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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El mildiu del pepino (Cucumis sativus), causado por
Pseudoperonospora cubensis, es una de las principales enfermedades foliares que afectan
la produccion de pepino en Morelos, México. Debido a la ausencia de métodos
estandarizados y validados para la cuantificacion de la severidad de esta enfermedad, el
objetivo de este estudio fue disefiar y validar una escala diagramatica para su evaluacion.

Desarrollo experimental. Se desarrolld una escala diagramatica compuesta por ocho
niveles de severidad (2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 47 % de area foliar afectada), a partir de hojas
naturalmente infectadas cuya severidad real fue determinada mediante anélisis digital de
imagenes con el software Assess®. La validacion de la escala se realizo con la participacion
de 20 evaluadores, quienes estimaron visualmente la severidad de 50 hojas con diferentes
niveles de dafio en tres evaluaciones sucesivas: una sin ayuda de la escala (SA) y dos con
ayuda de la escala, realizadas a las dos (CA1) y cuatro semanas (CA2) posteriores a la
primera evaluacion.

Resultados. El uso de la escala diagramatica increment6 significativamente la precision de
las estimaciones de severidad, con coeficientes de correlacion de Pearson de » = 0.91 y
r=0.93 en CAl y CA2, respectivamente, en comparacion con la evaluacion sin escala
(r=0.34). Asimismo, el sesgo generalizado fue menor cuando se utilizd la escala
(C»>0.9), lo que se reflej6 en una mayor concordancia general entre las estimaciones
visuales y los valores reales de severidad (p. > 0.9).

Conclusion. La escala diagramatica desarrollada es una herramienta confiable, precisa y
reproducible para la estimacion de la severidad del mildiu en pepino bajo condiciones de
campo.
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INTRODUCCION

El pepino (Cucumis sativus) es uno de los cultivos horticolas de mayor importancia
econdémica a nivel mundial, tanto por su amplia distribucion como por su valor en los
sistemas de produccion intensiva. En México, su produccion se ha intensificado de manera
significativa bajo condiciones de campo abierto y agricultura protegida, lo que ha
incrementado la incidencia de enfermedades asociadas a ambientes de alta humedad y
temperatura (Naegele y Wehner, 2017).

Los principales problemas fitosanitarios destacan los géneros Pythium,
Phytophthora, Rhizoctonia, Colletotrichum, Alternaria, Fusarium y Pseudoperonospora
(Almandoz et al., 2016; Ramezani et al., 2017). Estas enfermedades representan una
limitante importante para la productividad, particularmente en sistemas de produccion
protegida, donde las condiciones ambientales favorecen su desarrollo (Alhasnawi et al.,
2020). El mildiu, causado por Pseudoperonospora cubensis (Peronosporales:
Peronosporaceae), es una de las enfermedades foliares mas destructivas del cultivo de
pepino. El patdégeno infecta cotiledones y hojas verdaderas, provocando clorosis, necrosis
y defoliacion prematura, lo que reduce el area fotosintética y afecta directamente el
rendimiento (Cohen et al., 2015; Salcedo et al., 2020; Sun et al., 2022). Su desarrollo se ve
favorecido por condiciones de alta humedad relativa (> 85 %) y temperaturas moderadas
(15-22 °C), comunes durante el periodo de lluvias en diversas regiones productoras de
México como Sinaloa, Sonora y Nayarit (Cristobal et al., 2006; Ruiz et al., 2008;
Pouzeshimiyab y Fani, 2020). Ademas, se ha demostrado la capacidad del patdgeno para
transmitirse a través de semillas y frutos, lo que incrementa el riesgo de dispersion y
establecimiento en nuevas areas de produccion (Cohen et al., 2014; Cohen et al., 2019;
Félix-Gastélum et al., 2023; Hammer et al., 2025).

El manejo eficaz del mildiu de las cucurbitaceas requiere una adecuada comprension
de su dinamica epidémica, para lo cual es indispensable el monitoreo sistematico de
parametros como la incidencia y severidad de la enfermedad. En particular, la
cuantificacion de la severidad permite estimar el grado de dafio ocasionado por el patégeno
y evaluar la efectividad de las estrategias de manejo implementadas (Nutter et al., 1991;
Silva et al., 2016).

La patometria, como disciplina de la Fitopatologia, se encarga de la estimacion
cuantitativa y cualitativa de las enfermedades en condiciones de campo (Vivas et al., 2012).
En este contexto, las escalas diagramaticas constituyen una herramienta fundamental para
la evaluacion visual de la severidad (Bock et al., 2010), ya que permiten estandarizar las
estimaciones entre evaluadores y reducir la subjetividad inherente a este tipo de mediciones
(Meirelles y Cardoso, 2012; Alves et al., 2015; Bock et al., 2016). El desarrollo de escalas
diagramaticas confiables se ha visto favorecido por el avance de tecnologias digitales y
sistemas computacionales (Bock et al., 2010; Bock et al., 2021), lo que ha permitido
mejorar la precision y exactitud de las evaluaciones de severidad en diversos patosistemas
(Meirelles y Cardoso, 2012; Pereira et al., 2020). No obstante, el uso de estas herramientas
implica un alto grado de responsabilidad metodoldgica, ya que escalas deficientes pueden
generar errores significativos en la toma de decisiones fitosanitarias (Cristiane-Delmadi et
al., 2018; Bock et al., 2020). Por ello, las escalas diagramaticas deben ser sometidas a
procesos de validacion que garanticen su utilidad y reproducibilidad (Capucho et al., 2011;
Del Ponte et al., 2022).

A pesar de la presencia del mildiu en las cucurbitaceas, la evaluacion de la severidad
causada por P. cubensis en el cultivo de pepino continua presentando limitaciones, debido
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a la ausencia de escalas diagramaticas especificas y validadas bajo condiciones
edafoclimaticas locales. En particular, para Morelos, México, no se dispone de
herramientas estandarizadas que permitan cuantificar de manera precisa la severidad de
esta enfermedad foliar. Por lo anterior, el objetivo fue desarrollar y validar una escala
diagramatica para estimar la severidad del mildiu del pepino causado por
Pseudoperonospora cubensis.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Sitio de estudio y material vegetal. Se colectaron 150 hojas de pepino con distintos
niveles de severidad de mildiu durante los meses de septiembre y octubre del 2019. El
muestreo se realizd en plantaciones comerciales de pepino (var. Naolin) establecidas a
campo abierto en dos localidades de Morelos que fueron Los Girasoles, municipio de
Cuautla (18°50'58.7" N, 98°55'31.1" O; 1,397 m.s.n.m.) y Nacatongo, municipio de
Tlayacapan (18°56221.4" N, 98°58'39.3" O; 1,543 m.s.n.m.). Las hojas fueron
seleccionadas de manera que representaran un amplio rango de severidad de la enfermedad
y se utilizaron para el disefio y construccion de la escala diagramatica.

Adquisicion y analisis de imagenes. Las 150 hojas seleccionadas fueron fotografiadas
individualmente por el haz, utilizando la cAmara de un teléfono celular Huawei Mate® 20
Pro (40 megapixeles). Las imagenes se capturaron bajo condiciones controladas, con fondo
de tela azul, a una distancia fija de 30 cm entre la cdmara y la hoja, montado sobre un tripié
a una altura de 50 cm, siguiendo lo propuesto por Del Ponte et al. (2017). El porcentaje de
area foliar afectada se determin6 mediante un analisis digital de imagenes utilizando el
software Asses® v2.0 (The American Phytopathological Society, St. Paul, MN, USA). Se
empled el modelo automatico de color basado en intensidad, saturacion y tono (HSI, por
sus siglas en inglés) para delimitar el area total de la hoja y el area sintomatica, a partir de
lo cual el programa calcul6 el porcentaje de severidad para cada imagen (Del Ponte ef al.,
2017).

Determinacion de clases y disefio de la escala diagramatica. El nimero de clases de la
escala diagramadtica se establecid de acuerdo con los criterios sugeridos por Del Ponte et
al. (2017), considerando un minimo de seis y un maximo de 10 clases, con intervalos de
severidad no mayores a 15 % y distribuidos de manera aproximadamente lineal, tomando
como referencia el nivel maximo de severidad observado en campo. Los valores minimo y
maximo de severidad registrados durante el muestreo se utilizaron como limites inferior y
superior de la escala. A partir de estos valores se definieron seis clases intermedias, con
intervalos de severidad que variaron entre 2 y 8 %. Los diagramas correspondientes a cada
clase se disefiaron de forma realista, utilizando un esquema base de una hoja de pepino.
Las lesiones se incorporaron manualmente, respetando la forma, tamafio y patron de
distribucion observados en hojas reales, hasta alcanzar el valor de severidad definido para
cada clase (Del Ponte ef al., 2017).

Validacion de la escala diagramatica. Para validar la escala, se utilizaron 50 imagenes de
hojas enfermas, cuya severidad real (2 a 47 %) habia sido previamente determinada
mediante analisis de imagenes, pero desconocida para los evaluadores. Las imagenes se
proyectaron en diapositivas individuales en PowerPoint, en una secuencia aleatoria, con un
tiempo de exposicion de 30 s por imagen. Se seleccionaron 20 evaluadores sin experiencia
previa en la estimacion de la severidad de enfermedades y, antes de iniciar las evaluaciones,
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se proporcionaron instrucciones a los participantes para el reconocimiento de los sintomas
de la enfermedad y el procedimiento de evaluacion de severidad. Cada evaluador asigné
un valor de severidad expresado en porcentaje (0-100 %).

La validacion se realizd en tres evaluaciones consecutivas. En la primera, los
participantes estimaron la severidad de las 50 imagenes sin la ayuda (SA) de la escala
diagramatica, registrando sus valores en una hoja numerada del uno al 50. Quince dias
después, se efectud una segunda evaluacion, en la cual los participantes estimaron la
severidad de las mismas imagenes, esta vez con ayuda (CA1) de la escala diagramatica
desarrollada. Posteriormente, tras un intervalo adicional de dos semanas, se realizd una
tercera evaluacion, también con la ayuda (CA2) de la escala. Las condiciones de proyeccion
y evaluacion fueron las mismas en las tres evaluaciones, con el fin de minimizar posibles
efectos de distraccion o sesgo. En todas las evaluaciones participaron los mismos 20
evaluadores. Los datos obtenidos se organizaron en una base de datos en Microsoft Office
Excel 2016 para su analisis estadistico (Del Ponte et al., 2017).

Analisis estadisticos. Para evaluar el efecto del uso de la escala diagramatica sobre la
precision y exactitud de las estimaciones de severidad, se calculd para cada evaluador el
coeficiente de correlacion de concordancia de Lin (p.) (Lin, 1989). Este coeficiente
proporciona una media general de concordancia o exactitud, considerando tanto la
precision (coeficiente de correlacion de Pearson, ) como el pardmetro de sesgo
generalizado (Cy), un coeficiente calculado a partir del sesgo sistematico (v) y el sesgo
constante (1) (Madden et al., 2007). Se utilizé un modelo lineal generalizado para probar
la hipotesis de que las medias de los coeficientes de concordancia no diferian
significativamente entre las tres evaluaciones secuenciales. La significancia de los efectos
fijos se evaludé mediante una prueba de Barttlet, con un nivel de significancia de o = 0.05
(P > %?). Adicionalmente, la reproducibilidad entre evaluadores se determind mediante el
coeficiente de determinacion (R?), de acuerdo con Nutter y Schultz (1995). Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software R (R Core Team, 2016) y SAS 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

Determinacion de la severidad y definicion de clases de la escala diagramatica. Los
valores reales de severidad del mildiu causados por Pseudoperonospora cubensis en hojas
de pepino, determinados mediante analisis digital de imagen, variaron entre 2 y 47 %,
correspondientes a los niveles minimo y méaximo de dafio foliar observados durante el
muestreo en campo. Con base en este intervalo, se definieron ocho clases de severidad,
representadas por los siguientes porcentajes: 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 47 %. Cada clase fue
ilustrada mediante un diagrama que representa visualmente el patron y distribucion del
dafio foliar caracteristico de cada nivel de severidad. Los diagramas finales de la escala se
presentan en blanco (Figura 1).
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Figura 1. Escala disefiada para la severidad del mildiu por Pseudoperonospora cubensis en hojas de pepino. Los numeros en los
diagramas representan el porcentaje (%) del area de la hoja con sintomas necroticos de la enfermedad.
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Relacion entre la severidad real y severidad evaluada. Las estimaciones de severidad
obtenidas durante las evaluaciones realizadas, con el uso de la escala diagramatica,
mostraron una mayor concordancia con los valores reales de severidad determinados
mediante analisis digital de imagenes, en comparacion con las evaluaciones realizadas sin
el uso de la escala. Esta relacion se observa en los diagramas de dispersion que comparan
la severidad estimada frente a la severidad real para cada evaluacion (Figura 2).
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Figura 2. Relacion entre la severidad real y severidad estimada del mildiu (Pseudoperonospora cubensis) por 20 evaluadores sin
experiencia, a partir de un conjunto de 50 hojas evaluadas (n=1 000). La primera evaluacion se realiz6 sin ayuda de la
escala diagramatica (SA), seguida de dos evaluaciones adicionales realizadas a las dos (CA1) y cuatro semanas (CA2)

posteriores, utilizando una escala diagramatica que representa niveles de severidad de 2 a 47 % del area foliar afectada.

La linea discontinua indica la linea de concordancia (y = x).
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Cuando la severidad fue evaluada sin ayuda de la escala diagramatica, se registrd
una alta dispersion de los datos, reflejada en un bajo coeficiente de determinacion
(R’=0.13), lo que indica una baja precision en la estimacion visual de la severidad. En
contraste, al emplear la escala diagramatica disefiada (intervalo de 2 a 47 % de area
afectada), las estimaciones de severidad mostraron una relacion estrecha y consistente con
los valores reales tanto en la evaluacion realizada dos semanas después de la primera
evaluacion (CAl; R’= 0.93), asi como en la realizada cuatro semanas después (CA2;
R’=0.94). Estos resultados evidencian que el uso de la escala diagramatica incrementa de
manera significativa la precision y confiabilidad de las evaluaciones de severidad del
mildiu, reduciendo la subjetividad asociada a la estimacion visual. La mejora observada
coincide con lo reportado en estudios previos, donde el uso de escalas diagramaticas
validadas permite una evaluacion de enfermedades foliares mas objetiva y reproducible
(Mora-Aguilera, 2013; Flores-Sanchez et al., 2025).

Sesgo sistematico (v) Sesgo constante () Sesgo generalizado (C,)

; @ T 2 —— —— _
I u_) | ! i
™ © :
(=] 1
o | i
o™ 1
wn (o]
i ©
a
1 i T
! [Ts] | o
| o 7 !
e o | | .
—_— e | —— S 7 —
T T T
CA1 CA2 SA CA1 CA2 SA CA1 CA2 SA
Correlacion de Pearson (7) Correlacion de concordancia de Lin (pc)
o o _
e = —_— i —
— T i T
g B Co) o | o
ot
(=} [(s]
= @ _ (=T
> (o]
=~ —
e — o _—
= H 1
o 7 i
~ !
T o
o~ i
o 7 i :
L o | -
T T T (=] T T T
CA1 CAZ SA CA1 CA2 SA

Figura 3. Distribucion, media y desviacion estandar de los estadisticos del analisis de concordancia de Lin utilizados para

evaluar la exactitud (sesgo sistematico y constante), la precision
concordancia general (coeficiente de concordancia de Lin, pc)

(Pseudoperonospora cubensis) realizadas por 20 evaluadores sin
primera evaluacion se realizd sin ayuda de la escala (SA), seguida de dos evaluaciones con la ayuda de la escala
realizadas a las dos (CA1) y cuatro semanas (CA2) posteriores a la evaluacion inicial.

(coeficiente de correlacion de Pearson, r) y la
de las estimaciones de severidad del mildiu
experiencia en tres evaluaciones sucesivas. La

Exactitud, precision y concordancia de las estimaciones de severidad. Las
comparaciones de exactitud entre evaluadores, analizadas a través de los pardmetros de
sesgo sistematico (v) y sesgo constante (W), mostraron una amplia variacion en las
estimaciones de severidad durante la evaluacion sin el uso de la escala diagramatica. No
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obstante, esta variabilidad disminuy6 de manera progresiva durante la segunda y tercera
sesion de evaluacion, cuando los evaluadores utilizaron la escala disefiada, tendiendo a
valores cercanos a los de referencia, es decir, ausencia de sesgo sistematico (v = 1) y de
sesgo constante (u = 0) (Figura 3).

Desde el punto de vista estadistico, tanto el sesgo constante () como el sesgo
sistematico (v) registrados en las dos evaluaciones realizadas con ayuda de la escala
diagramatica, difirieron significativamente de los obtenidos en la evaluacién inicial sin
ayuda, lo cual se atribuye a la baja precision observada en esta ultima (C, = 0.35) (Figura
3). En contraste, la precision de las estimaciones mejoré de manera notable cuando se
utiliz6 la escala diagramatica, alcanzando coeficientes de correlacion elevados en ambas
evaluaciones con ayuda de la escala diagramatica (» > 0.9), en comparacion con la
evaluacion sin escala (= 0.35).

Como consecuencia directa de esta mejora en la precision, la concordancia general
entre las estimaciones y los valores reales de severidad, expresada mediante el coeficiente
de concordancia de Lin (p.), se incrementd significativamente durante las evaluaciones
realizadas con ayuda de la escala diagramatica. En particular, se registraron valores de p.
superiores a 0.9 tanto en CAl como en CA2, en contraste con la sesion inicial SA
(Cuadro 1). Estos resultados demuestran que la estimacion visual de la severidad del mildiu
en pepino es considerablemente mas precisa, exacta y concordante cuando se emplea la
escala diagramatica disefiada en este estudio, confirmando su utilidad como herramienta
fitopatologica similar con otros estudios (Leiva et al., 2010; Savory et al., 2011; Zavala 'y
Cristobal, 2012; Mora-Aguilera, 2013; Belan et al., 2014; Correia et al., 2017; Acco et al.,
2020; Flores-Sanchez et al., 2025).

Cuadro 1. Analisis del modelo lineal generalizado y separacion de medias de los estadisticos del analisis de
concordancia de Lin utilizados para evaluar la exactitud (sesgo sistematico y constante), precision
(coeficiente de correlacion de Pearson, ) y concordancia general (coeficiente de concordancia de
Lin, p.) de las estimaciones porcentuales de la severidad del milditi (Pseudoperonospora cubensis)
en pepino, realizadas por 20 evaluadores sin experiencia en tres evaluaciones sucesivas: sin ayuda
de la escala diagramatica (SA) y con ayuda de la escala a las dos (CA1) y cuatro semanas (CA2)
posteriores a la evaluacion inicial.

Evaluacién o® us Cyl r P!
SA 1.57 a* 2.40 a 0.46 b 0.34b 0.15b
CAl -0.13b 1.04 b 099 a 091a 090 a
CA2 -0.09b 1.02b 0.99 a 0.93 a 093 a

2°¢ (P-value) 165.40 (<0.0001) 132.90 (<0.0001) 224.80 (<0.0001) 25.61 (<0.0001) 29.82 (<0.0001)

"Medias seguidas de la misma letra dentro de una columna no difieren significativamente entre si (Tukey, o
=0.05). PSesgo sistematico (v; v = 1 indica ausencia de sesgo con respecto a la linea de concordancia). “Sesgo
constante (4; u = 0 indica ausencia de sesgo con respecto a la linea de concordancia). “Sesgo generalizado
(Cp), que mide el grado de desviacion de la linea de mejor ajuste con respecto a la linea de concordancia
(Madden et al., 2007). “Coeficiente de correlacion de Pearson (r), utilizado como medida de precision.
ICoeficiente de concordancia de Lin (pc), que integra las medidas de precision () y sesgo generalizado (Cp)
para evaluar la exactitud. 8Valor de ji-cuadrada (y?) de la prueba de Barttlet y su probabilidad asociada (P <
0.05).

Al analizar la confiabilidad entre evaluadores, se observo una mejora significativa
en las estimaciones de severidad de P. cubensis en pepino cuando se utilizd la escala
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diagramatica, en comparacion con la evaluacion realizada sin ayuda de la escala. Esta
tendencia se refleja en el Cuadro 2, donde la media del coeficiente de determinacion (R?)
mostro diferencias estadisticas claras entre las evaluaciones. En la primera evaluacion sin
ayuda de la escala (SA), el valor de R’ fue de 0.12, lo que indica una baja confiabilidad
entre evaluadores; mientras que en las evaluaciones realizadas a las dos (CAl) y cuatro
semanas (CA2) posteriores, con la ayuda de la escala diagramatica, los valores de R’ se
incrementaron a 0.83 y 0.87, respectivamente, evidenciando un mayor grado de
consistencia y reproducibilidad en las estimaciones.

La validacion de una escala diagramatica es un paso fundamental para garantizar su
aplicabilidad en evaluaciones de campo, particularmente cuando participan multiples
evaluadores con distintos niveles de experiencia (Lenz et al., 2010). En este contexto, los
resultados obtenidos demuestran estadisticamente que la escala diagramatica disefiada en
este estudio es confiable para evaluar la severidad de P. cubensis en pepino,
constituyéndose en una herramienta practica y robusta para investigadores, técnicos y
productores que requieren estimaciones precisas de la enfermedad en el cultivo.

Cuadro 2. Medidas de confiabilidad entre evaluadores de las estimaciones de severidad del mildiu
(Pseudoperonospora cubensis) realizadas por 20 evaluadores sin experiencia en tres evaluaciones
sucesivas: sin ayuda de la escala diagramatica (SA) y con ayuda de la escala a las dos (CAl) y
cuatro semanas (CA2) posteriores a la evaluacion inicial.

Evaluacion R*® 95 % CI* P-value
SA 0.120 b* (0.01) 0.09-0.14 <.0001
CAl 0.834 2 (0.02) 0.79-0.86 <.0001
CA2 0.872 a(0.01) 0.85-0.89 <.0001

*Medias seguidas de la misma letra dentro de una columna no difieren significativamente entre si (Tukey, o
=0.05). "Medias (£ error estandar) de todas las comparaciones por pares entre evaluadores, calculadas a partir
del coeficiente de determinacion (R?) de la relacion entre dos evaluadores (Lin, 1989). Los valores medios se
compararon entre evaluaciones mediante una prueba de ¢ apareada. ‘Intervalo de confianza correspondiente
a cada evaluacion.

Resultados similares han sido reportados en otros patosistemas. Ortega-Acosta et al.
(2016), al evaluar la severidad del manchado de hojas y célices por Corynespora cassiicola
en jamaica (Hibiscus sabdariffa), observaron que el uso de una escala diagramatica mejoro
notablemente la exactitud de las estimaciones, destacando que los mayores errores
absolutos y la tendencia a la sobreestimacion ocurrieron cuando las evaluaciones se
realizaron sin apoyo de la escala. De manera congruente, Lima et al. (2017) demostraron
que el empleo de una escala diagramatica increment6 la confiabilidad en la evaluacion de
la cenicilla de la castaia (4dnacardium occidentale) causada por el hongo Pseudoidium
anacardii, incluso cuando participaron evaluadores con y sin experiencia, quienes
alcanzaron coeficientes de determinacion de 0.94 y 0.91, respectivamente.

Estos antecedentes concuerdan plenamente con los resultados del presente estudio,
en el que se obtuvieron coeficientes de determinacion elevados (0.83 y 0.87) al
implementar la escala diagramatica en las dos evaluaciones (CA1 y CA2), en contraste con
el valor relativamente bajo registrado en la evaluacion sin escala (0.12). En conjunto estos
hallazgos, confirman que el uso de escalas diagramaticas reduce la variabilidad entre
evaluadores y mejora sustancialmente la confiabilidad de las estimaciones visuales de
severidad en enfermedades foliares.
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CONCLUSIONES

La escala diagramatica diseiada y validada para evaluar la severidad del mildiu en
pepino, permitié obtener estimaciones de severidad significativamente mas precisas,
exactas y concordantes. La escala se recomienda usarla para evaluar la severidad en otros
trabajos de investigacion, particularmente en escenarios donde participan multiples
evaluadores, ya que reduce la variabilidad entre observaciones y mejora sustancialmente la
exactitud y precision de las estimaciones visuales.
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