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Resumen. Las infecciones virales son una de las
enfermedades mas importantes del chile para secado en el
Norte Centro de México. Las infecciones virales mixtas son
comunes en plantas de chile a nivel mundial, sin embargo,
en San Luis Potosi, México se carece de informacion acerca
de curtovirus y begomovirus infectando plantas de chile, por
lo que el objetivo del presente estudio fue obtener
informacion sobre la presencia de geminivirus infectando
plantas de chile para secado que mostraban una
sintomatologia comun. Se colectaron diez plantas de chile
(Capsicum annuum “Mirasol”) que mostraban sintomas
tipicos de amarillamiento y se analizaron mediante técnicas
moleculares para detectar la presencia de begomovirus y
curtovirus. Con respecto a curtovirus, se encontrd al Beet
mild curly top virus (BMCTV) en todas las muestras
analizadas, mientras que los begomovirus Pepper huasteco
yellow vein virus (PHYVV) y Pepper golden mosaic virus
(PepGMV) se encontraron en ocho y diez del total de
muestras colectadas respectivamente. Cabe resaltar que en
solo dos de las diez muestras la presencia de PepGMV no
estuvo relacionadacon PHYVV.

Palabras clave adicionales: Amarillamiento, Infeccion viral
mixta, Geminivirus, Detecciéon molecular.

Uno de los principales problemas que afectan al cultivo de
chile para secado (Capsicum annuum L.) en el Norte Centro
de México, que incluye el altiplano del estado de San Luis
Potosi, es la incidencia de enfermedades de origen viral.

Abstract. Viral infections are one of the most important
diseases of chili peppers for drying in north central Mexico.
Mixed viral infections are common in chili plants
worldwide, however, in San Luis Potosi, Mexico there is no
information about curtovirus and begomovirus infecting
chili pepper plants; therefore, the aim of this study was to
obtain information on the presence of geminivirus infecting
chili for drying with a common symptomatology. Ten chili
pepper plants (Capsicum annuum "Mirasol") with typical
yellowing symptoms were collected and analyzed using
molecular techniques to detect the presence of begomovirus
and curtovirus. As for curtovirus, Beet mild curly top virus
(BMCTV) was found in all samples analyzed, while as for
begomovirus, Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV)
and Pepper golden mosaic virus (PepGMV) were found in
eight and ten of the total samples collected, respectively. It is
important to mention that in only two of the ten samples
PepGMYV was present and it was not related to PHY VV.

Additional Keywords: Yellowing, mixed viral infection,
geminivirus, molecular detection.

One of the main problems that affect the chili pepper for
drying (Capsicum annuum L.) crops in north central
Mexico, including the highlands of San Luis Potosi state, is
the incidence of viral diseases. From an epidemiological
point of view, the phenomenon of mixed infections caused
by viruses belonging to the same family is particularly
important because it favors genetic recombination, which
may contribute to the emergence of variants and strains with
increased virulence or, like in the geminivirus case, the
formation of new species (Ala-Poikela et al., 2005). For the
chili crop abundant information exists about infections
caused by two or more begomovirus species or
combinations of two or more RNA viruses (Abdalla et al.,
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Desde un punto de vista epidemiolégico el fenomeno de
infecciones mixtas, causadas por virus pertenecientes a la
misma familia, es de particular importancia ya que favorece
la recombinacion genética, la cual puede contribuir a la
aparicion de variantes y cepas con mayor virulencia o, en el
caso de Geminivirus, nuevas especies (Ala-Poikela et al.,
2005). En el caso del cultivo de chile existe abundante
informacion acerca de infecciones producidas por dos o mas
especies de begomovirus o combinaciones de dos o mas
virus de ARN (Abdalla ef al., 1991; Méndez-Lozano et al.,
2002; Velasquez-Valle et al., 2012a). En el estado de
Zacatecas, México, Fraire ef al. (2011) reportaron la
infeccion mixta de plantas de chile por los virus huasteco de
la vena amarilla del chile (Pepper huasteco yellow vein
virus: PHYVV), del mosaico dorado del chile (Pepper
golden mosaic virus: PepGMV) y del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus: CMV). Es notoria la falta de
informacion acerca de infecciones complejas donde
intervengan tanto begomovirus como curtovirus, ambos
pertenecientes a la familia Geminiviridae cuya frecuencia
de deteccion es creciente en México (Velasquez-Valle et al.,
2012b; Chen et al., 2011) por lo que el objetivo del presente
trabajo consistio en identificar la presencia de begomovirus
y curtovirus en plantas de chile para secado que mostraban
una sintomatologia similar.

A mediados de Junio de 2010 se colectaron muestras
de tejido joven de diez plantas de chile para secado tipo
Mirasol seleccionadas al azar y que mostraban sintomas
conspicuos de la enfermedad denominada amarillamiento
del chile (Velasquez-Valle et al., 2011) en una parcela
comercial localizada en el altiplano del estado de San Luis
Potosi, México.

Para la deteccion de begomovirus y curtovirus, las
muestras se molieron en presencia de nitrogeno liquido en
morteros preenfriados a-20 °C. El tejido molido se transfirio
atubos de microcentrifuga de 1.5 mL para extraer DNA total
de cada muestra, a continuacion se agregaron 600 pL de
solucion amortiguadora de extraccion (1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI ph 8.0, 2 % CTAB (bromuro de
hexacetil trimetil amonio) p/v, 1 % de B-mercaptoetanol)
agitando la mezcla hasta homogeneizar. Las muestras se
incubaron por 20 min a 65 °C con una leve homogenizacion
cada 3 min. Después de la incubacion se agregaron 600 ul de
la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se
mezclaron con agitacion por 15 min. Los tubos se
centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min y el sobrenadante se
transfirid a un tubo nuevo conteniendo 600 pL de
isopropanol frio. A continuacién las muestras se mezclaron
y se dejaron a temperatura ambiente por 5 min y
posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min; se
descarto el sobrenadante y los tubos se invirtieron por 5 min
para secar el DNA precipitado. Posteriormente el DNA se
resuspendi6 en 100 uL de buffer TE (Tris- EDTA 0.01 mM
pH 8.0) y 100 uL de etanol al 100 %. EI BMCTV fue
detectado por PCR usando los oligonucledtidos BMCTV
CP4f (5'-CAG TAT CGA CCA GTT GTT T-3") y BMCTV
CPor (5-CTC TTC GAA TAC GAT AAG TAG-3")
(Creamer et al., 2005), los cuales amplifican una porcion del
gen que codifica la proteina de la capside del virus. Para la

1991, Mendez-Lozano et al., 2002, Velasquez-Valle ef al.
2012a). In Zacatecas state, Mexico, Fraire et al. (2011)
reported mixed infection of chili pepper plants by pepper
huasteco yellow vein viruses (Pepper huasteco yellow vein
virus: PHYVV), chili golden mosaic (Pepper golden mosaic
virus: PepGMYV) and cucumber mosaic (Cucumber mosaic
virus: CMV). It is notorious the lack of information about
complex infections involving both begomovirus and
curtovirus, both belonging to the Geminiviridae family
whose detection frequency is increasing in Mexico
(Velasquez-Valle et al.,2012b, Chen et al., 2011); therefore,
the aim of this study was to identify the begomovirus and
curtovirus presence in dried chili plants showing similar
symptomatology.

During mid-June 2010, tissue samples of ten young
chili plants for drying, Mirasol type, were randomly
collected mostly of those showing prominent symptoms of
the disease known as “Yellowing of chili” (Velasquez-Valle
et al.,2011) in a commercial lot located in the highlands of
the state of San Luis Potosi, Mexico.

For curtovirus and begomoviruses detection,
samples were ground in liquid nitrogen in -20 °C precooled
mortars. Grounded tissue was transferred to 1.5 mL
microcentrifuge tubes for total DNA extraction for each
sample, then 600 pL of extraction buffer were added (1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 % CTAB
(Hexadecyl trimethyl ammonium bromide) w/v, 1% B-
mercaptoethanol) and stirred until homogenization. The
samples were incubated during 20 min at 65 °C with a slight
homogenization every 3 min. After incubation, 600 pL of
chloroform-isoamyl alcohol mixture (24:1) were added and
mixed during 15 min. The tubes were centrifuged at 13,000
rpm during 15 min and the supernatant was transferred to a
new tube containing 600 pL of cold isopropanol. The
samples were mixed and left at room temperature during 5
min, then they were centrifuged at 13,000 rpm during 15
min; the supernatant was discarded and the tubes were
inverted during 5 min to dry the precipitated DNA. Lastly,
the DNA was resuspended in 100 pL of TE buffer (0.01 mM
Tris-EDTA, pH 8.0) and 100 uL of 100 % ethanol. The
BMCTV was detected by PCR using the following
oligonucleotides: BMCTV CP4f (5'-CAG TAT CGA CCA
GTTGTTT-3")and BMCTV CP6r (5'-CTC TTC GAATAC
GATAAGTAG-3") (Creamer et al.,2005), which are used to
amplify a portion of the gene that encodes the protein of the
capsid virus. For the reaction, 5-10 ng of the mold and 20 pLL
of a reaction consisting of 0.250 uM of each primer, 3 units
of Taq DNA polymerase (Promega, Madison, USA), 250
uM dNTPs, 2 pL of the buffer for Taq 10X (15 mM MgCl,,
100 mM Tris-HCI (pH 9), 500 mM KCl, 1.1 % gelatin) and 3
mM MgCl, were used. PCR reaction consisted of: 35
consistent cycles at 94 °C during 30 sec, 59 °C during 60 sec
and 72 °C during 90 sec and a final extension of 72 °C during
5 min. The amplification products were separated on 2 %
agarose gels, stained with ethidium bromide and visualized
by ultraviolet light on a SIGMA T1201 instrument. The
presence of a 576 bp fragment was considered as a positive
detection for BMCTV.

A unique protocol for genomic DNA extraction was,
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reaccion se utilizaron 5-10 ng del templado y 20 puL de una
reaccion compuesta por 0,250 uM de cada iniciador, 3
unidades de Taq DNA polimerasa (Promega, Madison,
USA), 250 pM de dNTPs, 2 pL de la solucion
amortiguadora para Taq 10X (15 mM CIL,Mg; 100 mM Tris-
HCl(pH9); 500 mM KCI; 1,1 % de gelatina) y 3 mM CL,LMg.
La reaccion de PCR consistio en: 35 ciclos consistentes de
94 °C por 30 seg, 59 °C por 60 segy 72 °C por 90 seg y una
extension final de 72 °C por 5 min. Los productos de
amplificacion se separaron en geles de agarosa al 2 %, se
tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron mediante luz
ultravioleta en un equipo SIGMA T1201. La presencia de un
fragmento de 576 pares de bases se consideré como
deteccion positivaparael BMCTV.

Se adopté un protocolo de extraccion de DNA
gendmico unico basado en una modificacion del método de
Dellaporta et al. (1983) que utiliza nitrogeno liquido y el
buffer de extraccion “A” compuesto por Tris 100 mM
pH8.0, NaCl 50 mM pH 8.0, EDTA 50mM pH-8.0 y agua
destilada. La combinacién de oligonucledtidos utilizada
para identificar la presencia del genoma A de begomovirus
fue pRep-DGR / pCP70-Mot (Ascencio-lbafiez et al.,
2002); mientras que para el diagnoéstico e identificacion
completa de curtovirus se utilizd la combinacion de
iniciadores RepQEW-for/CP450-rev (Velasquez-Valle et
al., 2012), la composicion de la mezcla de reacciéon para
PCR fue la misma y consisti6 en lo siguiente: Buffer 7ag
DNA polimerasa 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.2mM,
oligonucledtidos 1M, Taq polimerasa 2.5 UT, DNA 1g. Las
condiciones para la amplificacion del ADN viral fueron:
desnaturalizacion inicial a 94C/2min, y 35 ciclos
conformados por una temperatura inicial de 94C/1min, una
temperatura de alineamiento de 55C/1 min y una extension a
72C/1min, con una extension final de 72C/5 min. Los
productos de PCR obtenidos se clonaron directamente en el
plasmido PGEM-TEasy (Promega, Madison, WI), segun las
indicaciones del proveedor. La transformacion de células
competentes de Escherichia coli Top 10 y la extraccion del
DNA plasmidico se realiz6 de acuerdo al procedimiento
modificado de Birnboim (Sambrook y Russell, 2001). Los
productos clonados fueron secuenciados, y la secuencia
nucleotidica obtenida en cada caso se compard con las
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank,
utilizando los algoritmos BlastN
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y ClustalV (MegAlign,
DNASTAR Madison, WI).

Las diez muestras analizadas resultaron positivas
para la presencia de curtovirus, especificamente BMCTV
(Cuadro 1), lo cual concuerda con la sintomatologia
observada localmente de enanismo, amarillamiento del
follaje y ausencia de estructuras reproductivas, entre otros,
reportada a nivel mundial para este tipo de infecciones
(Creamer et al., 2003; Chen et al., 2011; Velasquez-Valle et
al.,2011).

PHYVYV se detect6 en ocho de las diez muestras
analizadas mientras que PepGMYV fue detectado en todas las
muestras analizadas (Cuadro 1). De acuerdo con Brown
(2003a) la infeccion mixta del Pep GMV y PHYVV es una
de las mas comunes y economicamente importantes en las

it was based on a modification of Dellaporta et al. (1983)
method which uses liquid nitrogen and extraction buffer "A"
consisting of 100 mM Tris pH 8.0, 50 mM NaCl pH 8.0, 50
mM EDTA pH 8.0 and distilled water. The oligonucleotides
combination used to identify the presence of the A genome
of begomoviruses was pRep-DGR / pCP70-Mot (Ascencio-
Ibafiez et al., 2002); while for the diagnosis and complete
curtovirus identification the primers combination
RepQEW-for/CP450-rev (Velasquez-Valle et al., 2012) was
used, the composition of the reaction mixture for PCR was
the same and it was consisting of: Taq DNA polymerase 1X
buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 2 oligonucleotides
1M, Taq polymerase 2.5 UT, 1g DNA. The conditions for
viral DNA amplification were: initial denaturation at 94C/2
min and 35 cycles consisting of an initial temperature of
94C/1 min, an temperature of alignment 55C/1 min, an
extension of 72C/1min, and a final extension of 72C/5 min.
The obtained PCR products were cloned directly into the
pGEM-TEasy (Promega, Madison, WI) plasmid according
to the supplier's directions. The transformation of competent
cells of Escherichia coli Top 10 and the extraction of the
plasmidic DNA was performed according to modified
Birnboim method (Sambrook and Russell, 2001). Cloned
products were sequenced, and the nucleotide sequence
obtained in each case was compared with the available
sequences of the GenBank database by using the BLAST N
algorithms (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) and Clusta 1V
(MegAlign, DNASTAR Madison, WI).

The ten tested samples were positive for curtovirus
presence, specifically BMCTV (Table 1), which is
consistent with the dwarfism symptomatology locally
observed , foliage yellowing and absence of reproductive
structures, among others, reported worldwide for this type

Cuadro 1. Deteccion de diferentes virus en plantas de chile
para secado tipo Mirasol con sintomas de “amarillamiento
del chile” en el altiplano de San Luis Potosi, México.

Table 1. Detection of different viruses in chili pepper plants
for drying, Mirasol type, with “yellowing of chili”
symptoms in highlands of San Luis Potosi, Mexico.

Muestra Curtovirus Begomovirus
BMCTV* PHYVV’ PepGMV*
1 Positivo Negativo Positivo
2 Positivo Positivo Positivo
3 Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Negativo Positivo
5 Positivo Positivo Positivo
6 Positivo Positivo Positivo
7 Positivo Positivo Positivo
8 Positivo Positivo Positivo
9 Positivo Positivo Positivo
10 Positivo Positivo Positivo

* Beet mild curly top virus.
* Pepper huasteco yellow vein virus.
* Pepper golden mosaic virus.
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parcelas de chile localizadas en los estados fronterizos de
Meéxico y Estados Unidos de América. La sintomatologia
causada por la infeccion de estos virus incluye mosaico
amarillo brillante, moteado clordtico, clorosis foliar
marginal, enrollamiento foliar, abultamientos o
ampollamientos foliares, enanismo, caida de flor, reduccion
del tamafio o ausencia de frutos (Fraire, 2010), sin embargo
también se ha reconocido que la expresion de sintomas
puede variar en funcion de la variedad de chile, condiciones
ambientales, cepas o variantes de begomovirus (Khan et al.,
2007), por lo que la sintomatologia en las enfermedades
virales es frecuentemente poco confiable como método de
diagnéstico. No obstante lo anterior, se ha reconocido que
uno de los sintomas mas evidentes de la infeccion por
PepGMV y PHYVV es el mosaico brillante que suelen
tomar las hojas y venas de las plantas enfermas,
respectivamente (Brown, 2003a; Brown, 2003b) ninguno
de los cuales se manifest6 en las plantas de chile Mirasol
analizadas en el presente trabajo. En las condiciones del
Norte Centro de México, la mayoria de las plantas de chile
infectadas por BMCTYV mueren antes de completar el ciclo
de cultivo por lo que es posible que los sintomas mas
evidentes de enfermedad causadas por ambos begomovirus
no alcanzarian a manifestarse en el follaje mas joven de las
plantas. Es necesario investigar si la co-infeccion reportada
durante este trabajo ocurre simultaneamente como en el caso
de PHYVV y PepGMV (Medina-Ramos et al., 2008) o si un
patdgeno especifico al infectar inicialmente una planta es
capaz de enmascarar los sintomas causados por otros virus
ya que una de las caracteristicas mas importantes desde el
punto de vista fitopatoldgico es que las infecciones mixtas
pueden alterar la severidad de los sintomas pues es bien
sabido que en plantas de chile infectadas con PepGMYV son
mucho mas agresivos que los observados en plantas
infectadas solo con PHYVV pero cuando ambos virus
infectan una misma planta de chile se observa antagonismo
que reduce los sintomas producidos por PepGMV
favoreciendo la interaccién con el insecto vector y su
diseminacion a otras plantas (Méndez-Lozano et al., 2002).
Con base en lo anterior es necesario establecer metodologias
que permitan evaluar y caracterizar infecciones mixtas
como las que se reportan en este trabajo de tal forma que se
pueda confirmar si la infeccién causada por BMCTV en
plantas de chile interfiere con la aparicion de los sintomas
provocados por PHYVV y PepGMYV o si dependiendo de la
planta hospedera se pudieran producir un incremento en la
severidad de los sintomas como consecuencia de la
infeccion causada por BMCTV,PHYVV y PepGMV.

Las muestras analizadas provenian de plantas de
chile que mostraban sintomas de la enfermedad denominada
amarillamiento entre los que destacan: enanismo, follaje
clorético o amarillo en la planta completa, ausencia total o
parcial de estructuras reproductivas (botones, flores o
frutos), hojas alargadas y de consistencia gruesa, asi como
frutos pequenos y deformes; esta sintomatologia ya habia
sido previamente asociada con la presencia del Beet mild
curly top virus (BMCTV) en el area productora de esta
hortaliza en el vecino estado de Zacatecas (Velasquez-Valle
et al., 2008, Velasquez-Valle et al., 2011); las zonas

of infections (Creamer et al., 2003 Chen et al. 2011;
Velasquez-Valleetal.,2011).

PHYVV was detected in eight of the ten samples
analyzed, while PepGMV was detected in all samples
analyzed (Table 1). According to Brown (2003a) the Pep
GMV and PHYVV mixed infection is one of the most
common and economically important in chili pepper plots
located in the border states of Mexico and the United States
of America. The symptoms caused by infection with these
viruses includes bright yellow mosaic, chlorotic mottle,
marginal leaf chlorosis, leaf rolling, swelling or blistering
leaf, stunting, flower drop, reduced fruit size or absence
(Fraire, 2010), however it has also been recognized that the
expression of symptoms may vary depending on the variety
of chili, environmental conditions, strains or begomoviruses
variants (Khan et al., 2007), so the symptoms in viral
diseases is often unreliable as a diagnostic method.
Nevertheless, it is recognized that one of the most obvious
symptoms of PepGMYV and PHYVV infection, is the bright
mosaic that often show the leaves and veins of infected
plants, respectively (Brown, 2003a; Brown, 2003b), none of
which was manifested in Mirasol chili pepper plants
analyzed in this work. Under the north central Mexico
conditions, the majority of infected pepper plants by
BMCTV die before completing the crop cycle, so it is
possible that the most obvious symptoms of illness caused
by both begomovirus are not shown in the youngest foliage
of the plants. It is necessary to investigate whether co-
infection reported during this study occurs simultaneously
as in the case of PHYVV and PepGMYV (Medina-Ramos et
al., 2008) or if a specific pathogen, when initially infecting
a plant, is able to mask the symptoms caused by other
viruses, since one of the most important characteristics from
the phytopathological point of view is that mixed infections
may alter the severity of the symptoms; it is well known that
in chili pepper plants infected with PepGMYV the symptoms
are much more aggressive than those observed in plants
infected with PHY V'V, but when both viruses infect the same
chili pepper plant antagonism is observed which reduces the
symptoms caused by PepGMV encouraging interaction
with the vector insect and its spreading to other plants
(Mendez-Lozano et al., 2002). Based on the above, it is
necessary to establish methodologies to evaluate and
characterize mixed infections such as those reported in this
work, so that it is possible to confirm whether the infection
caused by BMCTV in chili plants interferes with the
emergence of the symptoms caused by PHYVV and
PepGMYV, or if depending on the host plant it could be
possible to produce an increase in the severity of symptoms
as a consequence of the infection caused by BMCTYV,
PHYVV and PepGMV.

The samples analyzed were from chili pepper plants
showing symptoms of the disease known as “yellowing of
chili”, among them: dwarfism, chlorotic or yellow foliage in
the whole plant, total or partial absence of reproductive
structures (buds, flowers or fruits), elongated and thick
leaves and small and misshapen fruit; these symptoms had
been previously associated with the presence of the Beet
mild curly top virus (BMCTV) in a vegetable producing
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productoras de chile para secado de ambos estados no se
encuentran fisicamente separadas sino que pertenecen a una
misma region geografica perteneciente al norte centro de
Meéxico. Los reportes sobre la presencia de al menos tres
variantes de BMCTYV produciendo infecciones simples en
cultivos de chile presentes en el Altiplano Potosino
(Comunicacion Personal Dr. Gerardo Argtiello Astorga) por
lo que parece probable que esta sintomatologia sea
producida por un mismo agente (s) causal (es) para ambos
estados.

La informacion con la que se cuenta sobre la
presencia de los vectores de estos virus en la region es
parcial: la presencia del vector de begomovirus, la mosca
blanca (Bemisia tabaci Genn.) no ha sido confirmada en la
zona productora de chile en el Altiplano Potosino y es
probable que esto se deba en gran parte a las bajas
temperaturas y al clima semiarido caracteristicos de la
region lo cual conlleva a la presencia de bajas poblaciones
de este insecto. Con respecto al vector del BMCTYV, la
chicharrita Circulifer tenellus Baker, existen reportes que
indican que se distribuye ampliamente en el norte centro del
pais, incluyendo el area productora de chile para secado del
Altiplano Potosino (Velasquez-Valle et al., 2008) ya que el
clima semidrido favorece su reproduccion y diseminacion
(Bennett, 1971). Durante este trabajo se logro detectar por
primera vez la presencia de dos geminivirus pertenecientes
el género de los begomovirus (PepGMV y PHYVV) y uno
perteneciente al género de los curtovirus (BMCTV)
infectando plantas de chile para secado en México. Es
necesario llevar a cabo estudios que confirmen si los
sintomas causados por BMCTYV son capaces de atenuar a los
producidos por PepGMV y PHYVV o si eventualmente y
dependiendo del hospedero la presencia de estos tres virus
puede producir nuevas sintomatologias cada vez mas
agresivas.
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