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PATOLOGIA

Susceptibilidad a Plasmopara viticola (Berk. & Curt.) Berl. & de
Toni, en diferentes variedades de vid (Vitis vinifera L.)

S. B0so, J. L. SANTIAGO, V. ALONSO-VILLAVERDE, P. GAGO, M. C. MARTINEZ, H-H. KASSEMEYER

El mildiu es una de las enfermedades de vid mds destructivas a nivel mundial, y estd
causado por el oomycete Plasmopara viticola (Berk. & Curt.) Berl.& de Toni. El obje-
tivo de este trabajo fue estudiar los niveles de susceptibilidad a P. viticola en algunas de
las viniferas mds utilizadas en diferentes vifiedos europeos. Se estudiaron 5 variedades
de Vitis vinifera L. conocidos como altamente susceptibles (cvs. Albarifio, Tempranillo,
Touriga Nacional, Riesling, y Cabernet Sauvignon), y Vitis rupestris, considerada como
altamente resistente. Se inocul6 P. viticola en laboratorio, utilizando dos metodologias
distintas (Técnica del disco de la hoja y plantas).

Los resultados obtenidos permitieron diferenciar tres grupos: uno formado por los
poco susceptibles, en el que se inclufan variedades como Cabernet Sauvignon y Ries-
ling; un segundo grupo formado por los muy susceptibles, en el que se incluian el Alba-
rifio, Touriga Nacional y Tempranillo y un tercer grupo con el genotipo mds resistente
(V. rupestris). Ademads se describe el modo de colonizacién de P. viticola en estas varie-
dades, tanto a nivel espacial como temporal, haciendo un seguimiento mediante micros-
copia de epifluorescencia, del curso de colonizacién del hongo por el meséfilo de la
hoja, desde su penetracion, hasta la formacion de la vesicula subestomadtica y posterior
formaci6n de esporangi6foros.
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INTRODUCCION

El mildiu (P. viticola) es una de las prin-
cipales enfermedades criptogdmicas de la
vid en gran parte de Europa. A consecuencia
de su introduccion en los vinedos a finales
del siglo XIX, se ha ido propagando y cau-
sando serias pérdidas en la calidad y produc-
cién. Su control requiere una elevada inver-
si6n en fungicidas cada afo. Una de las posi-
bles alternativas para aumentar la resistencia
contra P. viticola es la seleccién de varieda-

des o clones que muestren una menor sus-
ceptibilidad.

Dentro del género Vitis la susceptibilidad
a P. viticola varia de unas especies a otras,
entre variedades, y también entre clones de
una misma variedad (L1, 1985; GALET, 1995;
StaupT Yy KASSEMEYER, 1995; B0so et al.,
2006). La mayoria de los cultivares de la
especie V. vinifera son altamente suscepti-
bles, mientras que las especies V. aestivalis ,
V. arizonica, V. berlandieri, V. doniana, V.
palmata y V. rupestris son parcialmente sus-
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ceptibles, y V. candicans, V. cinerea, V. cor-
difolia, V. monticola, V. riparia, V. rotundifo-
lia y V. titania son altamente resistentes.

La interacion planta-patégeno ha sido
estudiada hasta el momento por diferentes
autores (STauDT y KASSEMEYER, 1995;
BROWN et al., 1999 a, b; KORTEKAMP et al.,
1998; KORTEKAMP y ZYPRIAN, 2003), pero
comparando diferentes especies de Vitis o
éstas con alguna variedad de V. vinifera
como, por ejemplo, la variedad Miiller-Thur-
gau con V. riparia o con hibridos (vinife-
ra*americana). En todos estos trabajos se
profundiza en determinados aspectos como
la morfologia y desarrollo del hongo, la
duracién del periodo de incubacion y la
influencia de la temperatura, de la humedad
relativa, o de la humedad sobre la hoja en el
proceso de infeccion, enquistamiento de las
zoosporas y periodo de esporulacion (KIEFER
et al. 2002, RIEMANN et al. 2002, RUMBOLZ
et al.2002). Sin embargo, son pocos los tra-
bajos que existen comparando variedades de
V. vinifera.

El objetivo de este trabajo fue comprobar
los niveles de susceptibilidad a P. viticola en
algunas de las viniferas mads utilizadas en
diferentes paises europeos.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal.

Se estudi6 un clon de cada una de las 5
variedades de V. vinifera conocidas como
altamente susceptibles: Albarifio (Clon 1),
Tempranillo, Touriga Nacional, Riesling y
Cabernet Sauvignon, y se utilizé como testi-
go la especie V. rupestris (cv. du Lot), consi-
derada como altamente resistente.

En el mes de enero, una vez agostada la
planta, de cada una de las variedades, se
recogieron estaquillas con 2-3 yemas. Se
procedi6 a su desinfeccion con 3 g/l de Cap-
tosan (Captan 40% + Carbendazima 8% P/P)
y se parafinaron con una mezcla de cera-
parafina (2:1). A continuacion se conserva-
ron durante unas semanas en camara fria, ya
que esto favorece después la brotacion. Pos-
teriormente, se seleccionaron 60 de estas

estaquillas por variedad, y se pusieron a bro-
tar en invernadero, en condiciones controla-
das de temperatura y humedad (16 h de foto-
periodo, 25°C y 80-90% de humedad).

Extraccion, propagacion y conserva-
cion del in6culo.

P. viticola se aisl6 en los meses de octu-
bre-noviembre de hojas y sarmientos a partir
de infecciones naturales del vifiedo de la
Misién Bioldgica de Galicia (CSIC), y se
mantuvo en plantas susceptibles de V. vinife-
ra cv. Albarino en el invernadero. Durante
estos meses se indujo la produccion de una
cantidad apropiada de inéculo en una cama-
ra climdtica con atomizador para inducir la
esporulacion.

Metodologia para las Inoculaciones
dirigidas.

Se llevé a cabo mediante dos métodos:
Técnica del disco de hoja y planta entera. La
metodologia utilizada para la Técnica del
disco de hoja fue la propuesta por STAUDT y
KASSEMEYER (1995) y por RUMBOLZ et al.
(2002). Cuando el pampano tiene entre 20-
30 cm, se seleccionaron 5 hojas (5" y 6 con-
tando a partir del dpice) de cada uno de las
variedades a estudiar y otras 5 hojas de la
especie testigo (V. rupestris). Todas las hojas
se esterilizaron con etanol al 75% y después
se hicieron tres lavados con agua destilada. A
continuacion se secaron con papel secante, y
se cortaron 50 discos con un sacabocados
(16 mm de diametro). Posteriormente, se
colocaron con el envés hacia arriba en placas
de petri con una base de agar (0,8%). Cada
uno de los discos se inoculé con P. viticola
(50 wl de una suspension de esporangios a
una concentracién de 25.000 esporangios
ml-1), el periodo de incubacién fue de cinco
dias a 25°C y con una humedad relativa
superior al 95%, con 16 horas de luz blanca
y 8 horas de oscuridad. Se repiti6 el experi-
mento tres veces para cada una de las varie-
dades. Al 5° dia se observaron y evaluaron
los sintomas de la infeccién, midiendo la
incidencia de esporulacién (IE: porcentaje
de discos con esporulacién) y necrosis (IN:
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porcentaje de discos con necrosis), asi como
la densidad de esporulacion (DE), mediante
una escala visual (0%: densidad de esporula-
cion nula o muy baja; 25%: baja; 50%:
media; 75%: alta; 100%: muy alta). También
se realizaron fotografias de cada disco, en las
que posteriormente, mediante un analizador
de imagenes, se midié la severidad de espo-
rulacion (SE: porcentaje del drea de los dis-
cos con sintomas de esporulacion) y necrosis
(SN: porcentaje del drea de los discos con
sintomas de necrosis), segtin el método pro-
puesto por Boso et al. (2005).

Se siguié ademads la evolucion del desa-
rrollo del hongo en los discos mediante un
microscopio de fluorescencia, durante los
cinco dias que permanecieron en incubacion.
Para ello, a las 24, 48, 72 y 96 hpi (horas
postinoculacién), se introducian tres discos
para cada una de las variedades y repeticién
(3x6x3) en 30 ml de KOH 1M durante 3 0 4
dias, y posteriormente se sometian a tincion
(0,05% tinta china y 67mM K,HPO, pH
9.8), para hacer el seguimiento de la fase
asexual del hongo (UNGER et al., 2007). Se
midieron, en los diferentes tiempos y en cada
uno de los discos, los siguientes parametros:
frecuencia de vesiculas subestomaticas (%),
frecuencia de hifas (%), porcentaje de esto-
mas infectados, frecuencia de haustorios (%)
y longitud de las hifas.

Técnica de la planta.

Se utilizé la metodologia propuesta por
Boso et al. (2006). Cada una de las varieda-
des a estudiar (5 plantas por variedad) y la
especie testigo (V. rupestris), se pulverizaron
con una suspensioén de esporangios (25.000
esporangios ml-!). Posteriormente se cubrie-
ron las plantas con un saco de polietileno
himedo, dejdndolo actuar toda la noche a
25°C. Al dia siguiente, se retir6 el saco de
plastico, y se mantuvieron las plantas en el
invernadero durante 5-6 dias. Las plantas
inoculadas fueron cultivadas en una cdmara
climdtica bajo condiciones de dia largo (luz
blanca 300 gmol m-2 s-! 16 h, oscuridad 8 h),
25°C y humedad relativa superior al 95%. Al
cabo de este tiempo se observé la incidencia

de esporulacién, necrosis y de clorosis (por-
centaje de hojas con esporulacién, necrosis o
manchas de aceite respectivamente), severi-
dad de esporulacién, necrosis y clorosis
(porcentaje del area de los discos con sinto-
mas de esporulacién, necrosis y clorosis res-
pectivamente), y la densidad de esporulacién
(medida igual que en la técnica del disco). Se
repiti6 el experimento tres veces para cada
uno de las variedades.

Analisis Estadisticos.

Cada uno de los pardmetros evaluados se
sometio a un analisis de varianza (ANOVA),
para comprobar si habia diferencia significa-
tivas, al 5, 1 y 0,1 %, entre variedades. Se
realizo6 la prueba F de significacién contras-
tando cada factor fijo frente a su error. Todos
los pardmetros que en el andlisis de varianza
mostraron una F significativa se sometieron
a una comparacion de medias, mediante la
prueba de la Minima Diferencia Significati-
va (MDS) protegida de Fisher. Ademads se
realizé un Andlisis en Componentes Princi-
pales para poder visualizar de una forma
clara el nivel de resistencia o susceptibilidad
a mildiu, con todos los pardmetros en con-
junto. Ambos andlisis estadisticos se realiza-
ron con el paquete estadistico SAS System
v8.1 (SAS, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias significativas
para todos los pardmetros al comparar las
variedades susceptibles con la resistente y
las variedades susceptibles entre si. Tanto
para la técnica del disco de hoja como para
la de la planta (Cuadrol), se observé que
dentro de los cultivares de V. vinifera que
diferentes autores (L1, 1985; MELUC, 1991),
consideraban como altamente susceptibles,
existia una cierta variabilidad, pudiendo
diferenciarse claramente dos grupos: uno
formado por el menos susceptible, en el que
se incluia el Cabernet Sauvignon que pre-
sentaba la menor Severidad (disco: 18,31) y
baja densidad de esporulacién (disco:
37,50). Un segundo grupo formado por los
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Cuadro 1. Valores medios para cada una de las variedades estudiadas, mediante las diferentes técnicas
empleadas (Técnica de los discos de hoja y Técnica de la planta).

Variedades Técnica disco de hoja (n=300) Técnica de la planta (n=15)

IE(%) IN(%) SE(%) DE(%) IE(%) IN(%) SE(%) SN(%) SA(%) IA(%) DE (%)
Albariiio 10000A 000A 4851A 10000A 9633A 1300B 10000A S5.13B 8340A 9166A 9133A
Tempranillo 10000A 000A 4827A 7500B 83.57B 1500B 10000A S5.13B 7766B 7500B 82.66B
Touriga Nacional 10000A 000A 3545B 10000A 7555B 1300B 8333B 500B 5833C 6500B 56.73D
Riesling 10000A 000A 30.15B 6666C 5859C 500C 5000C 166C 5000D 3889C 6394C
Cabernet Sauvignon  10000A 000A 1831C 3750D 4373D 053D 2500D 0.0D 1533E 1000D 4603E
Vitis rupestris 1800B 8200B 930D 353E 000E 7040A 000E 3033A 000F 000E 000F

Interaccion variedad*muestreo no significativa; Las medias seguidas por la misma letra, para cada colunma y cada caréc-
ter, no difieren significativamente al 5 %. IE: incidencia esporulacion; IN: incidencia necrosis; IA: incidencia clorosis
(manchas de aceite); SE: severidad esporulacién; SN: severidad necrosis; SA: severidad clorosis (manchas de aceite):

DE: densidad esporulacién.

mads susceptibles, entre los que destacaron el
Albarifio y las variedades Touriga Nacional
y Tempranillo, que presentaron los valores
mas elevados (Figura 1, 2, 3).

En un tercer grupo se situd V. rupestris, que
se diferencié significativamente del resto
(Figuras 1, 2,3 y 4). Esta variedad present6 un
porcentaje de necrosis muy elevado con ambas
técnicas y esporulacién nula en la técnica de la
planta y muy baja (18%) en el caso de los dis-
cos de hoja. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por otros autores (WIEDEMANN-
MERDINOGLU et al., 2006; UNGER et al. 2007).
Este retraso en el crecimiento de las hifas y

ausencia de esporulacién, puede ser atribuido
a que aunque probablemente las células del
huésped responden a la invasion del patégeno
en ambos casos, la respuesta es mds reducida
en los discos, ya que no existe una conexion
entre todos los mecanismos de defensa, como
ocurre en el caso de la planta entera. A esto
también se puede sumar el hecho de que en los
discos de la hoja hay una disminucién de la
actividad metabdlica. La presencia de necrosis
en V. rupestris es algo ya demostrado por dis-
tintos autores (DAI et al., 1995; BUSAM et al.,
1997; KORTEKAMP et al., 1998; BROWN et al.,
1999 a, b; Dick, 2002; RUMBOLZ et al., 2002;

Cuadro 2. Valores medios de algunos parametros evaluados en el proceso de infeccion y desarrollo del hongo en
los discos mediante microscopio de fluorescencia. Observaciones a las 24 horas postinoculacion (hpi) en todos
los genotipos estudiados y a las 48hpi en el genotipo resistente.

24hpi
Variedades % estomas Frecuencia Longitud Freucencia de
infectados de hifas (%) de hifas (zm) haustorios (%)
Albarino 5129A 64.85 A 155.04 A 5.64 A
Tempranillo 4287B 5942 AB 13542 B 551A
Touriga Nacional 3205C 4830 C 60.38 D 393B
Riesling 28.75C 55.21 BC 88.88 C 3.88B
Cabernet Sauvignon 20.06 D 2946 D 64.39D 248 C
Vitis rupestris 1274 E 9.16 E 4131 E 0.77D
48hpi
Vitis rupestris 10.78 14.00 238.05 1443

Interaccion variedad*muestreo no significativa; Las medias seguidas por la misma letra, para cada colunma y cada

cardcter, no difieren significativamente.
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KORTEKAMP y ZYPRIAN, 2003; Boso et al.;
2006), y parece deberse a la respuesta de
hipersensiblidad que tiene lugar en las hojas
de variedades resistentes. Esta respuesta esta
relacionada con la muerte programada de las
células del huésped alrededor del lugar en el
que se produjo la infeccién, y también con la
liberacion de diferentes tipos de oxigeno reac-
tivo (RASKIN, 1992; KORTEKAMP y ZYPRIAN,
2003). Otros autores como Langcake y
LoveLL (1980) y BARLASS et al. (1987) sena-
lan que esta reaccion también estd asociada a
la produccién de fitoalexinas (precursores del
resveratrol), y que las células necréticas son el
resultado de altas concentraciones de com-
puestos fitotoxicos. Los mismos autores han
observado el mismo comportamiento en hojas
infectadas por otros hongos, como Botrytis
cinerea. En el caso de los cultivares suscepti-
bles, sin embargo, la presencia de bajos por-
centajes de necrosis es debida a la muerte del
tejido celular provocada por el estrés causado
por la invasién del tejido vegetal por parte del
hongo.

Con la ayuda del microscopio de fluores-
cencia se realizé el seguimiento en las dife-
rentes variedades del desarrollo de P. vitico-
la durante su fase asexual (Cuadro 2 y Figu-
ra 3). Se fueron observando los distintos
estadios desde que penetra en el interior de la
célula hasta la produccién de esporangios y
zoosporas (vesicula subestomatica, vesicula
subestomatica con hifa primaria, hifa, mice-
lio, espacio intercostal completamente inva-
dido por el micelio). A las 24 horas postino-
culacion (hpi) ya se pudieron ver diferencias
significativas entre las distintas variedades.
Asi, para algunos pardmetros como longitud
de las hifas se observaron oscilaciones entre
155,04 ym-60,38 ym. Las variedades Albari-
fo, Tempranillo, Touriga Nacional y Ries-
ling se caracterizaron por tener un mayor
porcentaje de estomas infectados y en gene-
ral el desarrollo del hongo parecia mas avan-
zado que en el resto, presentando ya un
mayor numero de hifas, mayor longitud de
éstas y con un gran nimero de haustorios.
Fue curioso el comportamiento de Touriga
Nacional que a pesar de estar entre las mas

afectadas presentaba las hifas de menor
tamaifio y con bajo niimero de haustorios. Por
el contrario, en la variedad menos suscepti-
ble (Cabernet Sauvignon) el proceso de
infeccion y formacion de hifas fue mas lento.
Esto puede ser debido a que el mecanismo
de resistencia no se desencadene en el
momento de la penetracién sino que sea pos-
terior. Es decir, que podria no existir ningin
mecanismo que obstaculice directamente la
entrada del hongo, o que retrase el proceso
de infeccion. Este aspecto tendrd que ser
verificado en el futuro.

Al comparar las variedades susceptibles
con V. rupestris se observaron siempre, para
todos los parametros, diferencias significati-
vas entre ellos.

A las 48hpi no se pudieron observar dife-
rencias entre la mayoria de las viniferas ya
que el micelio ocupaba completamente los
espacios intercelulares. En Cabernet Sauvig-
non se pudo observar un micelio menos
denso y menos desarrollado que en el resto.
A las 72-96hpi, todas las variedades de Vitis
vinifera ya presentaban esporulacién con
esporangiéforos y esporangios. En la mayo-
ria de los casos los esporangios ya estaban
libres, no pudiendo observarse tampoco dife-
rencias entre ellos. En el caso de Albarifio o
Touriga Nacional, la presencia de pelos tum-
bados en el envés de la hoja dificultaba toda-
via mds su observacion.

V. rupestris, se caracterizé por tener pocas
infecciones y pocas hifas, aunque éstas eran
de gran longitud. A las 48 hpi se observaron
todavia muchas vesiculas subestomaticas
con hifas primarias y se podia observar la
presencia de una baja frecuencia de hifas, de
formacién muy lenta y de muy pequeio
tamano. Esta situacion continué mds o
menos igual después de 96hpi, al cabo de las
cuales se observaban todavia infecciones que
no habian evolucionado, y también hifas de
formaciéon muy lenta. A veces incluso se
podian ver hifas exteriores como consecuen-
cia del estrés de la planta. La parada en el
desarrollo del hongo que se habia observado
a simple vista en los discos de la hoja y en la
planta, se comprueba ahora, a través del
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microscopio que se debe a que en las varie-
dades resistentes se interrumpe el ciclo de
vida de P. viticola, como consecuencia de la
rdpida respuesta de defensa de la planta
(aumento en la sintesis de fitoalexinas, pro-

cesos de lignificacion, formacion de calosa,
polimeros de glucosa con enlaces glucosidi-
cos B-13 etc. ).

Para intentar resumir el comportamiento de
los genotipos estudiados, se realiz6 un ACP

Figura 2. Observaciones de los diferentes niveles de susceptibilidad a P. viticola en los genotipos susceptibles y
resistentes mediante las técnicas de la planta y de los discos. A1-A2: Hojas de la variedad Tempranillo altamente
susceptible. A3-A4: Hojas de la variedad testigo resistente (Vitis rupestris). A5-A6: Detalle de esporulacién en discos
de las variedades mds susceptibles (Albarino y Tempranillo).
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Figura 3. Seguimiento mediante microscopio de fluorescencia del desarrollo de P. viticola durante su fase asexual en
las diferentes variedades de vid. A1-A3: Detalle del desarrollo de P. viticola a las 24, 48 y 72 horas postinoculacién
(hpi) en un genotipo susceptible (cv. Tempranillo). B1-B3: Desarrollo de P. viticola a las 24, 48 y 72 horas
postinoculacion (hpi) en el genotipo resistente (Vitis rupestris). A4 y B4: Visualizacién de esporulacién
(cv. Tempranillo) y de necrosis (Vitis rupestris) respectivamente, mediante microscopio estereoscopico.
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con todos los pardmetros de disco y planta
evaluados. Los resultados mostraron que las
dos primeras componentes acumularon el 91,7
% de la variabilidad total expresada (Prinl:
84.20%, Prin2: 7,50 %). En la Figura 4 se
muestra la distribucién de las variedades en
funcién de las dos primeras componentes. En
Prinl, los pardmetros con mayor peso fueron:
incidencia de esporulacion en planta; densidad
y severidad de esporulacién en planta y disco;
frecuencia de hifas; longitud de hifas. En
Prin2, los pardmetros con mayor peso fueron:
incidencia de necrosis en disco y planta; seve-
ridad de necrosis en planta; incidencia de
esporulacion en disco (existe una correlacion
negativa para este parametro con el resto de
los pardmetros); incidencia y severidad de
manchas de aceite en planta, y por tltimo %

de estomas infectados (Cuadro 3). En el grafi-
co obtenido se pueden diferenciar tres grupos:
uno formado por los poco susceptibles, en el
que se incluian variedades como Cabernet
Sauvignon y Riesling; un segundo grupo for-
mado por los muy susceptibles, en el que se
incluian el Albarifio, Touriga Nacional y Tem-
pranillo y un tercer grupo con el genotipo mds
resistente (V. rupestris). Estos resultados
corroboraron lo observado en la comparacion
de medias.

Se podria concluir diciendo que existe
variabilidad en la susceptibilidad entre dis-
tintas variedades de V. vinifera. Se ha obser-
vado también, en estas variedades, que las
primeras fases de desarrollo del hongo eran
lentas, probablemente debido a la interaccion
del patégeno con el huésped. Posteriormente,

Prin 2 (7,50%)
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2
Albariiio ¢
1.5
¢ Tempranillo
14
& Virupestris ¢ Touriga Nacional
0.5 1
r - T — o .
-8 -6 -4 -2 9 4 6
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Figura 4. Analisis en Componentes Principales para todas las variedades y con todos los pardmetros evaluados.
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la colonizacion por parte del micelio y, a con-
tinuacion, la esporulacion fue mas rdpida,
dependiendo de la susceptibilidad o grado de
resistencia de las distintas variedades. Las
observaciones realizadas al microscopio con-
firmaron las realizadas a simple vista median-
te las técnicas de la hoja y de la planta.
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ABSTRACT

Boso, S., J. L. SANTIAGO, V. ALONSO-VILLAVERDE, P. GAGO, M. C. MARTINEZ, H-
H. KASSEMEYER. 2008. Susceptibility to Plasmopara viticola (Berk. & Curt.) Berl. &
de Toni, in different grapevine cultivars (Vitis vinifera L.). Bol. San. Veg. Plagas, 34:
387-397.

Downy mildew, caused by the obligate oomycete Plasmopara viticola (Berk. & Curt.)
Berl. & de Toni., is one of the most destructive grapevine diseases occurring worldwide.
The aim of the present study was to examine susceptibility to infection by P. viticola in
different grapevine varieties grown in European vineyards.

Five cultivars of V. vinifera L. known to be susceptible (Albarifio, Tempranillo, Touri-
ga Nacional, Riesling and Cabernet Sauvignon), and one Vitis genotypes known to be
resistant (V. rupestris) were examined. Plants were inoculated with P. viticola in the lab-
oratory using the leaf disc and plant techniques.

The obtained results demonstrated, that there were 3 groups: one formed by those lit-
tle susceptible, e.g., cvs. Cabernet Sauvignon and Riesling; and a second group formed
by those very susceptible, cvs. Albarifio, Touriga Nacional and Tempranillo, and a third
group of more resistant genotype (V. rupestris). Furthermore, the course of colonization
of leaf mesophyll by P. viticola was described in these varieties, both spatial and tempo-
rary level, making a monitoring through microscopic epifluorescence, from its penetra-

tion to the formation of the substomatic vesicle, and later formation sporangiophores

Key words: spp Vitis, resistance, disease severity, disease incidence, sporulation.
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