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Resumen. Se estudi6 el patron espacio-temporal del
amarillamiento letal del cocotero, con el fin de proporcionar
bases para sustentar la erradicacion de palmas enfermas. El
analisis de la incidencia visual y severidad de la enfermedad
se realizo en 400 palmas (20 x 20) localizadas en Sisal,
Yucatan, México, de julio de 1999 hasta junio del 2000.
Adicionalmente, se analizaron datos tomados en 1992 de 35
parcelas (cada una con 10 x 10 palmas) ubicadas a lo largo
de un transecto costero de 147 km (Santa Clara-Celestin).
La severidad de la enfermedad se evalu6 mediante los
sintomas visuales de acuerdo a la escala de McCoy, mientras
que el analisis espacio-temporal se realizd6 mensualmente
mediante mapas geoestadisticos interpolativos, e indices de
agregacion (Morisita y Lloyd) previa determinacion del
tamafio 6ptimo de cuadrante con el método de Greig-Smith.
La presencia del fitoplasma y su vector (Myndus crudus) se
confirm6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y por trampeo, respectivamente. Los mapas
geostadisticos mostraron un patron espacial aleatorio cuando
la plantacion tuvo una incidencia menor del 35% y se
formaron agregados cuando la enfermedad alcanz6 una
incidencia mayor que el 35.9%. En contraste, los indices de
agregacion indicaron la presencia de un patron espacial
aleatorio independientemente del porcentaje de incidencia
de la enfermedad. El progreso de la enfermedad tuvo un
comportamiento exponencial y un incremento de incidencia
de 22% en todo el aflo de estudio, con una tasa promedio de
infeccion aparente (r,) de 0.077 unidades log mes ' (r*=0.93).
En las parcelas del transecto costero, los patrones espaciales

de las palmas enfermas variaron, encontrandose agregacion
en 11, uniformidad en 21 y aleatoridad en solamente 3
parcelas. Estos resultados sugieren la erradicacion de palmas
enfermas individuales, siempre y cuando la deteccion se
realice en la fase inicial de la epidemia, y cuando atin no
exista la formacion de agregados.

Palabras clave adicionales: Epidemiologia, fitoplasma,
indices de agregacion, Myndus crudus.

Abstract. A study on temporal-space pattern of coconut lethal
yellowing (LY) was carried out in Sisal, Yucatan, Mexico,
with the objective to provide basis for eradication of diseased
palms. A block of 400 palms (20 x 20) from a plantation of
Cocos nucifera was selected for monthly inspection of disease
incidence and severity of LY from July 1999 through June
2000. In addition, data collected in 1992 from 35 plots (10 x
10 palms each) along a transect of 147 km from Santa Clara
to Celestun in the Yucatan Coast was analyzed. Disease
severity was measured by visual symptoms according to
McCoy’s scale, while the spatial pattern was analyzed monthly
by geostatistical maps and aggregation index (Morisita’s and
Lloyd’s). Optimal quadrat size was determined by the Greig-
Smith’s method. The presence of LY phytoplasma and the
planthopper vector (Myndus crudus) was confirmed by
polimerase chain reaction (PCR) and trapping, respectively.
Geostatistical maps showed random spatial pattern of
diseaded palms when disease incidence was below 35%, but
an aggregated pattern was revealed when LY was > 35.9%.
However agregation index revealed a random spatial pattern
regardless of the percentage of disease incidence. Disease
progress was exponential with an increment of 22% through
the year. The apparent infection rate was 0.077 log units
month! (r?=0.93). In the coastal transect, the spatial pattern
of diseased palms varied; eleven plots had palms in aggregated
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pattern, 21 with a uniform pattern, and only 3 with a random
pattern. These results suggest eradication of individual
diseased palms when detection is carried out at the beginning
of the epidemic, and when there is not an indication of
clustering.

Additional keywords: Epidemiology, phytoplasma, indices
of aggregation, Myndus crudus.

Meéxico ocupa el sexto lugar mundial en produccion de coco
(Cocos nucifera L.) y el primero en América Latina y Africa.
La superficie sembrada en 1995 fue de aproximadamente
174,160 ha distribuidas principalmente en 13 entidades,
destacando por su produccion, en orden de importancia,
Guerrero, Colima y Tabasco. La superficie sembrada se redujo
a 153,000 ha (FAOSTAT, 2000) debido principalmente a la
enfermedad amarillamiento letal (AL), la cual ha devastado
extensas areas del Golfo de México. Esta enfermedad se
observo por primera vez en México en la Isla de Cozumel,
Quintana Roo en 1977, pero su presencia fue confirmada
cinco afios después mediante microscopia electronica (McCoy
etal., 1982). El agente causal se descubrid simultineamente
por tres grupos de investigadores en 1972, al observar
mediante el microscopio electronico, la presencia de
fitoplasmas en las células del floema de palmas afectadas
(Beakbane ef al., 1972; Heinze et al., 1972; Plavsic et al.,
1972). El fitoplasma causante del AL es transmitido por la
chicharrita Myndus crudus Van Duzee (Howard, 1995) y ataca
al menos otras 35 especies de palmas (Howard, 1999). En
1990, el gobierno mexicano definié el plan nacional contra
el AL y el 28 de julio de 1995, se publico en el diario oficial
de la federacion el Proyecto de Norma Oficial Mexicana
NOM-003-FITO-1995, denominada, “Por la que se establece
la campafia contra el amarillamiento letal del cocotero”
(Macias-Canales, 1997). Las acciones inmediatas en zonas
ya afectadas han consistido en intensas actividades de
muestreo, para determinar oportunamente cualquier palma
con sintomas sospechosos de AL y proceder a su derribe ¢
incineracion (Macias-Canales, 1997). Sin embargo, a pesar
del esfuerzo gubernamental por contener la dispersion del
patogeno, mas de 13,000 ha han sido devastadas en la
Peninsula de Yucatan, y alrededor de 650,000 palmeras han
sido destruidas por el patdgeno (Robert et al., 1991). Estudios
preliminares con datos del programa de erradicacion en el
estado de Tabasco, indican el nulo efecto de la erradicacion
en el desarrollo de las epidemias. Actualmente, el principal
frente de avance de la enfermedad se localiza en el estado de
Tabasco, aunque ya se han detectado y confirmado mediante
lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) algunos brotes
asociados con fitoplasmas en el estado de Oaxaca (Cordova-
Lara, 2000), presentando la amenaza de que el patdégeno
pueda internarse a los estados de la costa del Pacifico, region
donde se da la mayor produccion de copra del pais. El éxito
de la erradicacion de una enfermedad depende principalmente
del método de deteccion y de las bases epidemioldgicas que

soporten el muestreo. Sin embargo, no existe en México ni a
nivel mundial, ningun estudio cuantitativo de las epidemias
de AL que contribuya a disefiar estrategias para la remocion
de palmas enfermas con el fin de disminuir la fuente de
indculo de la enfermedad. En este contexto, este trabajo se
planted con el proposito de determinar el patron espacio-
temporal del AL en una parcela de 400 palmas ubicada en la
costa de Yucatan, y el patron espacial del AL en parcelas de
un transecto costero de 147 km (Santa Clara a Celesttin) en
Yucatan, mediante el empleo de mapas geoestadisticos
interpolativos e indices de agregacion. De este modo se
pretendio contribuir a justificar esquemas y métodos futuros
de deteccion y muestreo, con fines de erradicacion de palmas
enfermas.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica de la regién de estudio. El area
de estudio se localizo en el estado de Yucatan, México. El
patron espacio-temporal se determiné en un bloque de 400
palmas de una plantacion localizada en Sisal, Yucatan, ubicada
geograficamente a 21°09°47”LN, 90°01°45” de LO, y a 1
msnm. El transecto costero de Santa Clara-Celestun fue de
147 km, con una ubicacioén geografica aproximada de
21°24°LN, 89°19°LO y una altura promedio de 5 msnm
(Garcia, 1987). De acuerdo a este mismo autor, el clima que
predomina en la region es BS (h’) w (x’) igw” (seco o
estepario), que esta caracterizado por su régimen de lluvias
en verano con un porcentaje de lluvia invernal menor o igual
que el anual.

Censo de palmas. Se selecciono6 un bloque de 20 x 20 palmas
dentro de una plantacion de cocotero del ecotipo Altos del
Atlantico, de una edad aproximada de 20 afios, en Sisal,
Yucatan, region en la que actualmente no se realiza
erradicacion. Esta plantacion no ha recibido manejo
agronomico desde hace 5 afios y agrupa aproximadamente
4,800 palmeras arregladas en 240 surcos orientados de este a
oeste, y cada surco con un promedio de 20 palmas orientadas
de norte a sur. En el bloque de 400 palmas se realizaron
evaluaciones visuales de la incidencia y severidad de la
enfermedad de julio de 1999 a junio del 2000. La medicion
de la severidad se realiz6 mediante una adaptacion de la escala
propuesta por McCoy (1973), la cual consiste de 9 clases
numéricas (0 al 8) asignadas segun la aparicion de sintomas
visuales en la palmera. La primera evaluacion se realizo en
julio de 1999, la segunda en diciembre de 1999, y a partir de
este mes, se llevaron a cabo evaluaciones mensuales hasta
junio del 2000. Los criterios que se consideraron para la
seleccion de este bloque fueron: bajo niimero de palmas
faltantes o ausentes, alto numero de palmas visualmente sanas,
y ausencia de focos definidos de amarillamiento letal, segun
lo describi6 Gongora-Canul (2000). Adicionalmente se
evaluaron los datos de un censo realizado en 1992 en el
transecto costero Santa Clara-Celestun, que incluye
evaluaciones de 35 parcelas de 100 palmas cada una (10 x
10 palmas), separadas a 2 km de distancia. Se evalud la
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incidencia y severidad del AL de manera similar a las
evaluaciones de la plantacion.

Trampeo de homépteros. Para confirmar la presencia del
vector del AL se efectuaron capturas de insectos mediante
trampas pegajosas, de color azul, (Cherry y Howard, 1984),
las que se colocaron a una altura de 8 a 10 m sobre la superficie
del tallo de 24 palmas seleccionadas aleatoriamente en la
plantacion de Sisal. Las trampas se cambiaron y se revisaron
semanalmente durante julio de 1999.

Colecta de muestras de cocotero para la deteccion del
fitoplasma del AL. En enero del 2000 se inici6 el muestreo
de tejido vegetal en el bloque de 400 palmas para confirmar
la presencia del agente causal mediante la técnica de PCR
anidado descrita por Cordova-Lara (2000). El muestreo fue
no destructivo, y consistiéo en tomar muestras de tronco de
palmas con un taladro portatil con el que se extrajeron
secciones de un volumen de 3 cm® a 1.30 m de la superficie
del suelo. La deteccion de fitoplasmas causantes del AL por
PCR se realiz6 en la Unidad de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas del Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan, usando los iniciadores universales de fitoplasmas
(P1/P7) para el PCR directo y los iniciadores especificos del
fitoplasma del AL (503f/LY 16Sr) para el PCR anidado.
Analisis de la incidencia de la enfermedad. Los datos de
incidencia de la enfermedad en la parcela de 400 palmas se
graficaron en el programa Freelance Graphics Lotus®, y se
ajustaron al modelo exponencial linearizado (Iny = b, +rt)
para conocer el comportamiento del progreso de la
enfermedad, en donde y = incidencia, t = tiempo, b, es su
intercepto, y r, es la tasa promedio de infeccion aparente. El
ajuste se realizo mediante un programa elaborado en SAS
para Windows Vers. 6.11°.

Analisis del patron espacio-temporal en el bloque de 400
palmas. El patron espacio-temporal se analizé mediante
mapeo e indices de agregacion (Morisita y Lloyd). El método
de mapeo fue un método geoestadistico interpolativo
(Shepard) del programa Surfer Vers. 6.04%, que consistié de
mapas tridimensionales y de contorno. Los indices de
agregacion se calcularon para las evaluaciones de cada mes.
El tamafio optimo de cuadrante (TOC) utilizado para el
calculo de los indices de agregacion, se obtuvo mediante el
procedimiento de Greig-Smith (1957) en tamafios de bloque
de1,2,4,8,16,32,64, 128,y 256 palmas. E1 TOC se calculd
para julio de 1999, y abril y junio del 2000. Debido a que se
observo que el resultado no varid para estos meses, no se
calcul6 para los meses restantes. E1 TOC se identifico
graficamente como el pico mas alto de la varianza, que
corresponde igualmente al pico mas alto del cuadrado medio
(Campbell y Madden, 1990). Una vez calculado el TOC se
calculd el indice de Morisita y el Lloyd (indice de
amanchonamiento o LIP) (Campbell y Madden, 1990).
Analisis de patrones espaciales en el transecto Santa Clara
a Celestun. El patron espacial se determiné mediante indices
de agregacion (Morisita y Lloyd) siguiendo el mismo
procedimiento que se utilizo para los datos del bloque de

400 palmas. EI TOC también se determiné mediante el
método de Greig-Smith.

RESULTADOS Y DISCUSION

Trampeo de Myndus crudus. So6lo se capturaron dos
especimenes de M. crudus en las 24 trampas (julio de 1999).
Este numero fue ligeramente menor al encontrado por Pifa-
Quijano (1993) en 4 localidades costeras de Yucatan y se
consider6 una baja poblacion de insectos. Sin embargo, se
confirm¢ la presencia del vector en la plantacion. La baja
captura podria atribuirse a que las trampas que se utilizaron
se colocaron sobre la superficie del tallo de las palmas (8 a
10 m de altura), mas o menos a la mitad de altura entre el
suelo y la fronda.

Deteccion del fitoplasma del AL por PCR anidado. De 60
muestras analizadas, 54 fueron negativas y sélo 6 positivas.
(Fig. 1). La presencia de una banda de 930 pb (carril 3)
corresponde a la amplificacion positiva o presencia del
fitoplasma, mientras que en carril 2 no se detecto su presencia.
Las muestras de los carriles 6-8 correspondieron a palmas
que presentaron sintomas de AL en diciembre de 1999 y con
grados de severidad de 3-5 segun la escala de McCoy (1973).
Las muestras de los carriles 10, 11 y 14 correspondieron a
palmas que no presentaron sintomas visuales (grado de
severidad 0), pero que son portadores del fitoplasma y por lo
tanto se encuentran en periodo de incubacion. El éxito de la
erradicacion de la fuente de indculo en palmas enfermas
dependera de la metodologia de deteccion, mientras que el
éxito en la erradicacion de la enfermedad dependera de las
detecciones de fitoplasmas por PCR en palmas asintomaticas,
ademas de las bases epidemiologicas que soporten el
muestreo. Aunque se derriben todas las palmas visualmente
enfermas, quedaran palmas portadoras asintomaticas que
podrian contribuir a la diseminacion del fitoplasma.
Incidencia de la enfermedad. La incidencia del AL en el
bloque de 400 palmas se increment6 de 14.02 a 35.9% durante
los 12 meses de estudio, representando un incremento de
21.9% anual (Fig. 2). Se present6é mortalidad en 12 palmas
durante todo el afio. El progreso de la enfermedad tuvo un
comportamiento exponencial. Las tasas promedio de
infeccion aparente fue de 0.077 unidades log mes™ (r?=0.93).
Atn cuando el AL esta considerado como una enfermedad
de rapida diseminacion (McCoy et al., 1983), es de particular
relevancia sefialar que de febrero a mayo (los meses con
temperaturas mas bajas) el incremento en el porcentaje de
incidencia fue de 82%, mientras que de mayo a junio (los
meses con mas calor) la incidencia se incremento 4.38%. Este
estudio demuestra que la epifitia del AL en Sisal se encontraba
en el inicio de su fase exponencial, en contraste con la de
Florida, EUA, que mostrd un caracter explosivo en la década
de los 70s (McCoy, 1973; McCoy et al., 1983).

Patron espacio-temporal en el bloque de 400 palmas.
Mapeo. Los mapas geoestadisticos mostraron la presencia
de palmas enfermas con un arreglo aleatorio durante 10 meses
(de julio, 1999, a abril, 2000). Adicionalmente muestran la
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Fig. |. Deteccion de fitoplasmas del amarillamiento letal por
medio de PCR anidado usando los iniciadores espeeiticos
S03fy LY 16Sr. El carril 1 es un marcador de peso molecular
con banda de 12 Kb. La Banda de 930 pb denota
amplificacion positiva; Los carriles 2 y 3 fueron testigos
negativos y positivo, respectivamente. Los carriles 4 al 14
fueron muestras extraidas de palmas del bloque estudiado.
Los carriles 6, 7, 8, 10, 11 y 14 son muestras con resultado
positivo al fitoplasma y corresponden a palmas con sintomas
de AL. )

severidad de los focos, va que la magnitud de cada pico
representa el grado de avance de la enfermedad. En julio de
1999 s6lo existio un foco de la enfermedad con un grado de
severidad tardio (grado 7) (Fig. 3-A), y para diciembre del
mismo afio, se observaron cinco nuevos focos esparcidos al
azary a distancias mayores de 24 m, localizados en el interior

de la plantacion (de la playa hacia tierra adentro) (Fig. 3-B).
Para junio del 2000, los focos individuales empezaron a
coalescer formando agregados de 2-3 palmas enfermas. Para
esta fecha. el patrén espacial fue agregado, aunque se
considerd una agregacion baja de palmas enfermas (Fig. 3-
)

Indices de Agregacion. Se determind que el tamafio optimo
de cuadrante fue de 16 palmas (4 x 4 palmas) (Fig. 4). El
TOC fue consistente tanto para la variable de incidencia como
para severidad, y fue consistente para los meses de julio de
1999, y abril y junio del 2000. En consecucncia, para el
caleulo de los indices de agregacion, ¢l bloque de palmas
estudiado se dividio en 25 cuadrantes contiguos: cada
cuadrante con 16 palmas (4 x 4 palmas). La carencia de
variabilidad en el tamafio de cuadrante calculado se atribuyo
a un incremento lento de la intensidad de la enfermedad
(incidencia y severidad). Adicionalmente, durante los calculos
se observd que cuando se mide cualitativamente una
enfermedad, usando una escala de severidad, las variables
mas adecuadas para obtener el tamafio dptimo de bloque son
el namero de plantas enfermas por cuadrante, o bien, el
namero correspondiente a la escala de evaluacion. Si se
pretende usar como variables la incidencia o la severidad
promedio por cuadrante, el tamafio optimo de cuadrante
calculado, utilizando el procedimiento de Greig-Smith, serd
el tamano de bloque mas pequeiio. Los indices de agregacion
fueron similares en todos los meses de evaluacion, con valores
en un rango de 1 a 1.03 (Cuadro ). Tanto para el indice
Morisita como para el Lloyd, los resultados demostraron, en
términos practicos, un patron al azar de palmas enfermas. La
aleatoriedad indicada con los indices de agregacion, coincidio
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Fig. 2. Incidencia de amarillamiento letal del cocotero de julio de 1999 a junio del 2000 en un bloque de 400 palmas (Cocos
nucifera) en Sisal, Yucatan, México. Los valores correspondientes a los meses de agosto a noviembre de 1999 se obtuvieron
por interpolacion. Tasas promedio de infeccion aparente (r,) y coeficientes de determinacion (r*) estimadas con el modelo

exponencial (Iny =b_+r.1).
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Fig. 3. Comportamiento espacial de la severidad del amarillamiento letal en cocotero (Cocos nucifera) en un bloque de 400
palmas en Sisal, Yucatan, México, durante julio (A) y diciembre (B) de 1999, y durante junio (C) del 2000, La severidad de la
enfermedad (eje z) se midid con una adaptacion de la escala de McCoy.

con los resultados de mapeo de los primeros 10 meses, y se
explica que al principio son pocas las palmas que son
infectivas, por lo que atin cuando la poblacion del vector sea
alta, s6lo un bajo nimero de insectos vectores adquiriran y

transmitiran el patogeno. El patron agregado que se presenta
después (indicado por mapas geoestadisticos) sugiere queel
patogeno estd dispersandose de palma a palma dentro de la
plantacién, como consecuencia del incremento del nimero
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plantas enfermas y severidad por bloque, para el mes de abril del 2000. El tamafio dptimo de cuadrante esta

indicado por el valor mas alto del cuadrado medio.

de vectores que han adquirido al patogeno. Esto se demuestra
con la temporalidad de los grados de severidad de los focos.
va que éstos son de grados mas tempranao en relacion con los
focos mas antiguos (Fig. 3). A medida que la incidencia de la
enfermedad aumenta, el inoculo se incrementa y mayor
niimero de vectores adquicren al patogeno, por lo que las
inoculaciones en palmas sanas seran mas probables. Estos
resultados son los primeros para estudios de AL basados en
este tipo de andlisis, y muestran su utilidad en el conocimiento
de la epidemioclogia de la enfermedad.

Patrones espaciales en el transecto Santa Clara Celestun.
EI'TOC para el calculo de los indices de agregacion en las 35
parcelas vario considerablemente, existiendo tamanos de I,
2.4.8, 16,y 32. los cuales dieron como resultado diferentes
tipos de patrén espacial (Cuadro 2). Debido a que el
porcentaje de incidencia de la enfermedad vario
considerablemente en las 33 parcelas evaluadas. ¢l TOC se
determind para cada una de cllas. La existencia de diferentes
tipos de patrones espaciales estuvo relacionada con el
porcentaje de incidencia de la enfermedad en cada una de las
parcelas (Cuadro 3). Estos resultados confirman lo encontrado
en el bloque de 400 palmas, la existencia eventual de un patron
agregado. Lo anterior muestra que ¢l AL forma agregados,
pero éstos estan relacionados con los niveles de incidencia

de la enfermedad v son dependientes de un proceso temporal.
requiriéndose aproximadamente de un ano para su
conformacion en Sisal, Yucatan. México. Los indices de
agregacion utilizados en este estudio son los mas utilizados
en epidemiologia para analizar los patrones espaciales de
diferentes enfermedades (Gottwald er al.. 1996; Hughes y
Madden. 1998); sin embargo, la geoestadistica emerge como
una herramienta poderosa para analizar de manera cuantitativa
Ja distribucion de plantas enfermas en una plantacion (Nelson
et al., 1999).

CONCLUSIONES

Los resultados indican que se justifica la erradicacion de
palmas enfermas individuales en la fase inicial de la epifitia
y antes del inicio de formacion de agregados. Sin embargo.
dependiendo de la intensidad de agregacion. los
procedimientos de erradicacion a nivel parcela y regional
deben variar en intensidad v frecuencia. Los estudios
espaciales de AL se han restringido al uso de mapas de
distribucion de plantas enfermas, sin analisis cuantitativos.
Este estudio confirma cuantitativamente c¢sle aspecto y
demuestra la existencia de determinado tipo de patron espacial
en funcion de los niveles de incidencia de la enfermedad.
Estudios sobre distancias de dispersion dentro de parcela,

Cuadro 1. Indices de agregacion de Morisita y Lloyd caleulados con el nimero de plantas
enfermas con amarillamicnto letal en Sisal, Yucatdn, México. en un tamafio optimo de
cuadrante de 16. Los valores se obtuvieron para cada mes de evaluacion: julio y diciembre

de 1999 y enero a junio del 2000.

Indice de 1999 2000
agregacion Julio Dic Feb Mar  Abr May  Jun
Morisita 1.02 1.01 1.00 1.00 1.00 1.02 1.03

Lloyd 1.02 1.01

1.00 1.00 1.00 1.02  1.03
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Cuadro 2. Frecuencia de los tipos de patron espacial
encontrados en 35 parcelas para amarillamiento letal del
cocotero (Cocos nucifera) en el transecto Santa Clara-
Celestun, Yucatan, México, determinados con tamafios
optimos de cuadrante calculados con el método de Greig-
Smith.

Tipo de patréon

Tamafio optimo de cuadrante

espacial 1 2 4 8§ 16 32
Agregado 0 1 2 1 4 3
Aleatorio o al azar 0 1 1 0 0 1
Uniforme 1 6 13 0 1 0
Total de parcelas 1 8 16 1 5 4

Cuadro 3. Frecuencia de los tipos de patrén espacial
encontrados en 35 parcelas para amarillamiento letal del
cocotero (Cocos nucifera) en el transecto Santa Clara-
Celestun, Yucatan, México, en funcion de tres rangos de
incidencia.

Incidencia Tipo de patron espacial
(%) Agregado Aleatorio o al azar Uniforme
0.1-20 7 1 5
21-79 4 2 3
80-100 0 0 13

tamafios de agregados y gradientes de dispersion, permitiran
un mejor entendimiento de la epidemiologia del AL y
aportaran criterios para mejorar su control, particularmente
en la erradicacion de palmas enfermas.
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