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Resumen. En la zona productora de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) del estado de Guerrero en
el ciclo otofio-invierno 2014 se observaron cinco
parcelas con una incidencia de 90 a 100 % de
plantas con aclaramiento de nervaduras, mosaico y
amarillamiento. Se colectaron plantas asintomaticas
y con los sintomas antes descritos y se injertaron
en plantas sanas de jamaica observandose clorosis
de venas y mosaico 17 dias después en las plantas
injertadas con hojas que mostraban sintomas.
Se extrajo DNA y RNA de tejido de las plantas
colectadas en campo y de las injertadas que
mostraron sintomas y se analizé para fitoplasmas,
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Abstract. In the producing area of roselle
(Hibiscus sabdariffa L.) in the state of Guerrero,
five plots with an incidence of 90-100 % of plants
showing vein chlorosis, mosaic and yellowing
were observed in the autumn-winter 2014 crop
cycle. Asymptomatic and symptomatic plants
were collected and grafted onto healthy plants
and at 17 days after inoculation vein chlorosis
and mosaic were observed in plants grafted with
leaves showing symptoms. DNA and RNA were
extracted from plants collected in the field and
those grafted that showed symptoms and analyzed
for phytoplasmas, begomoviruses, viruses of the
family Potyviridae and Okra mosaic virus (OkKMV).
No amplification were obtained for phytoplasmas,
viruses of the family Potyviridae and Okra mosaic
virus in plants collected in the field and grafted
that showed symptoms; only they were positive
for begomoviruses. Secuences from eigth plants
with symptoms collected at field and one grafted
showing symptoms had a similarity of 95 % and 91
%, respectively, with Okra yellow mosaic Mexico
virus (OkKYMMYV). Two plants with symptoms
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begomovirus, virus de la familia Potyviridae y
Okra mosaic virus (OkMV). Los resultados para
fitoplasmas, virus de la familia Potyviridae y Okra
mosaic virus fueron negativos. Solo se tuvo el
amplicon esperado en el caso de begomovirus. Las
secuencias de ocho plantas con sintomas colectadas
en campo tuvieron una similitud del 95 % con
Okra yellow mosaic Mexico virus (OkKYMMYV).
Dos plantas con sintomas colectadas en campo
mostraron un porcentaje de similitud menor a otros
begomovirus. Los resultados obtenidos indican que
el amarillamiento de la jamaica estd asociado a un
complejo de begomovirus en el que se encuentra
presente el OkYMMYV.

Palabras clave: jamaica, begomovirus, Okra
yellow mosaic Mexico virus, amplificacion por
circulo rodante.

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es un
arbusto cuyos calices deshidratados y tallos se
utilizan para elaborar productos alimenticios,
farmacéuticos,
principales paises productores de esta planta son
China, India y Sudan (Galicia-Flores et al., 2008).
Meéxico ocupa el séptimo lugar, siendo el estado de
Guerrero el mayor productor, con una superficie
sembrada de 14 274 ha (SIAP, 2014). El principal
problema fitosanitario de este cultivo en México
es la “pierna negra” causada por Phytophthora

cosméticos 'y textiles. Los

parasitica y actualmente la mancha foliar y de
calices ocasionada por Corynespora cassiicola
(Ortega et al., 2015). A nivel mundial existen
cuatro virus afectando jamaica: Cotton leafcur!
virus (CLCuV), Mesta yellow vein mosaic virus
(MeYVMYV), Malva vein clearing virus (MVCV)
y Okra mosaic virus (OkMV) (Fauquet et al.,
2005; Roy et al., 2009). Durante los ultimos afios

en algunos municipios del estado de Guerrero
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collected at field showed a lower similarity with
different begomoviruses. These results indicate that
yellowing of Hibiscus sabdariffa is associated with
a viral complex in which OkYMMYV is present.

Additional keywords: roselle, begomoviruses,
Okra yellow mosaic Mexico virus, rolling-circle
amplification.

Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) is a shrub with
calyces that, when dehydrated, are used to produce
foods, medications, cosmetics, and textiles. The
main producers of this plant are China, India,
and Sudan (Galicia-Flores et al., 2008). Mexico
is seventh place, and the state of Guerrero is the
main producer nationwide, with a planted surface
of 14 274 ha (SIAP, 2014). The main phytosanitary
problem of this crop in Mexico is “black shank,”
caused by Phytophthora parasitica, and currently,
spots on leaves and calyces caused by Corynespora
cassiicola (Ortega et al., 2015). Worldwide there
are four viruses that affect roselle: Cotton leafcurl
virus (CLCuV), Mesta yellow vein mosaic virus
(MeYVMYV), Malva vein clearing virus (MVCV),
and Okra mosaic virus (OkMV) (Fauquet et al.,
2005; Roy et al., 2009). In recent years in some
municipalities of the state of Guerrero, a disease
has been found in roselle of an unknown etiology,
known locally as “yellowing.” The plants affected
show symptoms consisting of vein clearing mosaic,
and yellowing, and its incidence had been very
low. However, it has been increasing considerably,
and in the 2014 autumn-winter cycle it reached
values of 90 to 100 % on five plots, therefore the
aim of this study was to know the agent related
to this disease. Ten 2-month old roselle plants
were sampled, showing vein clearing, mosaic,
and yellowing, as well as three asymptomatic
plants in a field in the municipality of Tecoanapa
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se ha detectado una enfermedad en jamaica de
etiologia desconocida, denominada localmente
como “amarillamiento”. Las plantas afectadas
presentan sintomas consistentes en aclaramiento
de nervaduras, mosaico y amarillamiento y su
incidencia habia sido muy baja. No obstante, se
ha venido incrementando de manera considerable
y en el ciclo otofio-invierno 2014 alcanzé valores
de 90 a 100 % en cinco parcelas por lo que el
objetivo del presente estudio fue conocer al
agente asociado a esta enfermedad. Se colectaron
10 plantas de jamaica de dos meses de edad que
presentaban aclaramiento de nervaduras, mosaico y
amarillamiento, asi como tres plantas asintomaticas
en una parcela del municipio de Tecoanapa y cuatro
parcelas del municipio de Ayutla, Guerrero (Figura
1A). Se inocularon mecanicamente cinco plantas de
jamaica sanas obtenidas de semilla utilizando como
fuente de inoculo hojas de jamaica con sintomas
colectadas en campo maceradas en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.2 y carborundum
400 mallas (Dijkstra y de Jager, 1998). Como
testigo se tuvieron tres plantas de jamaica sanas
frotadas solamente con la solucion amortiguadora
y el carborundum. Hojas de plantas con sintomas
colectadas en campo se injertaron en cinco plantas
de jamaica sanas de dos meses de edad, obtenidas a
partir de semilla, y se mantuvieron en invernadero
para registrar la aparicion de sintomas cada dos
dias durante un mes. Como testigo se tuvo una
planta sana de jamaica obtenida a partir de semilla
sin injertar. Se extrajeron acidos nucleicos totales
de hojas de las plantas de jamaica asintomaticas y
con sintomas colectadas en campo y se analizaron
para fitoplasmas (Teixeira et al., 2008), virus de
la familia Potyviridae (Chen et al., 2001), Okra
mosaic virus (OkMV) (Stephan et al., 2008) y
begomovirus. En este Gltimo caso se utilizd el
kit TempliPhi 100 Amplification® (Amersham
Biosciences) que amplifica DNA circular por
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and four fields in the municipality of Ayutla,
Guerrero (Figure 1A). Five healthy roselle plants
obtained from seed were mechanically inoculated,
using roselle leaves with symptoms, as inoculum
sampled on the field, grinding in a phosphate
buffer solution pH 7.2 and carborundum 400 mesh
(Dijkstra and de Jager, 1998). As a control, there
were three healthy roselle plants rubbed only with
the buffer solution and the carborundum. Leaves
from plants with symptoms collected in the field
were grafted onto five healthy two-month old
roselle plants obtained from seed, and they were
kept in a greenhouse to observe the appearance
of symptoms every two days for one month. As a
control, there was a healthy roselle plant obtained
from seeds without grafting. Total nucleic acids
were extracted from the leaves from asymptomatic
and symptomatic roselle plants collected from the
field, and they were analyzed for phytoplasms
(Teixeira et al., 2008), Potyviridae family viruses
(Chen et al., 2001), Okra mosaic virus (OkMYV)
(Stephan et al., 2008), and begomoviruses. For the
latter, we used the TempliPhi 100 Amplification® kit
(Amersham Biosciences) that amplifies DNA via
rolling circle (RCA) following the manufacturer’s
instructions. For the DNA-A of the begomoviruses,
we designed the primers Sense DNA-AC
(AAAACTCGAGGATGTGAAGGCCCATQG)
and Antisense DNA-AC (AAAAGGGAAGA
CGATGTGGGC), which amplify a fragment of
approximately 1400 pb corresponding to genes
AV1, AC3, AC2, and AC1. For DNA-B, we used
the primers proposed by Rojas et al., (1993),
which amplify a fragment of 500 pb. The reaction
mixture consisted of 1 uL of DNA obtained by
RCA, PCR reaction buffer (1X), 0.20 mM dNTPs,
2.0 mM MgCl, 10 uM of each primer, 0.5 U of
Taq polymerase (PROMEGA®), adjusting to a
final volume of 20 uL. The PCR was carried out
with the following conditions: initial denaturation
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circulo rodante (ACR) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para el DNA-A de los begomovirus
se disefiaron los iniciadores Sense DNA-AC
(AAAACTCGAGGATGTGAAGGCCCATQG)
y Antisense DNA-AC (AAAAGGGAAGACG
ATGTGGGC) que amplifican un fragmento de
aproximadamente 1400 pb correspondiente a los
genes AV1, AC3, AC2 y ACI1. Para el DNA-B se
utilizaron los iniciadores propuestos por Rojas et
al., (1993) que amplifican un fragmento de 500 pb.
La mezcla de reaccion consistio en 1 pL de DNA
obtenido por ACR, buffer de reaccion de PCR (1X),
0.20 mM dNTPs, 2.0 mM MgCl,, 10 uM de cada
iniciador, 0.5 U de Taq polimerasa (PROMEGA®)
ajustando a un volumen final de 20 pL. La
PCR se realizé con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 94 °C por 4 min, 30 ciclos
desnaturalizacion de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1
min, 72 °C por 1.5 min, un ciclo de extension final
de 72 °C por 3 min. Los productos amplificados de
1400 pb fueron secuenciados y comparados con la
base de datos del GenBank.

Después de 30 dias, las plantas inoculadas
mecanicamente no mostraron sintomas, lo cual
pudo deberse a una baja concentracion de virus
asi como la presencia de inhibidores, taninos por
ejemplo, en el material vegetal utilizado como
fuente de inoculo que afectan la proteina de la
capside provocando la precipitacion de los virus
(Dijkstra y de Jager, 1998), o bien, de un virus no
transmisible de esta forma. De La Torre-Almaraz et
al., (2004) seiialan que muchos virus con genoma
RNA se transmiten facilmente de forma mecanica
y que la mayoria de los virus con genoma DNA
no se transmiten de esta manera o su eficiencia
de transmision es muy baja. Cuatro de las plantas
injertadas mostraron clorosis de venas y mosaico
en las hojas mas jovenes a los 17 dias después
de realizado el injerto (FiguralB). Los sintomas
observados en invernadero fueron distintos de los
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Figura 1. Plantas de jamaica mostrando A. Mosaico amarillo
(planta colectada en Tecoanapa, Guerrero). B.
Mosaico (planta injertada en invernadero con hojas
de plantas colectadas en campo). C. Testigo: planta
sana obtenida a partir de semilla sin injertar.

Figure 1. Roselle plants showing A. Yellow mosaic (plant
sampled from Tecoanapa, Guerrero). B. Mosaic
(plant grafted in greenhouse with leaves collected
from field). C. Control: Healthy plant obtained from
ungrafted seed.

94 °C for 4 min, 30 denaturation cycles of 94 °C for
1 min, 55 °C for 1 min, 72 °C for 1.5 min, one final
extension cycle of 72 °C for 3 min. The amplified
products of 1400 pb were sequenced and compared
with the GenBank data base.

After 30 days, the mechanically inoculated
plants showed no symptoms, possibly due to
a low concentration of the virus, as well as the
presence of inhibitors such as tannins in the plant
material used as a source of inoculum that affect
the protein of the capsid, causing the precipitation
of the virus (Dijkstra and de Jager, 1998), or of a
non-transmissible virus in this way. De La Torre-
Almaraz et al., (2004) point out that many viruses
with an RNA genome are easily transmitted
mechanically, and most viruses with a DNA
genome are not transmitted in this way, or their
transmission efficiency is very low. Four of the
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registrados en campo debido posiblemente a las
diferentes condiciones ambientales, edad en que se
inocularon las plantas (se desconoce el momento de
infeccion en campo), la forma de inoculacion (no
se sabe si en campo ocurre por vectores o semilla
por ejemplo), la carga de inoculo o la presencia de
otro(s) virus en campo. Tejido foliar de las cuatro
plantas de jamaica injertadas que presentaron
sintomas fue usado para hacer extraccion de DNA
total, amplificacion por circulo rodante y PCR para
begomovirus de la manera antes descrita.

No se tuvo la amplificacion del producto
esperado para fitoplasmas, virus de la familia
Potyviridae y Okra mosaic virus (OkMV). Las
diez plantas de jamaica con sintomas colectadas en
campo y cuatro injertadas que mostraron sintomas
en invernadero amplificaron el fragmento del
componente A del genoma de begomovirus (1400

grafted plants displayed vein chlorisis and mosaic
in younger leaves 17 days after grafting (Figure
1B). The symptoms observed in the greenhouse
were different to those recorded on the field, due
possibly to the different environmental conditions,
age in which plants were inoculated (the moment
of infection on the field is unknown), the means of
inoculation (whether it occurs on the field by vectors
or seed, for example, is unknown), the amount of
inoculum, or the presence of other viruses in the
field. Foliar tissue of the four grafted roselle plants
that showed symptoms were used to carry out a
total DNA extraction, rolling circle amplification
and PCR for begomoviruses as described above.
The expected product amplification was not
obtained for phytoplasms, viruses of the family
Potyviridae and Okra mosaic virus (OkMV).
The ten roselle plants with symptoms obtained

Figura 2. Productos de PCR obtenidos con A. iniciadores Sense DNA-AC/Antisense DNA-AC (1400 pb) para el segmento Ay B.
PBL1v2040/PCRcl (500 pb) para el segmento B de begomovirus bipartitas, respectivamente, a partir de DNA circular
amplificado por circulo rodante. Carriles 1-7, 14-16: Plantas de jamaica con sintomas colectadas en campo; Carriles
8-10 y 17. Plantas injertadas que mostraron mosaico; Carril 11: Testigo negativo (planta asintomatica); Carriles 12y 13:
Testigo negativo (agua); M: Marcador de peso molecular 1Kb (Promega®).

Figure 2. PCR products obtained with A. primers Sense DNA-AC/Antisense DNA-AC (1400 pb) for the segment A and B.
PBL1v2040/PCRcl (500 pb) for the segment B of bipartite begomovirus, respectively, from DNA obtained by circle
amplification. Lanes 1-7, 14-16: Roselle plants with symptoms, collected from field; Lanes 8-10 and 17. Grafted plants
that showed mosaic; Lane 11: Negative control (asymptomatic plant); Lanes 12 and 13: Negative control (water); M:

Molecular weight marker 1Kb (Promega®).
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pb) (Figura 2A). Siete plantas colectadas en campo
y cuatro plantas injertadas que mostraron sintomas
amplificaron el fragmento del componente B del
genoma de begomovirus (500 pb) (Figura 2B).
Estos resultados indican que la mayoria de las
plantas muestreadas en Ayutla y Tecoanapa estan
infectadas con begomovirus bipartitas y que hay
al menos uno monopartita. De las diez plantas con
sintomas colectadas en campo, ocho tuvieron un
porcentaje de similitud de 95 % con Okra yellow
mosaic Mexico virus (OkKYMMYV), una tuvo un
91 % de similitud con el Chino del tomate virus
(CdTV) y la restante tuvo un 88% de similitud
con el Malachra alceifolia virus (MAV). Por otro
lado, una de las plantas injertadas con sintomas
tuvo un 91 % de identidad con el OkYMMYV vy
las tres restantes un 86-87 % de similaridad con
el Tobacco leaf curl Cuba virus (TODLCCV). Los
bajos porcentajes de similaridad obtenidos en el
caso del CdTV, MAV y TbLCCV posiblemente se
deban a que se trata de begomovirus no descritos
hasta el momento. En México se ha reportado
al Hibiscus variegado virus (HVV) en Hibiscus
sabdariffa en la peninsula de Yucatan (Hernandez-
Zepeda et al., 2007), mientras que en la India, Roy
et al., (2009) encontraron al begomovirus Mesta
yellow vein mosaic virus (MYVMYV) en Hibiscus
cannabinus ¢ H. sabdariffa, causando reduccion
del crecimiento y pérdidas en la produccion.
Inicialmente el MYVMYV ocasiona una clorosis
en las nervaduras seguido de un amarillamiento
de la lamina foliar. Estos sintomas difieren de los
observados en plantas de jamaica colectadas en
Guerrero, en las cuales inicialmente se observa un
aclaramiento de nervaduras seguido de un mosaico
que con el tiempo desaparece y la hoja se torna
amarilla con algunas areas color verde oscuro o
blanco. En la peninsula de Yucatan se ha reportado
al OkKYMMYV ocasionando mosaico amarillo y
distorsion foliar en Abutilon permolle; mosaico
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on the field and four grafted plants that displayed
symptoms in the greenhouse amplified the
fragment of component A of the begomoviruses
genome (1400 pb) (Figure 2A). Seven plants
collected in the field, and four grafted plants that
showed symptoms amplified the fragment of the
component B of the begomoviruses genome (500
pb) (Figure 2B). These results indicate that most
of the plants sampled in Ayutla and Tecoanapa are
infected with bipartite begomoviruses and that
there is at least one monopartite. Out of the ten
plants sampled in the field, eight had a percentage
of similarity of 95 % with Okra yellow mosaic
Mexico virus (OkYMMYV), one had a similarity of
91% with the Chino del tomate virus (CdTV), and
the rest had a similarity of 88 % with the Malachra
alceifolia virus (MAV). On the other hand, one of
the grafted plants with symptoms had a similarity
of 91 % with OkYMMY, and the three remaining,
a similarity of 86-87 % with Tobacco leaf curl
Cuba virus (TbLCCV). The low percentages of
similarity obtained in the case of the CdTV, MAV,
and TbLCCYV are possibly due to yet undescribed
begomoviruses. In Mexico there have been reports
of the Hibiscus variegado virus (HVV) in Hibiscus
sabdariffa in the Yucatan Peninsula (Herndndez-
Zepeda et al., 2007), while in India Roy et al.
(2009) found the begomoviruses Mesta yellow vein
mosaic virus (MeYVMV) in Hibiscus cannabinus
e H. sabdariffa, causing a reduction in growth and
losses in production. Initially, MeYVMYV causes
chlorosis in nervations, followed by the yellowing
of leaves. These symptoms differ from those
observed in roselle plants sampled in Guerrero, in
which a clearing of nervations is initially observed,
followed by a mosaic that disappears with time,
and the leaf turns yellow with some dark green
or white areas. There have been reports in the
Yucatan Peninsula of OkYMMYV causing yellow
mosaic and foliar distortion in Abutilon permolle;
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amarillo, distorsién y moteado foliar en Corchorus
siliguosus, y mosaico amarillo y moteado en
Sida acuta (Hernandez-Zepeda., et al 2007). En
2009, el OkYMMYV fue reportado en Texas en el
cultivo de ocra (4belmoschus esculentus) causando
manchas foliares irregulares de color amarillo,
amarillamiento de los bordes de las hojas y clorosis
en hojas maduras (Hernandez-Zepeda et al., 2010).
Los resultados obtenidos en el presente estudio
indican que el amarillamiento de la jamaica en
Guerrero, México, esta asociado con begomovirus
entre los cuales se encuentra el Okra yellow mosaic
Mexico virus (OkYMMYV).
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