dosis =d,
F =Fval, gll =dfl, gl2 =df2, p=pval,

grupo = ifelse(is.na(grupo),

) %>%

, grupo)

dplyr::select(variable, dosis, agente, n, media, de, F, gl1, gl2, p, grupo)

res|[as.character(d)]] <- out
}
dplyr::bind_rows(res)
§

tab_icm <- do_anova_tukey por dosis(cm_p, "ICM")
tab_ige <- do_anova_tukey por dosis(gc p, "IGE")
tab_ilt <- do_anova tukey por dosis(It p, "ILT")

# exportar CSV -

readr::write_csv(tab_icm, file.path(tab_dir, "ANOVA Tukey ICM por dosis.csv"))
readr::write_csv(tab_ige, file.path(tab_dir, "ANOVA Tukey IGE por dosis.csv"))
readr::write_csv(tab _ilt, file.path(tab_dir, "ANOVA_ Tukey ILT por dosis.csv"))

consolidado <- dplyr::bind rows(tab_icm, tab_ige, tab ilt) %>%
dplyr::arrange(variable, dosis, agente)
readr::write_csv(consolidado, file.path(tab_dir,

"ANOVA Tukey consolidado por dosis.csv"))

message("CSV creados en 'outputstables/.")

# exportar DOCX (APA), uno por variable --------------------
if (FT_OK){
make docx apa <- function(df var, var label, filename docx){
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if (nrow(df var) == 0){
message("Sin datos para DOCX de ", var_label)
return(invisible(NULL))
}
df fmt <- df var %>%
dplyr::mutate(
‘Dosis (mg/L)" = dosis,
‘Media (%)° =round(media, 1),

'DE (%) = round(de, 1),
'F (g1, gl2)" = sprintf("%.2f (%d, %d)", F, as.integer(gl1), as.integer(gl2)),
P = ifelse(is.finite(p) & p < 0.001, "< 0.001",

ifelse(is.finite(p), sprintf("%.3f", p), "NA")),
"Grupo (Tukey) = grupo
) %>%
dplyr::select("Dosis (mg/L)’, Agente = agente, n, 'Media (%), 'DE (%)", 'F (gl1,
gl2)", p, "Grupo (Tukey)") %>%
dplyr::arrange("Dosis (mg/L)’, Agente)

ft <- flextable(df fmt)

ft <- autofit(ft)

ft <- font(ft, fontname = "Times New Roman", part = "all")
ft <- fontsize(ft, size = 12, part = "all")

ft <- align(ft, align = "center", part = "all")

ft <- align(ft, j = "Agente", align = "left", part = "all")

b <- officer::fp_border(color = "black", width = 1)
ft <- border remove(ft)

ft <- hline top(ft, part="header", border =b)

ft <- hline(ft,  part = "header", border = b)

ft <- hline bottom(ft, part = "body", border =b)
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doc <- read_docx()

doc <- body add fpar(doc, fpar(ftext("Tabla— ANOVA por dosis con Tukey",
fp_text(bold = TRUE))))

subt <- sprintf("Comparacion de medias entre fungicidas por dosis (%s).", var_label)

doc <-body add fpar(doc, fpar(ftext(subt, fp_text(italic = TRUE))))

doc <-body add par(doc, "")

doc <-body add flextable(doc, ft)

nota <- paste0(
"Nota. ANOVA de un factor por dosis. Prueba post hoc de Tukey con a. = 0.05. ",
"Columnas: Media + DE y n por agente; F (gl1, gl2) y p del efecto ‘agente’ en esa
dosis; ",
"“Grupo (Tukey)’ muestra las letras de agrupacion (medias con la misma letra no
difieren)."
)
doc <-body add par(doc, "")
doc <-body add par(doc, nota, style = "Normal")

print(doc, target = filename docx)

message("Guardado DOCX: ", filename docx)

make docx_apa(tab_icm, "ICM", file.path(tab_dir,
"Tabla ANOVA Tukey por dosis ICM.docx"))
make docx apa(tab ige, "IGE", file.path(tab_dir,
"Tabla ANOVA Tukey por dosis IGE.docx"))
make docx_apa(tab_ilt, "ILT", file.path(tab_dir,
"Tabla ANOVA Tukey por dosis ILT.docx"))
} else {
message("officer/flextable no disponibles: se omitid la exportacion DOCX (se

generaron CSV).")
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message("Listo.")

Anexo 3. Indice de crecimiento micelial Piraclostrobina

Nota: Cada plato cuenta con una dosificacion especifica. De izquierda a derecha: Testigo,

0.08ppm, 0.4ppm, 2ppm, 10ppm y 50ppm. Fuente: Propia

Anexo 4. Indice de crecimiento micelial Asoxyestrobina

Nota: Cada plato cuenta con una dosificacion especifica. De izquierda a derecha: Testigo,

0.08ppm, 0.4ppm, 2ppm, 10ppm y 50ppm. Fuente: Propia
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Anexo 5. Indice de crecimiento micelial Epoxiconazol

Nota: Cada plato cuenta con una dosificacion especifica. De izquierda a derecha: Testigo,

0.08ppm, 0.4ppm, 2ppm, 10ppm y 50ppm. Fuente: Propia

Anexo 6. Indice de crecimiento micelial Ciproconazol

Nota: Cada plato cuenta con una dosificacion especifica. De izquierda a derecha: Testigo,

0.08ppm, 0.4ppm, 2ppm, 10ppm y 50ppm. Fuente: Propia
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Anexo 7. Lesiones utilizadas para aislamientos de Colletotrichum

Anexo 8. Colonias seleccionadas para toma de conidias para cultivos monospoéricos (Punto 4 ).
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